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Resumen

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, cronica, sistémica y autoinmune,
que presenta una prevalencia del 0.5 - 1 % a nivel mundial. Es una enfermedad que puede
ocasionar destruccion articular, y que se asocia con discapacidad, deterioro de la calidad de
vida y aumento de la mortalidad. Un 80 % de los pacientes con AR presenta autoanticuerpos
especificos, en su mayoria factor reumatoide (FR) que reconoce la fraccion constante de la
inmunoglobulina G, y anticuerpos anti-proteinas citrulinadas (ACPA) que reconocen
proteinas que han sufrido un proceso de modificacion postraduccional conocido como
citrulinacion. ElI FR o los ACPA definen al grupo de pacientes con AR seropositivos y son
utilizados en la practica clinica como biomarcadores de la enfermedad. Son anticuerpos que
se encuentran afios antes del inicio de la clinica, y su utilidad en el diagnostico de la AR se ha
demostrado sobre todo en el contexto de las clinicas de artritis de reciente comienzo (EA). La
importancia del FR y los ACPA como biomarcadores diagndsticos estd reflejada en la
introduccion de ambos anticuerpos en los criterios de clasificacion ACR/EULAR 2010,
utilizados actualmente para clasificar a los pacientes con AR. El papel patogénico de estos
anticuerpos también se ha demostrado por sus asociaciones con una enfermedad més grave y
con un mayor dafio radiolégico. Ademas, el FR y los ACPA se asocian con algunos de los
factores etiologicos genéticos y ambientales que aumentan el riesgo de AR. Asi, estos
anticuerpos se han relacionado con alelos de riesgo de la molécula HLA-DRB1 y con el

tabaquismo.

Los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas (anti-CarP) también son autoanticuerpos
especificos de la AR que reconocen proteinas que han sido modificadas postraduccionalmente
mediante un proceso conocido como carbamilacion. Se describieron por primera vez en el afio
2011, y a pesar de no ser utilizados en la clinica, son anticuerpos que tienen un papel
importante en la enfermedad. Los antigenos carbamilados reconocidos por estos anticuerpos
en los pacientes con AR no se conocen, y por este motivo su identifacion se realiza
normalmente utilizando un ELISA con suero bovino fetal (FBS) carbamilado in vitro como
antigeno. Los anticuerpos anti-CarP estan en el 30-40 % de los pacientes, y participan en la
patogenia de la AR. El papel patogénico de estos anticuerpos esté justificado por su presencia

antes del inicio de la clinica, por sus asociaciones con las erosiones y la mayor progresion



radioldgica de los pacientes, y por su relacion con la mortalidad. Todo esto sumado a la
asociacion entre estos anticuerpos y la mayor actividad de la enfermedad, justifica la
posibilidad de utilizar a los anticuerpos anti-CarP como biomarcadores pronosticos de la AR.
El valor diagndstico de los anticuerpos anti-CarP es inferior al de los ACPA vy el FR, pero
todavia no esta claro si pueden contribuir a la clasificacion de los pacientes. Por otra parte, los
anticuerpos anti-CarP no se asocian ni con los alelos de riesgo de la molécula HLA-DRB1
relacionados con los ACPA y el FR, ni con el tabaquismo. Sin embargo, todavia no se han
identificado los factores de riesgo genéticos y ambientales que predisponen a la formacion de

los anticuerpos anti-CarP en los pacientes con AR.

En este proyecto hemos abordado algunas cuestiones todavia no resueltas para definir mejor
el papel que tienen los anticuerpos anti-CarP en la AR. Para ello hemos realizado un estudio
observacional transversal utilizando 1607 pacientes con AR procedentes de distintos
hospitales espafioles. A mayores, hemos realizado estudios longitudinales utilizando 1062
pacientes con EA procedentes de dos cohortes de hospitales espafioles que recibieron un
seguimiento durante dos afios. Ademas, en los experimentos de este proyecto hemos incluido
los datos disponibles de 3899 pacientes con AR procedentes de varias colecciones europeas.
En los pacientes con AR hemos encontrado una asociacion entre los anticuerpos anti-CarP y
el alelo *03 de la molécula HLA-DRBL. Esta relacion entre los anticuerpos anti-CarP vy el
HLA permite definir parte de la etiologia de estos anticuerpos, que hasta el momento no era
conocida. A pesar de la falta de relacion entre los anticuerpos anti-CarP y el tabaquismo, en
los pacientes con AR hemos encontrado que el tabaco se asocia con la presencia concordante
de los anticuerpos anti-CarP, los ACPA y el FR. De esta forma, a través de la triple
seropositividad hemos identificado un factor de riesgo ambiental relacionado con los
anticuerpos anti-CarP, contribuyendo de nuevo a definir la etiologia desconocida de estos
anticuerpos. También hemos analizado la utilidad de los anticuerpos anti-CarP en la
clasificacion de los pacientes con AR. Este analisis lo hemos realizado en los pacientes con
EA, confirmando que los anticuerpos anti-CarP tienen un valor inferior al del FR y los ACPA
en la clasificacion. Ademas, su inclusion en los criterios ACR/EULAR 2010 tampoco mejora
la clasificacion de los pacientes. Por el contrario, hemos visto que la presencia concordante de
los tres autoanticuerpos si es una caracteristica que consigue mejorar la clasificacion,
presentando la posibilidad de considerar a la triple positividad en los criterios. En los
pacientes con EA también hemos analizado la utilidad de los anticuerpos anti-CarP como



biomarcadores prondsticos de la enfermedad. Nuestros resultados muestran que los
anticuerpos anti-CarP se asocian con una mayor actividad de la enfermedad y una mayor
incapacidad funcional de los pacientes. Ademas, estas asociaciones fueron mas marcadas en
aquellos pacientes que habian comenzado con artritis mas jovenes y mostraron un efecto
independiente al resto de autoanticuerpos. Por Gltimo, también encontramos una asociacion
entre los anticuerpos anti-CarP y la disminucién de la densidad mineral 6sea de los pacientes
con EA. Esta es la primera evidencia que relaciona a los anticuerpos anti-CarP con este tipo
de lesiones Gseas, contribuyendo a definir el papel patogénico que tienen estos anticuerpos en
la enfermedad. En conjunto, los resultados de nuestro proyecto mejoran la caracterizacion de
los anticuerpos anti-CarP en la AR, tanto en relacién a su etiologia y patogenia, como a su

utilidad como biomarcadores de la enfermedad.
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1. ANTICUERPOS ANTI-PROTEINAS CARBAMILADAS.

1.1 Carbamilacion de proteinas.

Los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas (anti-CarP) son aquellos que reconocen
proteinas que han sufrido un proceso de modificacion postraduccional conocido como
carbamilacién®. La carbamilacién de proteinas es un tipo de modificacion que ocurre de forma
no enzimatica y siempre en presencia de cianato®. El cianato reacciona preferentemente con
los grupos g-amino de las lisinas, generando un compuesto que se conoce como g-carbamil-
lisina u homocitrulina® (Figura 1). Esta preferencia hace que la carbamilacién de proteinas se
refiera principalmente a la conversién de lisinas por homocitrulinas, a pesar de que el cianato
también puede reaccionar con los grupos sulfhidrilo de las cisteinas®, y con los grupos amino

de los residuos de arginina y de los extremos N-terminales®.

El cianato es un compuesto inorganico presente en el organismo a una concentracion baja
(45 nmol/L). Sin embargo, determinadas situaciones pueden incrementar los niveles de este
metabolito. La concentracion de urea es la principal reguladora de los niveles de cianato, ya
que bajo condiciones fisiolégicas ambos compuestos se encuentran en equilibrio®. De esta
forma, incrementos en los niveles de urea llevan a incrementar los niveles de cianato y, en
consecuencia la carbamilacién de proteinas®* (Figura 1). Los pacientes con sindrome renal
crénico son un claro ejemplo de esta situacion, cuyo suero se caracteriza por mostrar una
elevacion de los niveles de proteinas carbamiladas®. Ademas de la urea, la enzima
mieloperoxidasa (MPQO) también puede favorecer la carbamilacion proteica indirectamente a
partir de la formacion de cianato®. La MPO utiliza peréxido de hidrégeno para oxidar al
tiocinato, lo que da lugar a la formacién de 4cido hipotiocianitico y cianato?. En este caso, es
el incremento en la concentracion de tiocianato el responsable de promover la reaccién de
carbamilacion. El tipo de dieta y el tabaco son los principales determinantes de los niveles de
tiocinato en plasma®’. De hecho, los niveles de tiocianato elevados en los pacientes
fumadores han permitido explicar la evidente relacion entre la carbamilacion de proteinas y el

tabaquismo®. A la MPO no solo se le ha atribuido la responsabilidad de incrementar la
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carbamilacién de proteinas en los pacientes fumadores, sino que también se ha relacionado
con la elevacion de la carbamilacion en la respuesta inflamatoria y en la aterosclerosis. La
MPO es una de las principales proteinas expresadas en neutréfilos y macréfagos®. La
secrecion de la MPO por parte de los neutrofilos en respuesta a procesos inflamatorios se ha
utilizado para explicar el incremento de proteinas carbamiladas durante la inflamacion®’
(Figura 1). En el caso de la aterosclerosis, la carbamilacién de proteinas se ha vinculado a la
actividad de la MPO expresada en los macréfagos del epitelio vascular®®®*°. Alguna de estas
proteinas carbamiladas, y especialmente las lipoproteinas, muestran un papel clave en el

desarrollo de las placas ateroscleréticas® .
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Figura 1. Carbamilacion de proteinas. llustracién esquematica de la reaccion de carbamilacion, y de las
distintas vias que pueden promover la carbamilacién de proteinas. Imagen de autoria propia.

La uremia, el tabaquismo, la inflamacion y la aterosclerosis son las cuatro situaciones
principales que se asocian con aumento de la carbamilacion de proteinas. Sin embargo, la
reaccién de carbamilacion también ocurre bajo condiciones fisiolégicas a un nivel que, aun
siendo menor, puede conducir a la acumulacion de proteinas carbamiladas en el organismo?.

En este caso es importante tener en cuenta la vida media de las proteinas, ya que aquellas
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proteinas con una vida media larga estardin més expuestas a la carbamilacién®. La
acumulacion de proteinas carbamiladas a lo largo del tiempo permite explicar los niveles
elevados de carbamilacion en los tejidos envejecidos. De esta forma, la carbamilacion de
proteinas se ha relacionado con el envejecimiento™; y no solo con el envejecimiento en si
mismo, sino que también se ha asociado con algunas enfermedades vinculadas a este proceso,

como podria ser el desarrollo de cataratas en las personas de edad avanzada®.

1.2 Respuesta autoinmune frente a proteinas carbamiladas.

Los cambios postraduccionales introducidos en las proteinas pueden ser reconocidos por el
sistema inmune como extrafios. Asi, las proteinas modificadas podrian iniciar una respuesta
inmune que desembocase en la aparicion de una enfermedad autoinmunitaria’* ™. La
esclerosis multiple (EM)®, el lupus eritematoso sistémico (LES), la diabetes mellitus™® o la
artritis reumatoide (AR)™, son ejemplos de enfermedades autoinmunes que presentan

autoanticuerpos frente a proteinas modificadas postraducionalmente.

El sistema inmune desarrolla tolerancia inmunoldgica a partir de la eliminacion de los
linfocitos T autoreactivos en el timo. En este lugar, las células presentadoras de antigenos
(APC) procesan y presentan a las proteinas endogenas del organismo. Aquellos linfocitos
capaces de reconocer a estas proteinas son seleccionados negativamente y eliminados para
evitar su presencia en la periferia’®. Los mecanismos que utilizan los linfocitos T
autoreactivos frente a proteinas modificadas postraduccionalmente para escapar de esta
tolerancia inmunoldgica no estan bien definidos. Es posible que algunas de las modificaciones
no sean presentadas en el timo y, en consecuencia, los linfocitos T autoreactivos no serian

eliminados y saldrian a la circulacién periférica**?*%,

En los tejidos, las proteinas
modificadas postraducionalmente podrian ser presentadas por las APC a estos linfocitos T que
no han sido eliminados, iniciando una respuesta inmune que incluye la produccién de
autoanticuerpos especificos frente a estas modificaciones'®?. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que todos tenemos proteinas modificadas postraduccionalmente y que por lo
tanto la simple presencia de estas proteinas no puede ser suficiente para que se produzca una
reaccion inmune frente a ellas.

Teniendo esto en cuenta, es comprensible que la carbamilacion pueda introducir cambios

en las proteinas capaces de iniciar una respuesta autoinmune en condiciones favorables e
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individuos predispuestos®. En el afio 2010 se demostré por primera vez la autoinmunidad
frente a proteinas carbamiladas en los trabajos publicados por Turunen Sy col. y Mydel Py
col.?%*, Los primeros autores encontraron anticuerpos anti-CarP en el suero de conejos
inmunizados con alblmina y coldgeno carbamilados®. En el otro estudio, se identifico
activacion de linfocitos T y desarrollo de anticuerpos anti-CarP en ratones inmunizados con
péptidos carbamilados®. Ademas, algo importante del trabajo de Mydel P y col., fue que la
inyeccion intra-articular de los péptidos carbamilados en las rodillas de los ratones
desencadend el desarrollo de artritis con erosién 6sea®*. Esto Gltimo, junto con la presencia de
proteinas carbamiladas en el fluido sinovial de los pacientes con AR llevé a estudiar la
presencia de estos anticuerpos en el suero de los pacientes con la enfermedad, siendo
identificados por primera vez en el afio 2011'. A partir de ese momento, comenzaron a
aparecer mas trabajos que confirmaron la presencia de los anticuerpos anti-CarP en el suero

R1,25729

de los pacientes con A y, en menor medida, en el suero de los pacientes con otras

enfermedades reumaticas?®3°3¢,

1.3 Método de identificacidn de los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas.

La primera identificacion de estos anticuerpos en el afio 2011 se realizé utilizando un
ELISA indirecto con suero bovino fetal (FBS) carbamilado in vitro como fuente de antigeno®.
El desconocimiento sobre los antigenos carbamilados especificos reconocidos por estos
anticuerpos obligd a utilizar un ELISA casero de este tipo. EI FBS se seleccion6 por ser una
muestra compleja de proteinas susceptible de ser facilmente carbamilada®. Otros trabajos
utilizaron como antigeno algunas proteinas concretas que fueron carbamiladas in vitro; como
el fibrindgeno®, la vimentina® o la alfa-enolasa®. Actualmente, se sigue sin conocer los
antigenos carbamilados que son reconocidos in vivo por estos anticuerpos y, por este motivo,
en la mayor parte de los trabajos se continta utilizando como método de identificacion el
ELISA casero con FBS carbamilado in vitro?®=%3%4° E| uso de esta mezcla de proteinas de
origen bovino hace que el método de identificacion no refleje la situacion real in vivo, y
justifica la necesidad de identificar los antigenos especificos para desarrollar un ensayo mas

representativo®*.
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2. ANTICUERPOS ANTI-PROTEINAS CARBAMILADAS EN LAS
ENFERMEDADES REUMATICAS.

2.1 Anticuerpos anti-proteinas carbamiladas en la artritis reumatoide.

2.1.1 Caracteristicas de estos anticuerpos en la enfermedad: isotipos v subclases.

La AR es una enfermedad inflamatoria, cronica de naturaleza autoinmune, que presenta
una prevalencia del 0.5 — 1 % a nivel mundial®’. Los pacientes con AR presentan dolor e
inflamacién en las articulaciones, principalmente de las manos, los pies, mufiecas, tobillos,
codos, hombros, rodilla y cadera®. Es una enfermedad que puede ocasionar destruccién
articular, y que se asocia con discapacidad, deterioro de la calidad de vida y aumento de la
mortalidad®. Ademés, al ser una enfermedad sistémica, también puede llevar a la aparicién de
sintomas extra-articulares en los ojos, el pulmdn, el corazén u otros 6rganos*. La AR es una
enfermedad mas comdn en mujeres, en una proporcion 3:1 y frecuentemente se inicia entre
los 40 y 60 afios aunque puede iniciarse a cualquier edad®. Ademés del sexo y la edad, hay
una serie de factores genéticos*® y ambientales* que modifican el riesgo de desarrollar la AR,

y que seran comentados en los siguientes apartados de este proyecto.

Una fraccion importante de los pacientes con AR presenta autoanticuerpos especificos.
Dentro de estos, destacan el factor reumatoide (FR), que reconoce la region constante de la
inmunoglobulina G (IgG), y los anticuerpos que reconocen proteinas modificadas
postraduccionalmente®’. Los mejor caracterizados entre los Gltimos son los anticuerpos anti-
proteinas citrulinadas (ACPA), que reconocen proteinas que han sufrido un proceso de
modificacién conocido como citrulinacion®®. El FR o los ACPA se encuentran en el 80 % de
los pacientes con AR, y son utilizados en la practica clinica como biomarcadores pronosticos
y diagnosticos de la enfermedad®. La presencia de cualquiera de estos anticuerpos permite
definir al grupo de pacientes seropositivos. No obstante, a pesar de la elevada concordancia
entre los dos tipos de anticuerpos, la presencia de los ACPA es mas discriminante que la
presencia del FR. Asi, los ACPA muestran una mayor especificidad, ademas de presentar un
papel en la patogenia y etiologia de la AR mucho mas definido®. El 20 % restante de los
pacientes no presenta ninguno de estos autoanticuerpos, y forma lo que se conoce como el

grupo de pacientes seronegativos®. A diferencia de los seropositivos, los pacientes




10

INTRODUCCION

seronegativos presentan una evolucion de la enfermedad y patogénesis mucho menos
definida®".

Los anticuerpos anti-CarP no se utilizan en la practica clinica, aunque si son caracteristicos
de la AR. Se encontraron por primera vez en una cohorte de pacientes holandeses® v,
posteriormente, se han ido identificando en otras cohortes de pacientes con AR, tanto
europeas como no europeas (Tabla 1).

Tabla 1. Presencia de los anticuerpos anti-CarP en distintas cohortes de pacientes con AR. En la tabla
se muestra el autor del trabajo, el afio de la publicacion, el nimero total de pacientes utilizado, el origen de
la cohorte y el porcentaje de pacientes positivos para los anticuerpos anti-CarP. En todos estos trabajos se
identificé el isotipo IgG utilizando un ELISA indirecto con FBS o fibrinégeno (*) carbamilado in vitro
como antigeno.

Autor A0S N Origen % Positivos Ref.
ShiJy col. 2011 571 Holanda 44.9 1
Jiang Xy col. 2013 1985 Suecia 35.6 52
Verhuel MKy col. 2015 268 Japon 45.2 39
Scinocca My col.* 2015 84 Canada 48.8 53
Brink My col. 2015 192 Suecia 42.2 27
Montes y col. 2016 520 Espafia 29.4 26
Koppejan Hy col. 2016 95 Canada 45.3 40
Pecani Ay col. 2016 309 Italia 34.4 30
Challener GJ y col. 2016 212 EEUU 38.2 29
Ajeganova Sy col. 2016 576 Suecia 36.3 54
van Wesemael TJ y col. 2016 678 Reino Unido 26.8 55
Nakabo S'y col. 2017 265 Japon 46.8 28

Los anticuerpos anti-CarP son especificos de la AR y estan presentes en el 30-40 % de los
pacientes®® (Tabla 1). En la mayor parte de los trabajos se ha estudiado el isotipo IgG, por ser
el isotipo de inmunoglobulinas mas frecuente en la sangre y los fluidos extracelulares en este
tipo de respuestas inmunes>’. Aun asf, en el suero de los pacientes con AR también se han
encontrado anticuerpos anti-CarP de isotipo IgA e IgM. La distribucion de los distintos
isotipos de los anticuerpos anti-CarP fue estudiada por Van Delft MAM y col. en el suero de
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una cohorte de pacientes con AR. Encontraron que el 16.4 % de los pacientes eran positivos
para los anticuerpos anti-CarP de isotipo IgM, mientras que los anticuerpos de isotipo 1gG e
IgA estaban presentes en un porcentaje mas alto, del 49.2 y 40.8 % respectivamente™®. El
isotipo IgM es caracteristico de la respuesta inmune primaria, es decir, de aquella producida
tras el primer contacto con el antigeno™. Asi, la presencia de anticuerpos anti-CarP de este
isotipo podria indicar una reactivacion constante de la respuesta autoinmune®®. Por otro lado,
la presencia de anticuerpos anti-CarP de isotipo IgA podria relacionar a estos anticuerpos con
las mucosas, por ser el isotipo de inmunoglobulina caracteristico de este tejido™. Ademés del
isotipo IgA, otro estudio, encontr6 al isotipo IgM como el isotipo de inmunoglobulinas unido
al componente secretor mas abundante en el suero, tanto entre los anti-CarP como en los otros
autoanticuerpos especificos de la AR. Algo que se interpretd como indicativo de una
reactivacion constante de la respuesta autoinmune en las mucosas®®. Estas interpretaciones
son acordes con las hipotesis que sittan el origen de la autoinmunidad de la AR a nivel de las
mucosas®™, y que incluyen la influencia del microbioma en el desarrollo de la enfermedad®.
Sin embargo, estos resultados se deben interpretar con prudencia porque el isotipo mas
frecuente es el I1gG. Ademas, aunque el componente secretor queda unido a las
inmunoglobulinas después de haber sido transportadas a través de las mucosas, no se conocen
ni el mecanismo por el que la IgM unida al componente secretor esta presente en el suero, ni

si ese mecanismo es equivalente para los distintos isotipos de las inmunoglobulinas.

La distribucion de las distintas subclases del isotipo 1gG de los anticuerpos anti-CarP
también se estudié en el trabajo publicado por Van Delft MAM vy col.®®. La subclase mas
frecuente fue la 1gG1, con un porcentaje de pacientes positivos del 50.7 % *°. Las subclases
1gG2 e 1gG4 fueron las siguientes méas frecuentes, con una reactividad del 27.1 y 27.3 %
respectivamente®. La IgG3 fue la menos abundante, con solo un 8.0 % de pacientes

positivos®®.

Los trabajos sobre la distribucion en el suero de los anticuerpos anti-CarP muestran que
estos autoanticuerpos se caracterizan por estar presentes en un amplio rango de isotipos y
subclases. Esta es la mejor evidencia disponible de la maduracion de la respuesta de estos
anticuerpos ya que no se han secuenciado las regiones variables de los anticuepros anti-CarP
y no se ha observado aumento de la avidez por el antigeno desde las primeras muestras

positivas a otras muestras obtenidas con posterioridad®®. Por el contrario, ya se han

11
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secuenciado las regiones variables de los ACPA y se ha visto que muestran signos de

hipermutacion somética y de expansion clonal®*®

, aunque como con los anticuerpos anti-
CarP no se ha encontrado un aumento de avidez por el antigeno entre las primeras
determinaciones positivas y las subsecuentes®®. Quizés esta falta de evidencia de maduracion
de la avidez esté relacionada con la baja avidez que muestran tanto los ACPA como los
anticuerpos anti-CarP por sus respectivos antigenos®®. Esta avidez es menor que la de los
antigenos de inmunizacion convencionales, pero este hallazgo se debe interpretar con cuidado
pues los experimentos publicados no utilizan técnicas muy exactas, sino que estan basados en
la disminucién de la absorbancia en ELISA por la adiccion de un agente caotrépico®*®. Esta
metodologia es mucho menos sofisticada que la resonancia plasmodnica de superficie
(tecnologia Biacore), la titulacion calorimétrica isotérmica o la polarizacion de
fluorescencia®’. Ademas, un factor adicional de cautela en la determinacion de la avidez de
los anticuerpos anti-CarP es que el agente caotropico usado fue 1 molar de tiocianato sédico,

que es un reactivo empleado en la carbamilacién de proteinas.

2.1.2 Relacién de los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas con otros autoanticuerpos.

Relacion con los anticuerpos frente a otras modificaciones postraduccionales.

La carbamilacion, la citrulinacion y la acetilacion de proteinas son las principales

modificaciones postraduccionales capaces de generar autoantigenos en la AR™.

La reactividad frente a proteinas citrulinadas ha sido la méas ampliamente estudiada en la
enfermedad. La deteccién de los ACPA se realiza normalmente utilizando un ELISA que
incluye como antigeno una mezcla de péptidos ciclicos citrulinados (CCP), y que presenta una
sensibilidad del 71-76 % y una especificidad del 88-90 % para el diagnéstico de la AR%. A
diferencia de la carbamilacion, la citrulinacion es una reaccion enziméatica que implica la
conversion del aminoacido arginina por citrulina®® y que esta catalizada por las enzimas
peptidil arginina deiminasas (PAD). La estructura de la citrulina es muy similar a la de la
homocitrulina, de hecho, Unicamente se diferencian en que esta Gltima presenta un grupo

7
I 0

metilo adicional™ (Figura 2). La similitud de ambas estructuras ha llevado a pensar en la

posible reactividad cruzada entre los anticuerpos anti-CarP y los ACPA. Sin embargo, a pesar

de que se ha descrito un cierto nivel de reactividad cruzada entre ambos anticuerpos?>"%"2,
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los ACPA vy los anticuerpos anti-CarP forman dos familias distintas, capaces de discriminar
entre los antigenos citrulinados o carbamilados, respectivamente. Son varias las evidencias
que apoyan esta independencia. Por un lado, existe un 10-20 % de pacientes ACPA negativos
que son positivos para los anticuerpos anti-CarP, y un 25-35 % que son positivos para los
ACPA pero no para los anti-CarP"**?’. Por otro lado, la distribucion de isotipos y subclases
es distinta entre ambos anticuerpos®®, y los anticuerpos anti-CarP no se asocian con los
factores de riesgo tipicos de la enfermedad ACPA positiva®®". Ademés, existen diferencias
en la extension de la reactividad cruzada detectada en distintos estudios. Es posible que una
parte significativa de estas diferencias sea atribuible a factores metodoldgicos’". Entre otras
razones para esta atribucién esta que la reactividad cruzada parece mas marcada en estudios

que han utilizado arrays de péptidos’® y otros antigenos® ™

1,72

, que en los que han usado FBS

carbamilado

La acetilacion es otra modificacion enzimatica que introduce grupos acetilo en las lisinas
de las proteinas. Ademas, la reduccion de la lisina acetilada da lugar a otro aminoacido
modificado conocido como ornitina acetilada. La estructura de la lisina acetilada también es
similar a la de la homocitrulina”’. En este caso, el grupo amino terminal de la homocitrulina
es sustituido por el grupo acetilo (Figura 2). La inmunogenicidad de las proteinas acetiladas
ha empezado a tener relevancia en la AR desde hace unos afios. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que hasta el momento la acetilacion de proteinas como tal no se ha estudiado
en la enfermedad. Lo que se ha estudiado es la reactividad frente a péptidos artificiales a los
que se les ha afiadido una lisina u ornitina acetiladas mediante sintesis quimica. Este caracter
artificial es ain mayor al tener en cuenta que la ornitina no es uno de los aminoacidos propios
de las proteinas, ni siquiera después de las modificaciones. Aun asi, los anticuerpos anti-lisina
0 anti-ornitina acetiladas se han descrito como nuevos autoanticuerpos especificos de la AR,
presentes en el 40 y 50 % de los pacientes, respectivamente’”®. Debido a la similitud entre
ambas modificaciones, también se ha estudiado la reactividad cruzada de los anticuerpos anti-
CarP vy los anticuerpos anti-lisina acetiladas. Sin embargo, la reactividad cruzada es baja,
incluso menor que la observada entre los anticuerpos anti-CarP y los ACPA en algunos
trabajos’’. Algo que también apoya la definicion de los anticuerpos anti-CarP como un
sistema independiente de autoanticuerpos en la AR.
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Figura 2. Modificaciones postraduccionales en la AR. A. Citrulinacion, B. Carbamilaciéon y C.
Acetilacion. Se indica con un circulo los grupos modificados en cada uno de los aminoacidos. Imagen de
autoria propia.

Relacion con el factor reumatoide.

El FR es un autoanticuerpo que reconoce la fraccion constante de las IgG,
mayoritariamente es de clase IgM, y por lo general se detecta de manera estandarizada por
nefelometria’. La diferencia en la especificidad antigénica de los anticuerpos anti-CarP y el
FR ha hecho que la relacion entre los dos anticuerpos no haya sido tan estudiada. Ademas,
como se ha explicado antes, a pesar de ser utilizado en la préctica clinica para el diagnéstico
de la AR, el FR en muchos trabajos ha pasado a un segundo plano respecto a los ACPA™.
Aun asi, se sabe que los anticuerpos anti-CarP y el FR tienden a coexistir, mostrando una
concordancia significativa similar a la presentada por los anticuerpos anti-CarP y los ACPA%.
Esta concordancia se traduce en que el 20-30 % de los pacientes con AR son positivos para
los anticuerpos anti-CarP y el FR, mientras que el 15-20 % de los pacientes negativos para el

FR son positivos para los anticuerpos anti-CarP%.
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2.1.3 Factores etiol6gicos genéticos y ambientales que se han estudiado.

Factores etiologicos genéticos: complejo HLA y gen PTPN22.

La AR es una enfermedad con un claro componente genético, cuya heredabilidad se ha
estimado del aproximadamente el 60 % . Dentro de los factores genéticos, el méas importante
reside en el complejo mayor de histocompatibilidad o sistema del antigeno leucocitario
humano (HLA). Las posiciones aminoacidicas 11, 13, 71y 74 de la regién hipervariable de la
cadena beta de la molécula HLA-DR (HLA-DRBL1), son las principalmente asociadas con la
AR®! (Figura 3). En estas posiciones, algunos aminoéacidos se han asociado con proteccién
frente a la AR, y otros con riesgo a desarrollar la enfermedad® 2. Ademas, este efecto
protector o de riesgo, es distinto en funcion de si se habla de la AR seropositiva o

seronegativa®™®.

La combinacion de aminoacidos resultante de las posiciones 11, 13, 71 y 74 permite definir
a los distintos alelos de la molécula HLA-DRB1 (Figura 3). Con mucha anterioridad a la
identificacion de estos aminoacidos como los mas criticos, se habia agrupado a los alelos de
riesgo bajo la denominacién de epitopo compartido (EC)**#. La mayoria de los alelos que
forman parte del EC son del grupo *04 y *01, aunque también se incluye un alelo del grupo
*10 y algunos del grupo *14%. Todos ellos codifican para una secuencia de aminoacidos
conservada que se extiende desde la posicion 70 a la 74 de la cadena aminoécidica®:
PQKRAA™, "QRRAA™y "RRRAA’. Ahora se sabe que s6lo dos de estos aminoécidos son
criticos en combinacion con los de las posiciones 11 y 13, que estan en fuerte desequilibrio de
ligamiento entre si. La presencia de estos alelos confiere riesgo a desarrollar AR ACPA
positiva®®®’. Varios estudios han demostrado que el mecanismo probable que explica esta
asociacion incluye que los péptidos citrulinados, respecto a los péptidos nativos, se unen
preferentemente a las moléculas HLA-DRB1 codificadas por los alelos de riesgo®®. Asf se
presentarian los antigenos citrulinados a los linfocitos T autoreactivos, iniciando el proceso de

autoinmunidad con la consecuente produccién de los ACPA®#°,
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Figura 3. Molécula HLA-DRB1. Se muestran las posiciones 11, 13, 71 y 74 de la cadena beta de la

molécula HLA-DRB1, y la definicion de los distintos alelos que codifican para esta molécula. Imagen

46
I

tomada y modificada del trabajo de Kim Ky col.™, permitido por Springer Nature.

Los alelos de riesgo no son los uUnicos alelos de la molécula HLA-DRB1 que se han
asociado con la AR. Por ejemplo, algunos alelos del grupo *13 se han asociado con
proteccion frente a la AR ACPA positiva®, o algunos del grupo *03 con riesgo a la AR
ACPA negativa®®*. Sin embargo, el efecto de estos alelos sobre el riesgo de la AR es mucho
menor que el del EC. Ademas, con la AR se han asociado alelos de las moléculas HLA-DP,
HLA-A y HLA-B®#, Estas asociaciones muestran un impacto mucho menor que el de la
molécula HLA-DRB1, no se han relacionado con ningun aspecto de la patogenia de la AR, y
todavia no estan completamente definidas. Aun asi, su importancia radica en que permiten

relacionar a la enfermedad con todo el complejo HLA.

A pesar del gran peso de la molécula HLA-DRBL1 en la susceptibilidad a la AR, esta
molécula no explica nada mas que una fraccion de su componente genético®. Por este motivo,
se ha realizado un gran esfuerzo para identificar otras variantes genéticas localizadas fuera de

esta molécula. Como resultado de este esfuerzo, varios estudios de asociacion de genoma
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92-95 92,96-98 han

completo y otros de genes candidatos identificado unos 100 loci que
contribuyen al desarrollo de la AR®*. Entre ellos destaca el localizado en el gen PTPN22, que
es el principal después del HLA-DRBL1. Este gen codifica para una fosfatasa de tirosina
linfoide que modula la sefializacion intracelular en los linfocitos T y B. La variante funcional
de este gen, denominada R620W, es la que se ha asociado con la AR%, mostrando ademés un

efecto mas fuerte en los pacientes ACPA positivos™.

En contraste con lo comentado en relacion con los ACPA, se sabe mucho menos acerca de
los factores genéticos que predisponen al desarrollo de los anticuerpos anti-CarP. Los
anticuerpos anti-CarP no estan asociados ni con el EC, ni con el alelo de riesgo del gen

PTPN22, algo que ha quedado demostrado en varias cohortes de pacientes europeos®®”

y en
una cohorte de pacientes asiaticos®. Esta diferencia entre ACPA y los anticuerpos anti-CarP
es importante, ya que refleja la independencia de los dos tipos de autoanticuerpos. La primera
eviencia sobre un factor de riesgo genético relacionado con los anticuerpos anti-CarP fue
demostrada por Jiang X y col.”®. En su trabajo, el alelo DRB1*03 se encontré asociado con el
grupo de pacientes ACPA /anti-CarP*. Sin embargo, esta asociacion solo fue significativa al
realizar la comparacion con los controles sin la enfermedad, pero no respecto al grupo de
pacientes ACPA/anti-CarP™ ®. El resultado es problemético porque en otro trabajo en el que
no se incluyeron a los anticuerpos anti-CarP, el alelo DRB1*03 mostr6 una asociacion con el
conjunto de pacientes ACPA %, Ademas, Montes A y col., en otra cohorte de pacientes con
AR, no encontraron ninguna asociacion entre este alelo y los anticuerpos anti-CarP?®. Todo
esto cuestiona la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con el alelo *03 y, en consecuencia,
se puede afirmar que todavia no se conoce ninguno de los factores genéticos predisponentes al

desarrollo de estos autoanticuerpos en la AR.

Factores etiol6gicos ambientales: tabaquismo.

El tabaco es el factor ambiental mas estudiado y reconocido en la patogenia de la AR. Al
igual que una parte importante del componente genético, el tabaco se encuentra
principalmente asociado con el incremento de la AR seropositiva™® %", Esta asociacién se ha
vinculado principalmente a los ACPA y, en consecuencia, el riesgo atribuible al tabaco en los
pacientes positivos para estos anticuerpos es del 35 %, en comparacion con el 10-20 %

102,103 El

estimado para el conjunto global de pacientes efecto del tabaquismo en los pacientes
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ACPA positivos esta potenciado por la presencia del EC, ya que se ha descrito una interaccion
genético-ambiental entre los alelos del EC vy el tabaco'® %, Esta interaccién, junto con la
presencia de proteinas citrulinadas en el lavado broncoalveolar de pacientes fumadores, ha
sentado las bases de un modelo patogénico que trata de explicar la relacion entre el
tabaquismo y los ACPA'. De acuerdo a este modelo, el tabaco induciria la citrulinacién de
proteinas a nivel pulmonar. Posteriormente, las proteinas citrulinadas serian presentadas a
nivel del EC, favoreciendo el inicio de una respuesta autoinmune local con la produccion de
los ACPA en este tejido™®’ (Figura 4).
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DRB1*EC
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Figura 4. Modelo inmunolégico de desarrollo de los ACPA a nivel pulmonar. 1) Induccion de la
citrulinacion de proteinas por el tabaquismo. 2) Presentacion de las proteinas citrulinadas a nivel de EC
expresado por las APC a los linfocitos T. 3) Presentacion antigénica de las proteinas citrulinadas a los
linfocitos B autoreactivos a nivel del EC. 4) Produccion de los ACPA por los linfocitos B autoreactivos.
Imagen de autoria propia.

A pesar de la repercusion del modelo mencionado anteriormente, no todos los hallazgos
han ido acordes con esta hipdtesis. Claras evidencias que cuestionan la idea del modelo

patogénico son la falta de correlacion entre el tabaquismo y la citrulinacion de proteinas a
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nivel de tejido pulmonar'®*%

, 0 la asociacion de la AR ACPA positiva con la presencia de
ACPA en el pulmén y el desarrollo de anomalias pulmonares de manera independiente al
habito tabaquico™®***. Otros resultados que van en contra del modelo patogénico son los
publicados por van Wesemael y col.>®. Los autores de este trabajo no encontraron una
asociacion especifica entre los ACPA y el tabaco, sino que la presencia concordante de los
ACPA, el FR y los anticuerpos anti-CarP fue la caracteristica asociada con el tabaquismo™.
Segun la hipotesis del modelo, la asociacion deberia ser exclusiva de los ACPA con
independencia de la presencia del resto de anticuerpos. AK Herdstém y col. encontraron
resultados similares a los de van Wesemael y col., aunque no estudiaron los anticuerpos anti-
CarP. En su trabajo el tabaquismo se asocid con la presencia concordante de los ACPA vy el
FR™*. Ademés, en los pacientes positivos para uno de los dos anticuerpos, el porcentaje de
fumadores se encontré significativamente incrementado en aquellos solo positivos para el
FR'. Los resultados de AK Herdstém y col. no solo ponen en duda la especificidad de la
asociacion del tabaquismo con los ACPA, sino que proponen al FR como un anticuerpo
relevante en la asociacion con el tabaco. Es evidente que hay estudios que cuestionan el papel
que el modelo patogénico otorga a los ACPA en el tabaquismo. La controversia entre los
trabajos comentados y la idea del modelo patogénico demanda la necesidad de realizar nuevos
estudios que puedan aclarar la relacion entre el habito tabaquico y los autoanticuerpos de la
AR. Esta necesidad se hace todavia mayor al tener en cuenta que en la mayoria de los estudios
en los que se muestra la asociacion entre los ACPA vy el tabaco, no se ha considerado la

presencia de otros autoanticuerpos como el FR o los anticuerpos anti-CarP.

La carbamilacion de proteinas es una modificacion postraduccional frecuente en
fumadores®. Como se ha comentado en la introduccién, el tiocinato presente en el tabaco
puede ser oxidado por la MPO, dando lugar a la formacion de cianato y favoreciendo la
formacién de proteinas carbamiladas®. La relacion del tabaco con la carbamilacion de
proteinas no ha sido la misma para los anticuerpos anti-CarP, ya que no se ha encontrado
ninguna asociacion especifica entre estos anticuerpos y el habito fumador. Dos de los
principales trabajos que han estudiado esta relaciébn no han encontrado ni siquiera una
tendencia hacia la asociacion entre los anticuerpos anti-CarP y el tabaquismo en la AR,
Ademas, los dos estudios incluyen cohortes de pacientes lo suficientemente grandes como

para tener confianza en los resultados encontrados®®’®. Como se ha mencionado en el parrafo

19



20

INTRODUCCION

anterior, van Wesemael y col. asociaron a los anticuerpos anti-CarP con el tabaquismo, pero
siempre en concordancia con la presencia del FR y los ACPA®. En ninguna de las tres
cohortes de pacientes con AR incluidas en el trabajo de estos autores se encontrd una
asociacion especifica entre los anticuerpos anti-CarP y el tabaco. La falta de asociacion de los
anticuerpos anti-CarP con el tabaquismo, sumada a la incertidumbre acerca de los factores
genéticos relacionados con estos anticuerpos, refleja el desconocimiento sobre los factores

etiologicos que predisponen el desarrollo de los anticuerpos anti-CarP en la AR.

2.1.4 Papel patogénico de los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas.

Una pregunta importante sobre los anticuerpos anti-CarP es si son causa 0 consecuencia en
la AR. La deteccion de estos anticuerpos en las fases iniciales de la AR es la evidencia que
mejor permite responder a este planteamiento. Los anticuerpos anti-CarP estan presentes antes
del inicio de la sinovitis, e incluso se encuentran en sujetos asintomaticos que posteriormente
acaban desarrollando la enfermedad. De esta forma, la presencia en estas fases tempranas
demuestra que los anticuerpos anti-CarP si pueden tener un verdadero papel patogénico en la
AR. A mayores, las asociaciones de los anticuerpos anti-CarP con el dafio radioldgico y la
mortalidad de los pacientes también contribuyen a resaltar el posible papel de estos

autoanticuerpos en la patogénesis. A continuacion, se detallan estas tres caracteristicas.

Anticuerpos anti-proteinas carbamiladas en fases previas al desarrollo de la enfermedad.

La patogenia de la AR comienza antes del desarrollo de la sinovitis clinica (Figura 5). Las

primeras manifestaciones pueden consistir solo en artralgia, sin mostrar inflamacion

115

clinicamente detectable Posteriormente, los pacientes desarrollan artritis, con dolor

articular acompafiado ahora de inflamacién o sinovitis™®. Cuando los pacientes presentan
menos de un afio de evolucion desde el inicio del primer cuadro de inflamacion articular se
dice que tienen artritis de reciente comienzo o artritis de inicio (EA)**"%. Si bien es cierto
que en algunos trabajos se incluyen pacientes con una evolucién de hasta 2 o 3 afios'**%.
Los pacientes con EA pueden presentar un cuadro clinico variable, incluyendo un 30-50 %
con artritis indiferenciada (Al), que denomina a los que no se pueden clasificar dentro de un

126

diagndstico especifico™". Otra fraccion similar de los pacientes con EA cumplira los criterios
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de clasificacion de la AR (comentados en el siguiente apartado), ya sea desde la primera visita
o0 a lo largo del seguimiento. Una vez alcanzado el diagndstico de AR, los pacientes se pueden
encontrar en dos fases diferentes en funcion del tiempo de evolucién de la misma: AR
temprana y AR establecida. Por lo general, se utilizan 6 meses de evolucion como criterio
para establecer la diferenciacion entre ambas®?’. Es importante tener en cuenta que no todos
los pacientes con EA acaban desarrollando AR. Pueden evolucionar a otra enfermedad
articular inflamatoria bien definida, resolverse espontaneamente, o bien persistir de manera
indiferenciada'®®'?°. Esta variabilidad determina la necesidad de encontrar biomarcadores
presentes en las fases iniciales de la enfermedad que permitan distinguir a los pacientes que
acabaran desarrollando la AR de los pacientes que evolucionen hacia otros diagndsticos.

Capsula
: /
articular //’

Cartilago

Membrana
sinovial

Hueso

" e Dolor articular sin presencia Inflamacion articular. Inflamaci6n articular con una
Articulacion sana. de artritis. Posible Infiltracién de células mayor infiltracion de células
infiltracién de alguna células inmunes en la sinovia. inmunes. Hiperplasia
inmune en la sinovia. sinovial.
Individuo .
: ags Artralgia EA AR
Asintomatico 2

Riesgo a desarrollar AR

Figura 5. Evolucién de la AR. Imagen tomada y modificada del trabajo de Smolen JS y col.*, permitido
por Springer Nature.

El FR y los ACPA podrian utilizarse como este tipo de biomarcadores, ya que ambos se
encuentran en las fases previas al desarrollo de las manifestaciones clinicas de la AR. Los dos
anticuerpos se han identificado en sujetos sin sintomatologia, hasta 10 afios antes del inicio de
la clinica’® . La presencia de los ACPA y el FR también se ha comprobado en las fases

133,134
y

en pacientes con EA™®. Ademas, los titulos de ambos anticuerpos y la expansién de epitopos

iniciales de la AR mediante estudios realizados en cohortes de pacientes con artralgia

de los ACPA se incrementan con las distintas fases por las que pasa la enfermedad, siendo
este incremento mucho mas marcado en los 2 afios previos al inicio de la artritis

clinica™®311%139 | 3 presencia del FR y los ACPA en las fases preclinicas de la AR justifica
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el uso de estos anticuerpos como biomarcadores de prediccion. Su utilidad como
biomarcadores de este tipo queda respaldada por el uso de ambos anticuerpos en las
recomendaciones de la Liga Europea contra el Reumtismo (EULAR), establecidas para
definir los factores de riesgo de AR asociados a cada una de las fases por las que puede pasar
un individuo con la enfermedad**®. En la segunda fase propuesta por estas recomendaciones el
riesgo a AR viene determinado por la presencia del FR o los ACPA™® (Figura 6). En esta fase
todavia no hay sintomatologia clinica, y en ella los pacientes positivos para el FR o los ACPA
tienen una probabilidad mayor de desarrollar AR en el futuro que los pacientes negativos para

los dos anticuerpos.

_Factores de Presencia de Sintomas sin Inicio de la
riesgo geneticos  autoanticuerpos: artritis artritis
y ambientales inicio de la
autoinmunidad ~\J=
Sl 4 YGRS &
s A //, \ -
z FR - —— =T
Ne) ACPA Propagacion de la autoinmunidad Ry
S P
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>
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-
= re i
z Limite de
___________ deteccion
de la artritis

Individuo asintomatico Artralgia EA

TIEMPO

Figura 6. Factores de riesgo asociados a cada una de las fases previas al inicio de la AR. En la figura
se representan las recomendaciones establecidas por el EULAR para definir a estos factores. En la primera
fase el riesgo a padecer AR viene determinado por los factores genéticos y ambientales, como la presencia
del EC vy el tabaquismo. En la segunda fase el riesgo queda establecido por la presencia del FR y los
ACPA, aun con ausencia de sintomatologia; y en la tercera y cuarta etapas, por la presencia de sintomas sin

artritis e inicio de artritis todavia no desarrollada a AR, respectivamente. Imagen de autoria propia.

Los anticuerpos anti-CarP también pueden detectarse antes del inicio de la clinica. Tres
trabajos realizados en pacientes asintomaticos muestran la presencia de estos anticuerpos en
las fases preclinicas de la AR. El trabajo publicado por Shi Jy col. fue el primero en encontrar
a los anticuerpos anti-CarP en individuos asintomaticos holandeses, hasta 10 afios antes del

inicio de la clinica'®. Resultados similares fueron encontrados por Gan RW y col. en
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individuos sin sintomatologia procedentes de EEUU. Los autores de este estudio detectaron
un 16 % de positividad para los anticuerpos anti-CarP durante los 10-5 afios previos al inicio
de la artritis***. Sumado a estos dos trabajos esta el estudio realizado en sujetos suecos por
Brink M y col.**. En este caso, 5 afios antes del inicio de la clinica el 14 % de los individuos
asintomaticos ya era positivo para los anticuerpos anti-CarP**?. En los tres estudios también se
encontr6 un incremento similar de los titulos de los anticuerpos anti-CarP en los afios
préximos al inicio de la clinica, al igual que lo comentado en el parrafo anterior para los
ACPA y el FR¥0-142

Los trabajos elaborados en sujetos sin manifestaciones clinicas son la mejor evidencia de la
existencia de los anticuerpos anti-CarP en las fases preclinicas. Aun asi, la anticipacion de
esta autoinmunidad esta reafirmada por estudios realizados en sujetos con una sintomatologia
mas cercana al inicio de la artritis. Los trabajos de Shi J y col. y ten Brink RM y col.
confirmaron la presencia de los anticuerpos anti-CarP en los pacientes con artralgia, aunque
con resultados discrepantes entre ellos. Asi, el 39 % de los pacientes incluidos en el trabajo de

P en contraste con el 10 % de

Shi J y col. fue positivo para los anticuerpos anti-Car
reactividad encontrada en la cohorte del trabajo de ten Brink RM y col.***. Esta discrepancia
podria explicarse con los criterios de inclusion de los pacientes, que fueron distintos en cada
uno de los estudios. Los pacientes de Shi Jy col. se incluyeron por ser positivos para el FR o
los ACPA, y por presentar ausencia de artritis en 44 articulaciones y una historia de artralgia
de entre 1-2 afios de evolucion. En el estudio de ten Brink RM y col. los pacientes se
seleccionaron por presentar menos de un afio de evolucion y artralgia Unicamente en las
articulaciones de las manos o los pies, sin la necesidad de que tuviesen FR o ACPA. La
evolucion mayor de los pacientes de Shi J y col. y su positividad para el FR o los ACPA
indica que un porcentaje considerable de los pacientes acabaran desarrollando artritis en el
futuro. Algo que explica por qué el porcentaje de positivos para los anticuerpos anti-CarP es
mas elevado en estos pacientes respecto a los del estudio de ten Brink RM y col. Ademas, los
ACPA, el FR y los anticuerpos anti-CarP son bastante concordantes, y por lo tanto tienden a
coexistir. Con la presencia de los ACPA o el FR, no es extrafio encontrar positividad para los
anticuerpos anti-CarP.

La existencia de anticuerpos anti-CarP en sujetos asintomaticos y pacientes con artralgia

hace que sea logico encontrar esta positividad en pacientes con artritis. Efectivamente, en
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144y Francia®, los anticuerpos anti-CarP mostraron

pacientes con EA procedentes de Holanda
una positividad del 26 y 33 % respectivamente. Un porcentaje similar (20 %) se encontrd en
una cohorte del Reino Unido formada por pacientes con artritis inflamatoria™*. Este Gltimo
resultado no puede combinarse con los de las dos cohortes de EA. La cohorte del Reino Unido
mencionada incluye pacientes con artritis pero sin una duracion determinada. La falta de este
limite en la evolucion impide que puedan tratarse como EA, y hace que sea mas correcto

utilizar el término de artritis inflamatoria.

La presencia de los anticuerpos anti-CarP en los grupos de pacientes comentados:
asintomaticos, con artralgia y con signos de artritis, confirma la anticipacion de esta
reactividad frente a las manifestaciones clinicas de la AR. La principal importancia radica en
el caracter patogénico que estos resultados le otorgan a los anticuerpos anti-CarP en la
enfermedad. Ademas, la presencia en las fases preclinicas abre la posibilidad de utilizar a los
anticuerpos anti-CarP como biomarcadores que ayuden a seleccionar a los pacientes que

acabaran desarrollando AR en el futuro.

Asociacion con la progresion radioldgica.

La masa 6sea de los pacientes con AR puede estar alterada y disminuida debido al dafio
articular progresivo que causa la enfermedad (Figura 7). La destruccion articular de la AR se
puede manifestar a través de tres tipos de lesiones Oseas: erosiones, pérdida Osea
yuxtaarticular y pérdida 6sea generalizada™*’. Las tres formas de pérdida 6sea difieren en su
localizacion anatomica y en su etiopatogenia. Las erosiones son pérdidas localizadas en las
articulaciones inflamadas, que afectan al hueso cortical y al hueso trabecular localizado
inmediatamente debajo. Ocurren en las superficies 6seas que estan en contacto con la sinovia
inflamada, y son consecuencia de mediadores inflamatorios (moleculares y celulares)
localizados en este tejido™*®. Las pérdidas dseas yuxtaarticular y generalizada disminuyen la
densidad mineral 6sea (DMO) en zonas localizadas a una distancia de las articulaciones
inflamadas, ya sea cerca o lejos de ellas, respectivamente'*"'*. En este caso, aunque los
mediadores inflamatorios también son importantes, las alteraciones hormonales™, la
incapacidad funcional™! o el déficit de vitamina D*** son otros factores que pueden afectar a

la disminucién de la DMO.
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Figura 7. Dafio articular en la AR. 1) Radiografia procedente de la mano de un paciente con AR
mostrando 3 articulaciones metacarpofalangicas (MCF). Los espacios entre las articulaciones han
disminuido por la degradacion del cartilago y destruccion ésea (erosion). Imagen tomada del trabajo de
Smolen JS y col.*** | permitido por Springer Nature. 2) Representacion de la pérdida 6sea en la cabeza del
fémur de un paciente con AR. Imagen con licencia Creative Commons. 3) Comparacién entre la anatomia
de una articulacién normal y la de un paciente con artritis erosiva. Imagen adaptada con licencia Creative
Commons.

Los mediadores inflamatorios implicados en cada uno de los tres tipos de lesiones llevan a
la pérdida 6sea mediante la activacién y diferenciacion de los osteoclastos, e inhibicién de los
osteoblastos**®*****® Ademas de la contribucion de los mediadores inflamatorios, hay un
mecanismo adicional que puede contribuir a la pérdida 6sea y que estd mediado por
autoanticuerpos®™*"**®, Se ha visto que los ACPA pueden reconocer proteinas citrulinadas
expresadas en la superficie de los osteoclastos, causando resorcion y pérdida désea por la
activacion de este tipo celular®"**®. No se ha descrito que el FR tenga un papel directo sobre
este tipo de lesiones, aunque podria favorecer la perdida Osea potenciando el efecto de los
ACPA™. Estas evidencias en cultivos celulares estan respaldadas por otros estudios
observacionales en los que los ACPA y el FR se asocian con la pérdida 6sea de los pacientes.

Las erosiones forman el tipo de lesion que mejor se ha estudiado en relacion con el FR y los
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ACPA. Los dos autoanticuerpos se asocian tanto con la progresion como con la presencia de
artritis erosiva, mostrando los ACPA un efecto mayor que el FR*"3, La relacién de los
ACPA y el FR con la pérdida de la DMO a nivel mas generalizado no esta tan bien definida.
La relacion mas importante se ha establecido para los ACPA, anticuerpos que muestran una
asociacion con la disminucién de la DMO de la cadera y la espina lumbar'®®*%. Con el FR no
se ha descrito ninguna asociacion, aunque en el trabajo publicado por Bugatti S y col. los

titulos altos del FR potenciaron la asociacién de los ACPA con la disminucién de la DMO*.

Los anticuerpos anti-CarP también se han asociado con una mayor destruccion radiolégica.
Esta caracteristica patogénica se ha definido gracias a estudios de asociacién que han
abordado la relacion de los anticuerpos anti-CarP con la presencia y progresion de erosiones
en los pacientes con AR. La asociacién de los anticuerpos anti-CarP con este tipo de lesiones
no ha sido lo mas relevante, ya que destaca mas que el efecto de estos anticuerpos sobre el
dafio articular presente un componente independiente del resto de autoanticuerpos. Asi, por
ejemplo, Montes A y col. encontraron a los anticuerpos anti-CarP asociados con la artritis
erosiva de forma independiente a la presencia de los ACPA?. El resultado de Montes Ay col.

1.%" y Ajeganova Sy col.>*, en

se amplia méas con los estudios longitudinales de Brink M y co
los que los anticuerpos anti-CarP no solo se asociaron con la presencia de erosiones, sino que
también lo hicieron con la peor progresion radiologica. Los pacientes de Brink M y col. se
siguieron durante 2 afios, y los incluidos en el trabajo de Ajeganova S y col. durante un total
de 8. En los dos estudios la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la progresion
radioldgica fue significativa tanto en el conjunto global de pacientes como en los pacientes

negativos para los ACPA, reforzando el componente independiente de esta asociacion.

Es evidente que los anticuerpos anti-CarP se asocian con la progresion radiologica de los
pacientes con AR, y que su efecto muestra un componente independiente. La independencia
de la asociacion es sin duda algo destacable, ya que refuerza la utilidad de los anticuerpos
anti-CarP como biomarcadores. La determinacién de los anticuerpos anti-CarP en los
pacientes ACPA negativos podria ayudar a conocer el dafio radiolégico del paciente a largo
plazo, algo que resultaria atil a la hora de orientar el tratamiento o la monitorizacion del
paciente por el reumatologo. La evidencia de esta asociacion no es la misma para la pérdida

6sea generalizada. La relacién entre los anticuerpos anti-CarP y la pérdida de DMO es uno de
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los objetivos de este proyecto. Los resultados ya publicados (Anexo 4) que seran comentados
més adelante son los Unicos que abordan este tema. Asimismo, tampoco se han realizado
estudios in vitro, por lo que resulta dificil proponer un mecanismo patogéenico que explique la

asociacion de los anticuerpos anti-CarP con el dafio articular de los pacientes con AR.

Asociacion con la mortalidad.

Los pacientes con AR se caracterizan por presentar un incremento en la tasa de mortalidad
de hasta dos veces mas que el de la poblacién general™®* %", Este incremento afecta de forma
negativa sobre la calidad de vida de los pacientes, ya que supone una disminucion de la
esperanza de vida de entre 3 y 10 afios'®>'®. El incremento de mortalidad se ha atribuido a la
presencia de distintas comorbilidades, principalmente aquellas relacionadas con enfermedades

cardiovasculares y respiratorias'® "

. Sin _embargo, los mecanismos que llevan a este
incremento todavia no se conocen de una manera clara. El tabaquismo, la inflamacion, la
presencia del EC o la incapacidad funcional del paciente son algunos de los factores que se
han relacionado con la mortalidad de la AR'®>*"2,

La presencia de autoanticuerpos también se ha relacionado con el incremento de la
mortalidad de los pacientes con la enfermedad. EI FR y los ACPA han sido los mas
analizados, y ambos se han asociado con la mortalidad de los pacientes. Sin embargo, los

3478 1) a asociacion con la mortalidad se ha

resultados han sido bastante discrepantes
vinculado exclusivamente al FR en trabajos como el de Ajeganova Sy col.”®, mientras que en
estudios como el de Milkus TR y col. la asociacién estuvo claramente dominada por los
ACPA'"®. A caballo entre estos dos resultados, esta el trabajo de Humphreys JH y col., donde

los ACPA y el FR mostraron una contribucién aditiva sobre el incremento de la mortalidad®”.

La relacion entre los anticuerpos anti-CarP y la mortalidad de los pacientes con AR se ha
analizado en dos trabajos. En los dos estudios los anticuerpos anti-CarP mostraron una
asociacion significativa con el incremento de la mortalidad. EI primer trabajo a comentar es el

publicado por Ajeganova Sy col.*”

, quienes estudiaron la relacion entre la mortalidad y la
presencia de los anticuerpos anti-CarP, el FR o los ACPA en tres cohortes de pacientes
independientes. La contribucién de los anticuerpos anti-CarP sobre el incremento de la

mortalidad fue significativa en las tres cohortes. Ademas, en una de las cohortes incluidas la
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asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la mortalidad fue claramente dominante a la del
FR y los ACPA. En la segunda cohorte el efecto dominante se atribuy6 al FR, y en la tercera
los tres autoanticuerpos presentaron una contribucion aditiva sobre el incremento de la
mortalidad". El segundo trabajo que abordé este tema fue publicado por Vidal L y col.*”. La
cohorte de pacientes estudiada por estos autores mostré de nuevo la asociacion significativa
de los anticuerpos anti-CarP sobre el incremento de la mortalidad. Ademas, Vidal L y col.
encontraron que el efecto de los anticuerpos anti-CarP era claramente dominante al resto de
autoanticuerpos’’’. Con esto sabemos que los anticuerpos anti-CarP guardan relacién con la
mortalidad de la AR. Sin embargo, no podemos asegurar cuél es la contribucién de cada
autoanticuerpo sobre este fenébmeno. Algo que también desconocemos es si la asociacion de
los anticuerpos anti-CarP con la mortalidad se atribuye a alguna causa de muerte especifica.

Los resultados de Ajeganova Sy col.”®

vincularon a estos anticuerpos con causas de muerte
cardiovasculares, mientras que en el trabajo de Vidal L y col.”’ los anticuerpos anti-CarP
mostraron una relacion con causas de muerte de tipo respiratorias. Estos Gltimos resultados
hay que interpretarlos con precaucién, ya que todavia se necesitan mas estudios para analizar
las causas de muerte asociadas tanto con los anticuerpos anti-CarP como con el resto de
autoanticuerpos. Ademas, la recogida de datos en este caso es de vital importancia. Se
necesitan datos rigurosos que permitan definir la causa de muerte del paciente, asi como
también un nimero de pacientes suficiente en cada grupo definido por las distintas causas de
muerte a analizar. En cualquier caso, la asociacién de los anticuerpos anti-CarP con la
mortalidad de los pacientes refuerza el papel patogénico que tienen estos anticuerpos en la

enfermedad.
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2.1.5 Implicaciones clinicas de los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas.

Valor prondstico.

Las asociaciones de los anticuerpos anti-CarP con la progresion radioldgica y el
incremento de la mortalidad comentadas anteriormente, sugieren que estos anticuerpos
podrian utilizarse como biomarcadores pronosticos de la enfermedad. Ademas, hay algunos
estudios mostrando que los anticuerpos anti-CarP se pueden asociar con otros parametros de
severidad de la AR, como el grado de actividad de la enfermedad. Estos estudios, que seran
comentados a lo largo de este apartado, refuerzan la posibilidad de utilizar a los anticuerpos

anti-CarP como biomarcadores de este tipo.

En la préctica clinica diaria suelen utilizarse indices que permiten monitorizar y valorar la
evolucion de los pacientes con AR. Estos indices miden distintos aspectos de la actividad de
la enfermedad y del grado de incapacidad funcional del paciente. En la clinica, el indice de
actividad de la enfermedad-28 (DAS28) es el mas utilizado para valorar la actividad de la
AR El DAS28 se calcula mediante una féormula que tiene en cuenta el nimero de
articulaciones dolorosas y el de articulaciones tumefactas valoradas a partir de la exploracion
de un total de 28 articulaciones en el paciente, la velocidad de sedimentacién globular (VSG)
o la proteina C reactiva (PCR), y la evaluaciéon general de la enfermedad realizada por el
paciente mediante una escala analdgica visual de 0 (el mejor valor posible) a 100 (el peor

valor)'”®

(Figura 8). También se ha desarrollado una férmula que permite calcular el DAS28
utilizando Unicamente las tres primeras variables, sin incluir la valoracion global del
paciente’”®. El valor del DAS28 determina si un paciente presenta una actividad de la
enfermedad alta (valor > 5.1), una actividad moderada (valor entre 5.1 - > 3.2), una actividad
baja (valor entre > 2.6 - 3.2) 0 bien si se encuentra en remisién (valor < 2.6). Ademas de su
importancia en la valoracion de la actividad de la AR, el DAS28 se utiliza en las decisiones
terapéuticas; tanto para elegir el tratamiento inicial, como para evaluar la eficacia de los
tratamientos. La eficacia del tratamiento vendria determinada por los cambios en el valor de
este indice™®. Utilizando los datos de la actividad basal y los cambios del DASS tras el
tratamiento, se puede clasificar a los pacientes en buenos respondedores, respondedores

moderados o0 no respondedores'®.
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DAS28 (PCR) = 0.56 x \/n‘i' Articulaciones dolorosas (28)
+ 0.28x \/n" Articulaciones tumefactas (28) + 0.36 x Ln (PCR + 1)
+ 0.014 x Valoracion global del paciente + 0.96

o] ]
. . DAS28 (VSG) = 0.56 x \/n”Articulucimws dolorosas (28)
+ 0.28x \/n"/lrtl'culucimw.s‘ tumefactas (28) + 0.70 x Ln (VSG)
. 8] + 0.014 x Valoracion global del paciente
& &
[ &
@ e e )
o 7 Y
& &

Figura 8. Célculo del DAS28. Se indican las formulas utilizadas para calcular el DAS28 utilizando la
VSG o la PCR. En la figura se muestran las 28 articulaciones exploradas para realizar este calculo. Imagen
de autoria propia.

Actualmente, el objetivo de la estrategia terapéutica ideal consiste en alcanzar la remision
del paciente o al menos una baja actividad de la enfermedad. Este enfoque ha sido establecido
por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR, American Collegue of Rheumatology), el
EULAR y la Liga de Asociaciones de Reumatologia del Asia-Pacifico (APLAR, Asia Pacific
League of Associations for Rheumatology). El tratamiento utilizado debe mostrar una mejoria
en la actividad de la enfermedad durante los 3 primeros meses, y el objetivo terapéutico tiene
que ser alcanzado durante los 3 meses siguientes. De no ser asi, el tratamiento debe ser
adaptado o modificado™*®%, Los distintos tratamientos utilizados en la AR incluyen a los
glucocorticoides (GC) y a los farmacos modificadores de la enfermedad (FAMESs)*. Estos
altimos pueden ser sintéticos o bioldgicos. Dentro de los sintéticos se diferencian dos grupos,
los convencionales, de los cuales el mas utilizado es el metotrexato (MTX), y los dirigidos
contra una molécula especifica (Tabla 2). De forma general, las recomendaciones mas
recientes del EULAR, indican que el tratamiento se debe iniciar con MTX combinado con
GC. Para el MTX se recomienda ir incrementando la dosis hasta alcanzar los 20-25 mg /
semana, mientras que la dosis de los GC debe ser moderada y en pauta descendente. Las guias
EULAR unicamente recomiendan utilizar otro FAME, como la leflunomida (LEF), la
sulfasalacina (SZL) o los antipaludicos (AP, Hidroxicloroquina o cloroquina) en caso de
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contraindicaciéon o intolerancia al MTX. Si la respuesta no es suficiente, se recomienda
utilizar una combinacion de varios FAMEs, o bien combinar el primer tratamiento con un
biolégico. Aqui juegan un papel muy importante los factores prondsticos, ya que la decision
de combinar el primer FAME con un bioldgico o no, depende de la presencia o ausencia de
estos factores, respectivamente. Si con el primer bioldgico tampoco se consigue una respuesta
adecuada o hay que suspenderlo por efectos adversos, se iniciaria el tratamiento con un
segundo bioldgico. El tratamiento se iria modificando hasta conseguir el objetivo terapéutico
deseado. Una vez alcanzada la remision o la baja actividad durante al menos 6 meses, se
contempla la reduccion del tratamiento, sobre todo de los tratamientos bioldgicos por sus
posibles toxicidades o efectos adversos™!. Asi, encontrar marcadores asociados con una
mayor actividad de la enfermedad y, por lo tanto, con un mal prondstico de la AR se hace de
vital importancia. El uso de estos marcadores permitiria dirigir el tratamiento de una forma
adecuada, seleccionar aquellos pacientes que requieren un control mas agresivo y alcanzar el
objetivo terapéutico de una forma rapida y eficaz. Ademas, el tratamiento precoz de la AR es

esencial para mejorar el prondstico de la enfermedad®®

Varios estudios muestran que el
tratamiento de los pacientes con AR temprana mejora el éxito a largo plazo'®*®. De esta
forma, existe un periodo de tiempo conocido como “ventana de oportunidad” durante el cual
el tratamiento del paciente es fundamental para mejorar el resultado de la enfermedad*®.
Como consecuencia, los pacientes se tratan pronto, siendo una de las recomendaciones del
EULAR el iniciar el tratamiento del paciente tan pronto como el diagnéstico de la AR sea
realizado™®. Incluso en la gufa clinica del EULAR para el tratamiento de la EA se recomienda
iniciar el tratamiento con FAME en aquellos pacientes en los que se pueda llegar a desarrollar
una enfermedad persistente (idealmente dentro de los 3 primeros meses desde el inicio de los

sintomas de EA)™.

En este sentido, los biomarcadores pronésticos también son
fundamentales en los pacientes con EA, ya que ayudarian a seleccionar el tratamiento mas

adecuado para controlar la enfermedad a largo plazo.
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Los trabajos en los que se ha valorado la relacién de los anticuerpos anti-CarP con la
actividad de los pacientes refuerzan la posibilidad de utilizar a estos anticuerpos como
biomarcadores predictores de una evolucién mas severa de la AR. En todos los trabajos en los
que se ha estudiado esta relacion se incluyeron muestras de pacientes en fases tempranas de la
enfermedad. Asi, los pacientes con artritis inflamatoria positivos para los anticuerpos anti-
CarP mostraron una mayor actividad de la enfermedad que los pacientes negativos en el
estudio de Humpreys J y col.**®. Los pacientes se siguieron durante 20 afios, y la actividad de
la enfermedad se valor6 con el DAS28 al inicio y cada 5 afios de seguimiento. Los
anticuerpos anti-CarP se asociaron con la mayor actividad tanto al inicio como durante el
seguimiento. Los ACPA también se asociaron con la mayor actividad tanto basal como a lo
largo del tiempo. Por el contrario, la actividad de los pacientes positivos para el FR no fue
diferente de la de los pacientes negativos. Humpreys J y col. también analizaron la asociacion
con la actividad en una modelo multivariante incluyendo a los anticuerpos anti-CarP y a los
ACPA. En el andlisis multivariante los dos anticuerpos permanecieron asociados
significativamente con el DAS28, lo que impide confirmar si uno de los dos anticuerpos
contribuye mas que el otro en la actividad. Unos resultados similares fueron encontrados por
Truchetet ME y col.**. En este caso se incluyeron pacientes con EA procedentes de la cohorte
francesa ESPOIR, que recibieron un seguimiento durante 8 afios. La actividad de la
enfermedad se evalu6 utilizando el DAS28 al inicio, a los 3 afios y al final del seguimiento.
Truchetet ME y col. confirmaron la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la actividad
de la enfermedad al observar que el valor del DAS28 en los pacientes anti-CarP positivos era
mayor que el de los negativos, tanto al inicio como a los 3 afios de seguimiento. Los hallazgos
de Humpreys J y col. y Truchetet ME y col. quedaron reforzados por el trabajo de Derksen
VFAM y col., realizado en 3 cohortes de pacientes con AR temprana™®. Una diferencia
respecto a los estudios comentados, es que Derksen VFAM y col. Unicamente evaluaron la
actividad de los pacientes al inicio. Aun asi, sus resultados contribuyen a asegurar la relacion
entre los anticuerpos anti-CarP y la actividad de la enfermedad. En las 3 cohortes analizadas
el valor del DAS28 fue mayor en los pacientes positivos para los anticuerpos anti-CarP.
Ademas, la asociacion se mantuvo significativa aun teniendo en cuenta a los ACPA y al FR,
sugiriendo que el efecto de los anticuerpos anti-CarP sobre la actividad presenta un
componente independiente del resto de autoanticuerpos.
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Las recomendaciones EULAR para el tratamiento de los pacientes con EA y AR, incluyen
a la presencia de ACPA y FR dentro de los factores de mal prondstico a tener en cuenta para
dirigir el tratamiento del paciente, aunque no se han establecido reglas especificas de
interpretacién o actuacion relacionadas con estos anticuerpos™®®. Los resultados de los
trabajos sobre la relacion de los anticuerpos anti-CarP con la actividad de la enfermedad,
sumados a los estudios que reflejan su contribucion en la progresion radiolégica y la
mortalidad, podrian justificar la inclusion de los anticuerpos anti-CarP como otro factor
prondstico a considerar. Sin embargo, no esta claro si la determinacion de estos anticuerpos
ayudaria al reumatdlogo en la monitorizacion de los pacientes y en las decisiones terapéuticas.
Todavia se necesitan mas estudios con los que se pueda estimar la aportacion de los
anticuerpos anti-CarP sobre el resto de variables utilizadas por el clinico en el control de la

enfermedad.

La actividad de la enfermedad no es la Unica variable a valorar en la practica clinica.
También se realiza una evaluacion del grado de incapacidad funcional de los pacientes. El
indice maés utilizado es el Cuestionario de Evaluacion de Salud (HAQ, Health Assessment
Questionnaire). EI HAQ consiste en un cuestionario con una serie de preguntas que permiten
conocer de qué forma la enfermedad afecta a la calidad de vida del paciente. Segun las
respuestas, el clinico obtiene un valor que puede oscilar desde 0 (no incapacidad) a 3 (méxima
incapacidad)'®®. Un grado elevado de discapacidad esta considerado como indicador de mal

194-196

prondstico , por lo que la identificacion de biomarcadores asociados con valores

elevados de HAQ a largo plazo también resultaria atil en el manejo de los pacientes.

Los anticuerpos anti-CarP se han relacionado con el HAQ de los pacientes, aungue no son
muchos los trabajos que han estudiado esta relacion. Unicamente se pueden comentar dos, con
resultados discrepantes entre ellos. La asociacion de los anticuerpos anti-CarP con el HAQ se
valoréd en el estudio de Humphreys J y col. comentado en el parrafo anterior. Los pacientes
anti-CarP positivos presentaron un HAQ significativamente mayor que los negativos.
Ademas, este efecto de los anticuerpos anti-CarP sobre la incapacidad funcional mostro un
componente independiente del resto de autoanticuerpos*®. Un segundo trabajo publicado por

Ajeganova S y col.*’

intentd replicar los resultados de Humphreys J y col. En este caso se
incluyeron pacientes con AR temprana procedentes de la cohorte de EA de Leiden y de la

cohorte sueca de BARFOT. El HAQ se recogidé en los pacientes de la cohorte de Leiden
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anualmente durante 5 afios. En la cohorte de BARFOT el HAQ se evalud al inicio, a los 6
meses, y al primer, segundo, quinto y octavo afo de seguimiento. Los resultados fueron
opuestos a los del trabajo de Humphreys J y col., ya que los anticuerpos anti-CarP no se
asociaron con el HAQ en ninguna de las dos cohortes analizadas. La discrepancia de los
resultados impide sacar una conclusion clara acerca del efecto que los anticuerpos anti-CarP
tienen sobre la incapacidad funcional. De esta forma, aunque parece que los anticuerpos anti-
CarP podrian utilizarse como biomarcadores pronosticos del grado de actividad de la AR, no

esta tan claro que se relacionen con el grado de incapacidad funcional de los pacientes.

Valor diagnéstico.

La importancia del control precoz de la AR hace que sea esencial clasificar a los pacientes
con la enfermedad lo antes posible. La posibilidad de clasificar como AR a los pacientes
menos evolucionados permite a los reumat6logos iniciar un tratamiento temprano, y de esta
forma aprovechar la “ventana de oportunidad” para mejorar el prondstico a largo plazo. Esta
tarea se ha visto facilitada por el desarrollo de los nuevos criterios de clasificacion de la AR.
Los criterios fueron elaborados por la ACR y el EULAR en el afio 2010, y su objetivo
consistio en mejorar la clasificacion de la AR de corta evolucion para tratar a los pacientes

con FAMEs lo antes posible’®®

. Antes de su creacion, la clasificacion de los pacientes con AR
se realizaba utilizando los criterios creados por la ACR en el afio 1987. A diferencia de los
criterios del 2010, los de 1987 tuvieron como objetivo diferenciar a los pacientes con AR

establecida de los que presentan otro tipo de artropatia inflamatoria*®°.

Los criterios ACR/EULAR 2010 incluyen una serie de variables a las que se les da una
puntacion distinta en funcion de las caracteristicas del paciente'®®. El paciente es clasificado
con AR si la suma global de las puntaciones de cada variable es igual o superior a 6 (Tabla 3).
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Tabla 3. Criterios de clasificacion de la AR.

CRITERIOS DE CLASIFICACION
ACR 1987 ACR/EULAR 2010
1. Rigidez matutina* 1. Afectacion articular:

1 articulacién grande: 0 puntos
2-10 articulaciones grandes: 1 punto
1-3 articulaciones pequefias: 2 puntos
4-10 articulaciones pequefias: 3 puntos
> 10 articulaciones pequefias: 5 puntos

2. Artritis en 3 0 mas 2. Serologia:

articulaciones* FR y / 0 ACPA negativos: 0 puntos
FR y /o ACPA positivos bajos: 2 puntos
FR y / 0 ACPA positivos altos: 3 puntos

3. Artritis en la mano* 3. Reactantes de fase aguda:
PCR 0 VSG normales: 0 puntos
PCR 0 VSG elevadas: 1 puntos

4. Artritis simétrica* 4. Duracién de los sintomas:
< 6 semanas: 0 puntos
> 6 semanas: 1 punto

5. Presencia de nédulos reumatoides
6. Positividad para el FR
7. Cambios radiograficos

*durante al menos 6 semanas.

> 4 criterios Puntuacién > 6 puntos
para clasificar con AR. para clasificar con AR

Respecto a los criterios de 1987, en los del 2010 se elimina la valoracién de las
caracteristicas tipicas de la AR establecida, como la presencia de n6dulos reumatoides o los
cambios radiograficos tipicos de la enfermedad, como las erosiones o la osteoporosis'®. Sin
embargo, en los criterios del 2010 se incorporan o se incrementa el peso de las caracteristicas
que estan presentes en fases tempranas de la AR, como los marcadores seroldgicos y los
reactantes de fase aguda®. En relacién a los marcadores serolégicos, ademas de valorar la
presencia del FR, los criterios ACR/EULAR 2010 introducen por primera vez la presencia de
los ACPA. Los criterios incluyen una nueva variable cuya puntuacién depende de la presencia
del FR y / o los ACPA . Esta puntuacién no solo depende de la presencia o ausencia de
estos anticuerpos, sino que también tiene en cuenta el titulo de ambos marcadores. Los titulos

del FR o los ACPA iguales o superiores a 3 veces el limite superior de la normalidad son
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considerados como titulos altos, y los que son solo superiores al limite de la normalidad como
titulos bajos. La puntuacion de esta variable es O si el paciente es negativo para ambos
anticuerpos, 2 si el paciente es positivo para el FR o los ACPA con titulos bajos, y 3 si es

positivo para uno o para los dos pero con titulos altos™®.

El peso de los autoanticuerpos en los criterios de clasificacion del 2010 esté justificado por
los niveles de sensibilidad y especificidad que los ACPA y el FR muestran para la AR. Los
ACPA tienen una sensibilidad del 67 % (IC 95 %: 62 -72) y una especificidad del 95 % (IC
95 %: 94 — 97), y el FR presenta una sensibilidad del 69 % (IC 95 %: 65 — 73) y una
especificidad del 85 % (IC 95%: 82 — 88)*®. La sensibilidad es similar para los dos
anticuerpos, aunque por su mayor nivel de especificidad, los ACPA se presentan como
mejores biomarcadores para la clasificacion de la AR>. Los estudios realizados en cohortes
de EA también reflejan el valor que tienen los ACPA y el FR en los criterios de clasificacion
del 2010. Los estudios longitudinales realizados en las clinicas de EA son de gran
importancia, ya que permiten valorar la capacidad que tiene un marcador para clasificar como
AR a los pacientes con EA de forma correcta. Ademas, volviendo a lo mencionado en el
apartado anterior, esta clasificacion precoz de la AR permitiria dirigir el tratamiento de forma
adecuada y evitar el dafio a largo plazo. En estos estudios, los valores predictivos positivo
(VPP) y negativo (VPN) son las estimaciones que suelen utilizarse para valorar la capacidad
clasificatoria del marcador. Los ACPA muestran un VPP del 94 % y un VPN del 64 — 89

%’"?1203 Para el FR las estimaciones son del 69 — 86 % y 69 — 88 %, respectivamente’”2%*

203

Respecto a los criterios ACR 1987, los nuevos criterios de clasificacion del 2010 han
conseguido aumentar la sensibilidad diagnostica de la enfermedad a expensas de una pequefia

disminucion en la especificidad (71 % vs. 82 % y 65 % vs. 61 %, respectivamente)?*#*®. Sin

embargo, todavia hay posibilidad de mejorar®®2%’

, Y por este motivo se ha considerado la
posibilidad de utilizar a los anticuerpos anti-CarP en la clasificacion de los pacientes. Hay dos
estudios realizados en pacientes con EA que valoran el papel de los anticuerpos anti-CarP en
la clasificacion de la AR. En estos trabajos no solo se ha estudiado la capacidad clasificatoria
de los anticuerpos anti-CarP, sino que esta capacidad también se ha comparado con la del FR

y los ACPA para estimar su contribucion en la clasificacion sobre el resto de autoanticuerpos.
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En el trabajo de Shi J y col. los pacientes procedentes de la cohorte de EA de Leiden se
siguieron durante dos afios**. El segundo estudio publicado por Juarez M y col. incluyé a
pacientes con EA procedentes del Reino Unido que recibieron un seguimiento de 18 meses’’.
Los anticuerpos anti-CarP presentaron en los dos trabajos valores de especificidad elevados,
similares a los del FR y los ACPA (Tabla 4). Sin embargo, su sensibilidad fue claramente
inferior a la del resto de autoanticuerpos, con unas estimaciones del 35 — 44 % (Tabla 4). Las
estimaciones realizadas en el grupo de pacientes ACPA negativos resultan mas interesantes.
La ausencia de estos anticuerpos complica la clasificacion de la enfermedad, lo que hace que
sea todo un reto el encontrar nuevos biomarcadores que permitan mejorar la clasificacion y el
manejo de los pacientes ACPA negativos. En los trabajos mencionados la sensibilidad de los
anticuerpos anti-CarP en los pacientes ACPA negativos fue bastante mediocre, con valores de
tan solo el 12 y 4 % en las cohortes de Leiden y Reino Unido, respectivamente (Tabla 4). Las
estimaciones de los valores predictivos dieron resultados similares. EI VPN de los anticuerpos
anti-CarP fue similar al del resto de autoanticuerpos, mientras que el VPP fue claramente
inferior al de los ACPA y el FR (Tabla 4). En el subgrupo de pacientes ACPA negativos estos
valores fueron mas bajos, con un VPN del 71 — 76 % y un VPP del 37 — 17 % (Tabla 4).

La contribucion de los anticuerpos anti-CarP en la clasificacion sobre el resto de
autoanticuerpos también fue valorada por Verhuel MK y col.*®. Los autores de este trabajo
seleccionaron un total de 11 poblaciones, 8 de pacientes con AR y 3 de pacientes en fases
tempranas, y realizaron un meta-analisis combinando los datos para los ACPA, el FR y los
anticuerpos anti-CarP de cada poblacion. Ademas de confirmar los resultados mencionados en
el parrafo anterior, Verhuel MK y col. encontraron un dato interesante. La combinacion de los
anticuerpos anti-CarP con la presencia de los ACPA y el FR supuso un incremento notable en
la especificidad. Este incremento en especificidad fue llamativo Unicamente al combinar los
anticuerpos anti-CarP con la presencia concordante de los ACPA y el FR. Como resultado,
con la triple positividad se consiguio una especificidad de hasta el 100 %. En las cohortes de
pacientes en fases tempranas la triple positividad también mostré una asociacion mas fuerte
con el desarrollo de la AR, tanto en comparacién con la presencia de dos anticuerpos, de uno,

o de la combinacion de los ACPA o el FR.
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Tabla 4. Pardmetros utilizados para evaluar el valor de los autoanticuerpos en la clasificacion de los
pacientes. En la tabla se muestran los resultados del trabajo de Shi Jy col. y Jurez M y col. S: Sensibilidad,
E: Especificidad.

Shi Jy col. Juarez My col.

Anti-CarP
S 44 35
E 89 94
VPP 78 78
VPN 65 76
ACPA
S 54 48
Todos los pacientes E 96 98
VPP 94 94
VPN 64 76
FR
S 59 56
E 91 92
VPP 86 81
VPN 72 77
Anti-CarP
S 12 4
ACPA negativos E 91 94
VPP 37 17
VPN 71 76

Los resultados comentados cuestionan la utilidad de los anticuerpos anti-CarP en la
clasificacion de la AR. La sensibilidad de los anticuerpos anti-CarP es inferior a la del resto
de autoanticuerpos, y su contribucion no mejora la clasificacion conseguida por los ACPA y
el FR. Uno de los objetivos de este proyecto consistio en valorar el papel de los anticuerpos
anti-CarP en la clasificacion de los pacientes. Los resultados, que ya han sido publicados
(Anexo 2), seran comentados Yy discutidos posteriormente. En el momento en el que nos
plateamos esta cuestion no estaba tan claro cuél era el papel de los anticuerpos anti-CarP en la
clasificacion, y parecia posible que pudiesen tener algin tipo de aportacion. Actualmente
sabemos que los anticuerpos anti-CarP no mejoran la clasificacion de la AR, ni en el conjunto
global de pacientes ni el grupo de pacientes seronegativos. En este punto es importante tener
en cuenta que el peso de los ACPA y el FR en los criterios ACR/EULAR 2010 junto con la
frecuente concordancia entre autoanticuerpos, hace que sea dificil encontrar un nuevo
anticuerpo que permita mejorar los criterios de clasificacion®®. De esta forma, quizas sea més

razonable buscar otro tipo de biomarcadores serolégicos para mejorar la clasificacion de los
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pacientes. Aun asi, los hallazgos del trabajo de Verhuel MKy col. no se pueden pasar por alto.
Los resultados de este trabajo indican que la concordancia de autoanticuerpos tiene un papel
importante en la clasificacion, algo que empuja a investigar las mejoras que supondria la triple

positividad en los criterios de clasificacion actuales.

2.1.6 Posibles antigenos carbamilados.

La principal incognita acerca de los anticuerpos anti-CarP es que no se conocen los
antigenos carbamilados especificos reconocidos por estos anticuerpos. Desde su
descubrimiento en el afio 2011" se han propuesto diferentes candidatos, aunque ninguno se
puede considerar confirmado. Ademas, los candidatos se han propuesto bien por ser antigenos
especificos de los ACPA o bien por ser proteinas presentes en el FBS, pero no por haber sido
identificados como antigenos carbamilados reconocidos por los anticuerpos anti-CarP en los

tejidos de los pacientes con AR.

Tabla 5. Proteinas propuestas como posibles antigenos carbamilados. GRP78: proteina reguladora de
glucosa 78, A1AT: a-1-antitripsina.

Candidato propuesto  Motivo de la seleccidn Ref.
Fibrindgeno antigeno citrulinado 210
Vimentina antigeno citrulinado 37
a-enolasa antigeno citrulinado 38
GRP78 antigeno citrulinado 211
Albumina proteina del FBS 212
ALAT proteina del FBS 213

El fibrindgeno ha sido uno de los antigenos carbamilados propuestos, por ser una de las
proteinas citrulinadas reconocidas por los ACPA?“. En varios trabajos el fibrindgeno
carbamilado in vitro se utiliz6 como antigeno para detectar la reactividad de los anticuerpos
anti-CarP, mostrando un porcentaje de positividad similar al porcentaje frente al FBS
carbamilado™®>". La reactividad de los anticuerpos anti-CarP frente al fibrindgeno se analizé
més detalladamente en el trabajo publicado por Jones DJ y col.?*. Estos autores iniciaron su
trabajo a partir del suero de un paciente con AR que mostro reactividad frente al fibrindgeno
carbamilado, y mas especificamente frente a la cadena B de la proteina®®. Mediante

espectrometria de masas (MS), Jones DJ y col. encontraron que 9 de las 34 lisinas de la
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cadena 3 estaban carbamiladas. Utilizando péptidos sintéticos carbamilados en alguna de esas
9 lisinas, identificaron hasta un 35 % de reactividad frente a alguno de los péptidos*®. El
trabajo de Jones DJ y col. definid un poco mas la reactividad de los anticuerpos anti-CarP
frente al fibrindogeno, atribuyendo esta reactividad a la cadena [ de esta proteina. Sin
embargo, no se ha identificado la presencia de fibrindgeno carbamilado en los tejidos de los
pacientes con la enfermedad, ni se han realizado experimentos que demuestren que la
reactividad observada en el suero es especifica del fibrindgeno y no atribuible a reactividad

cruzada.

211 también

La a-enolasa®®, la vimentina®’ y la proteina reguladora de glucosa 78 (GRP78)
se han considerado como posibles antigenos carbamilados, por ser proteinas citrulinadas
reconocidas por los ACPA*?!® | a reactividad frente a estos 3 candidatos se ha determinado
a partir de proteinas comerciales carbamiladas in vitro. Por lo tanto, al igual que lo ocurrido
con ¢l fibrindgeno, no se ha tenido en cuenta si la a-enolasa, la vimentina o la GRP78 estan
carbamiladas en las muestras de tejido articular de los pacientes con AR, ni se ha demostrado
la especificidad del reconocimiento por los anticuerpos en relacién con otras proteinas
carbamiladas. Asi, por ejemplo, no se ha analizado la reactividad de los anticuerpos anti-

fibrindgeno carbamilado con la enolasa, la vimentina o la GRP78 carbamiladas.

Otros autores han tratado de identificar los antigenos carbamilados en la mezcla de
proteinas que componen el FBS carbamilado in vitro, por ser este conjunto proteico el
utilizado en la mayoria de los estudios para determinar la reactividad de los anticuerpos anti-
CarP. La albamina fue identificada mediante MS por Nakabo S y col. como la principal

S22 Utilizando albuimina

proteina reconocida por los anticuerpos anti-CarP en el FB
carbamilada in vitro, estos autores encontraron al 31.4 % de los pacientes positivos. Aunque
se han identificado péptidos carbamilados derivados de la albumina en tejido sinovial de
pacientes con AR?’, no se puede afirmar que Nakabo Sy col. hayan identificado un antigeno
enddgeno reconocido por los anticuerpos anti-CarP. Hay que tener en cuenta que Nakabo Sy
col. no utilizaron muestras procedentes de tejido de pacientes con AR, sino que parten del
FBS, una mezcla proteica que ni siquiera es de origen humano. Ademas, una vez que
identifican a la albimina como un posible candidato, estudian la reactividad de los
anticuerpos anti-CarP frente a albumina comercial carbamilada in vitro, pero en ningun

momento identifican reactividad de los anticuerpos anti-CarP frente a albumina enddgena
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carbamilada en los pacientes con AR. En contraste con el trabajo anterior, Verhuel MKy col.
identificaron por MS a la a-1-antitripsina (ALAT) como la principal proteina reconocida por
los anticuerpos anti-CarP en el FBS*. Utilizando A1AT carbamilada in vitro Verhuel MK y
col. encontraron una positividad del 35 %. A diferencia del trabajo de Nakabo Sy col., en este
estudio los autores identificaron en fluido sinovial un péptido carbamilado de la A1AT. Sin
embargo, en la identificacion del péptido solo utilizaron la muestra de un Unico paciente con
AR. De nuevo nos encontramos con una situacion que no confirma a ningun antigeno
enddgeno reconocido por los anticuerpos anti-CarP. Al igual que Nakabo S y col., en el
estudio de Verhuel MKy col. se parte de una mezcla proteica no humana y la reactividad se
estudia utilizando una proteina comercial carbamilada en el laboratorio. La identificacion del
péptido derivado de la ALAT en el fluido sinovial aproxima los resultados hacia una situacién
mas real. Sin embargo, es necesario tanto identificar el péptido de la ALAT en un nimero
mayor de muestras, como determinar si los anticuerpos anti-CarP de los pacientes con AR
reconocen el péptido identificado en el tejido articular. Ademas, en ninguno de estos dos
trabajos comentados se ha comprobado si la reactividad frente la albumina o la A1AT

carbamiladas es especifica o si es consecuencia de reactividad cruzada.

El analisis sobre la reactividad cruzada de los anticuerpos anti-CarP es esencial. Sin este
tipo de analisis, no se puede confirmar que la reactividad frente a los candidatos mencionados
sea especifica. La reactividad cruzada de los anticuerpos anti-CarP se analizé en el trabajo
publicado por Dekkers JS y col. Los autores utilizaron como fuente de antigeno distintas
proteinas carbamiladas (FBS, albimina humana, albimina murina, proteina basica de mielina,
ovoalbimina, protrombina e histona H1) y analizaron la reactividad cruzada de los
anticuerpos anti-CarP mediante ensayos de inhibicion. Los anticuerpos anti-CarP mostraron
reactividad cruzada frente a todos los antigenos incluidos, reflejando que quizds sea mas
importante el residuo carbamilado que la proteina especifica que contenga ese residuo.

Es importante tener en cuenta que esta reactividad cruzada no excluye que haya antigenos
endégenos relevantes. Ademas de la albimina®’ y el péptido de la ALAT?, el colageno, la
proteina SRPX2, la fibronectina y la fibromodulina son otras proteinas carbamiladas
identificadas en el tejido articular de los pacientes con AR?Y'. La presencia de proteinas
carbamiladas indica que la carbamilacion en los pacientes con AR es posible, y estimula el

interés por identificar a los antigenos enddgenos reconocidos por los anticuerpos anti-CarP.
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Estas investigaciones son importantes, ya que la identificacion de estos antigenos resulta
fundamental para definir mucho mejor el papel que tienen los anticuerpos anti-CarP en los
pacientes con AR. Un buen punto de partido seria estudiar la reactividad de los anticuerpos
anti-CarP sobre muestras de tejido articular procedente de los pacientes con la enfermedad. La
presencia de reactividad sobre este tejido llevaria a identificar los antigenos enddgenos que
son reconocidos en los pacientes por los anticuerpos anti-CarP.

2.1.7 Carbamilacion de proteinas en la artritis reumatoide.

La identificacion de proteinas carbamiladas en el tejido articular plantea la cuestion sobre
los mecanismos responsables de la carbamilacion de proteinas en la AR. A pesar del
desconocimiento acerca de los antigenos especificos reconocidos por los anticuerpos anti-
CarP, en la AR se han descrito una serie de mecanismos que podrian favorecer la

carbamilacion de proteinas e iniciar este tipo de respuesta inmune.

El tabaco es uno de los mecanismos relacionados con la carbamilaciéon de proteinas que
podria participar en la AR. Como se ha mencionado en anteriores apartados, el isocianato
inhalado con el tabaco puede ser utilizado por la MPO para formar cianato. El incremento en
los niveles de cianato podria favorecer la carbamilacion e incrementar los niveles de proteinas
carbamiladas®. También se ha comentado que en la AR existe un modelo patogénico en donde
el tabaquismo es el responsable de favorecer la citrulinacion de proteinas a nivel pulmonar.
De forma similar, se podria pensar en un modelo en el que el tabaco estimulase la
carbamilacién en el pulmén de los pacientes con AR. Si bien es cierto que esto es solo una
hipdtesis, ya que no hay ninguna evidencia que correlacione el habito fumador con el

incremento de carbamilacién en los pacientes con AR.

La MPO es una enzima expresada en los neutrofilos que puede ser liberada al exterior tras
la activacion de este tipo celular, creando un ambiente favorecedor para la carbamilacion®’.
La MPO liberada al exterior tras esta activacion forma parte de las trampas extracelulares de
neutrofilos (NETs). Las NETs son mallas de ADN que engloban histonas y otras proteinas, y
que son liberadas al medio extracelular por los neutréfilos activados mediante un proceso
conocido como NETosis?®. Los neutréfilos utilizan este mecanismo en respuesta a patogenos,

para capturar e eliminar mediante fagocitosis a los microoganismos®®. Sin embargo, la
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activacion descontrolada de la NETosis se ha visto que tiene un papel patogénico en algunas
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, como la AR?*®, Asi, la MPO liberada en las NETs
podria favorecer la carbamilacion de proteinas en estas patologias al incrementar los niveles
de cianato, idea que ha sido apoyada por Skopelja Sy col., quienes encontraron presencia de
proteinas carbamiladas en las NETs*. De esta forma, seria razonable que los neutréfilos del
tejido articular de los pacientes con AR se activasen en respuesta a la inflamacién y liberasen
MPO al exterior, favoreciendo la formacion de proteinas carbamiladas en esta localizacion.
Esta hipotesis esta apoyada por la generacion de proteinas citrulinadas a partir de la enzima
PAD que es liberada en las NETS tras la activacion de los neutréfilos”**??°. Ademés, algunas

de estas proteinas citrulinadas son antigenos reconocidos por los ACPA#%%

, algo que
permite pensar en la posibilidad de que las proteinas carbamiladas formadas en la NETosis
pudiesen actuar como antigenos de los anticuerpos anti-CarP??. La relacién de la MPO con la
carbamilacién de protefnas en la AR también ha sido propuesta por Turunen Sy col.??%, Estos
autores encontraron niveles de carbamilacion incrementados en muestras de sinovia y de
nodulos reumatoides procedentes de pacientes con la enfermedad. En su trabajo los niveles de
carbamilacién mostraron una correlacion significativa con la expresion de la MPO en estas
localizaciones, proponiendo de nuevo la posibilidad de que este enzima sea la responsable de

generar autoantigenos carbamilados en la enfermedad.

Otro mecanismo relacionado con la carbamilacién que podria participar en la AR es la
autofagia de los fibroblastos sinoviales. Esta idea ha sido propuesta en el estudio de
Manganelli V y col., donde la carbamilacion de proteinas mostré6 un incremento con la
autofagia de los fibroblastos sinoviales?®, que son un tipo celular importante en la patogenia
de la enfermedad®®*. Ademas de este resultado in vitro, Manganelli VV y col. observaron una
correlacion significativa entre la autofagia de monocitos procedentes de pacientes con AR y la
carbamilacion®®. Aunque los autores no dan una explicacién sobre la relacién entre la
autofagia y la carbamilacion, es posible que la MPO también pudiese estar actuando en este
proceso. De todos modos, el trabajo de Manganelli V y col. es el Unico en el que se ha
propuesto esta relacion entre la autofogia y la carbamilacién en la AR, y por lo tanto, es una

idea que todavia esta sujeta a futuras investigaciones.
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El tabaquismo, la actividad de la MPO, la NETosis o la autofagia son mecanismos que
pueden participar en la carbamilacién de proteinas de la AR. Sin embargo, se desconoce si
alguno de estos mecanismos esta detras de la formacion de los antigenos carbamilados
reconocidos por los anticuerpos anti-CarP. Hasta el momento solo es posible el planteamiento
de hipotesis, ya que ninguna idea ha sido todavia demostrada. La identificacion de los
antigenos carbamilados deberia tener en cuenta a estos mecanismos, y quizas una buena idea
seria tratar de identificar los antigenos endégenos en muestras de tejido pulmonar de pacientes
con AR, en las NETs de neutréfilos procedentes de pacientes o bien en los fibroblastos

autofagicos del tejido articular.

2.2 Anticuerpos anti-proteinas carbamiladas en otras enfermedades.

Los anticuerpos anti-CarP se han estudiado en otras enfermedades reumaticas, aunque el
porcentaje de positivos descrito es inferior al de la AR. El LES y el sindrome de Sjogren (SS)
son las dos enfermedades en las que la repercusion de los anticuerpos anti-CarP ha sido
mayor. En relacién con el LES hay cuatro estudios que han estudiado la prevalencia de los
anticuerpos anti-CarP en esta patologia. Uno de los trabajos encontrd un porcentaje de
pacientes positivos bastante prometedor, del 28.3 %°*. Sin embargo, en los 3 trabajos
restantes la frecuencia de los anticuerpos anti-CarP en los pacientes lUpicos fue bastante baja,

053235226 Mas interesante es la asociacion descrita entre los

sin apenas pasar del 10
anticuerpos anti-CarP y la presencia de artropatias en los pacientes con LES. Dentro de las
posibles artropatias es importante distinguir entre la artritis no erosiva y la erosiva, ya que en
el LES la no erosiva es la mas comun. Esta asociacion se encontr6 en el trabajo de Massaro L
y col.??®. En su estudio se incluyeron a 76 pacientes I(picos con artropatias (presencia de
artralgia o artritis), de los que el 43.6 % fueron anti-CarP positivos. También analizaron la
relacién entre los anticuerpos anti-CarP y la presencia de artritis erosiva en una articulacién
utilizando a 15 pacientes que presentaron este fenotipo. Los anticuerpos anti-CarP mostraron
una asociacion significativa con este tipo de artritis, presentando un porcentaje de positividad
del 63.1 % en los pacientes con artritis erosiva frente al 41.2 % de positividad en los demas
pacientes con otras artropatias. La relacidn entre los anticuerpos anti-CarP y la artritis erosiva
en el LES se encontr6 en otros dos estudios. En el trabajo de Ziegelasch My col. el 10 % de
los pacientes lupicos incluidos presento artritis erosiva, y en ellos los anticuerpos anti-CarP

mostraron una asociacién significativa con este tipo de artropatia®. Por Gltimo, la presencia
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de artritis erosiva también fue mayor en los pacientes con LES anti-CarP positivos que en los
negativos del estudio publicado por Ceccarelli F y col.”®. Aunque hay varios trabajos que han
estudiado a los anticuerpos anti-CarP en los pacientes con LES, todavia no esta claro cual es
el papel que pueden tener estos anticuerpos en esta patologia, ni cual es la contribucién que
tienen los anticuerpos anti-CarP sobre otros autoanticuerpos caracteristicos de esta
enfermedad. Al margen del LES, la frecuencia de los anticuerpos anti-CarP en el SS se ha
descrito en tres trabajos que muestran una prevalencia del 27-38 % para estos
anticuerpos®®®2. Ademas, uno de los trabajos sugiere la posibilidad de utilizar a los
anticuerpos anti-CarP como biomarcadores de enfermedad méas grave. Asi, los pacientes
positivos del estudio de Bergum B y col. presentaron una mayor sequedad oral, una mayor
infiltracion linfocitaria, y un mayor nimero de estructuras similares a centro germinales en las

glandulas salivares.

Ademas del LES y el SS, los anticuerpos anti-CarP se han estudiado en otras enfermedades
reumaticas como la espondiloartritis, el sindrome de Behget, el sindrome de Still del adulto, la
polimialgia reumatica o la dermatomiosisitis. Sin embargo, en todas ellas el porcentaje de
positividad descrito es bajo (inferior al 10 %) o bien el nimero de muestras estudiado es
insuficiente para obtener resultados validos?®*. Unicamente en la artritis idiopética juvenil
(ALJ), Moore TL y col. encontraron al 20 % de los pacientes con AlJ positivos para los
anticuerpos anti-CarP??’. Aunque estos resultados contrastan con los de Muller PC y col., en
cuyo trabajo se describe un porcentaje de positividad de tan solo el 8 %*. Tampoco parece
que los anticuerpos anti-CarP presenten un papel importante en la patogenia de estas
enfermedades. Si bien es cierto que Favoino E y col. encontraron una asociacion entre los
anticuerpos anti-CarP y las lesiones de la piel de los pacientes con esclerosis sistémica®. Sin
embargo, en este Ultimo trabajo los titulos de los anticuerpos anti-CarP en los pacientes con la

enfermedad no fueron diferentes de los titulos de los sujetos sanos utilizados como control®.

La especificidad de los anticuerpos anti-CarP es alta para la AR cuando los pacientes se
comparan con sujetos sanos o sin enfermedades reumaticas, dado que la prevalencia de estos
anticuerpos en este Gltimo grupo es baja, entre el 2 y el 4 %2, Sin embargo, la especificidad
se puede ver reducida al realizar la comparacién con pacientes que presenten otras
enfermedades reumaticas distintas a la AR. Esto es algo que ocurre con frecuencia en el

contexto de las consultas de EA. El clinico puede clasificar a estos pacientes con AR 0 con
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otras enfermedades reumaticas como las mencionadas en este apartado. De esta forma, la
especificidad diagndstica de los anticuerpos anti-CarP para la AR de las consultas de EA
disminuye, aunque su presencia sea mas baja en enfermedades como el LES, el SS o la

polimialgia reumatica.

La identificacion de los anticuerpos anti-CarP en los pacientes con AR ha resultado muy
prometedora. Desde su descubrimiento en el afio 2011 distintos estudios han ido juntando las
piezas necesarias para definir el papel de los anticuerpos anti-CarP en la enfermedad. Sin
embargo, el puzzle no estd completo ya que todavia hay una serie de cuestiones que contindian
sin resolverse. Cuando se comenz0 a realizar este proyecto, una de las principales cuestiones
consistia en conocer el papel de los anticuerpos anti-CarP en la clasificacion de los pacientes.
Actualmente, sabemos que el uso de los anticuerpos anti-CarP no mejora la clasificacion. Esta
asuncion se ha conseguido tanto gracias a uno de los trabajos que forman parte de esta tesis
como a estudios publicados posteriormente por otros autores. Otras cuestiones todavia no
descifradas incluyen a los factores etioldégicos ambientales y genéticos asociados con los
anticuerpos anti-CarP, a la relacion entre estos anticuerpos y la pérdida 6sea generalizada de
los pacientes con AR, a la aportacién de la concordancia entre los anticuerpos anti-CarP, el
FR y los ACPA en los criterios de clasificacion, y a la contribucion de los anticuerpos anti-
CarP sobre la gravedad de la enfermedad y su utilidad como biomarcadores prondsticos de la
AR. Todas estas cuestiones se abordaran a lo largo de este proyecto y seran presentadas en el
contexto de publicaciones, ya que la mayoria de los resultados de la tesis estan ya publicados

0 enviados en proceso de revision.
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OBJETIVOS

Identificar los alelos del HLA que se asocian con el riesgo de tener AR con anticuerpos
anti-CarP.

Analizar la relacion del tabaquismo con la susceptibilidad a los subtipos de AR definidos
por la presencia de los anticuerpos especificos: ACPA, FR y anticuerpos anti-CarP, ya

que la introduccion de estos Ultimos sugiere nuevas asociaciones.

Determinar si los anticuerpos anti-CarP pueden ser de utilidad para la clasificacion de los
pacientes con AR en consultas de EA, ya sea considerados individualmente o en

combinacién con otros autoanticuerpos.

Estudiar la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con el grado de actividad y de
incapacidad funcional de los pacientes con EA, determinando si esta relacion es
independiente a la del resto de autoanticuerpos, y si se mantiene a lo largo de la evolucion
de la enfermedad de los pacientes.

Analizar si la presencia de los anticuerpos anti-CarP se asocia de forma especifica con la
pérdida 6sea sistémica propia de la AR, considerando la relacion entre estos anticuerpos y

la DMO en pacientes con EA.
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1. PACIENTES Y CONTROLES.

Los experimentos de este proyecto se han realizado utilizando sueros procedentes de
pacientes con EA, de pacientes con AR establecida y de controles sanos. Los pacientes con

EA incluidos proceden de la cohorte de EA del Hospital de La Paz'’

(nombrada en este
estudio como IDIPAZ) y del registro longitudinal de artritis temprana del Hospital
Universitario La Princesa (PEARL)2. Los sueros de pacientes con AR establecida proceden
del Hospital Clinico Universitario de Santiago®, del Hospital Universitario Marqués del
Valdecilla?® y del Hospital Clinico San Carlos?®. En este proyecto se refiere a ellas como
IDIS, IDIVAL e IdISSC, respectivamente. Por altimo, las muestras de controles sanos
utilizadas se recogieron en el Hospital Clinico Universitario de Santiago. Ademéas de los
sueros, en los experimentos de este trabajo se han incluido los datos disponibles de los
pacientes con AR procedentes de 2 cohortes suecas (Better Anti-Rheumatic Farmaco-
Therapy, BARFOT*® y Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthritis, EIRA??), de
una cohorte holandesa (Leiden Early Arthritis Cohort, Leiden EAC'?), de una cohorte
procedente del Reino Unido (Norfolk Arthritis Register, NOAR??), y de una cohorte italiana®

(nombrada en este estudio como Rome).

A continuacion, se definen las distintas colecciones de muestras utilizadas. Para facilitar la
compresion de la tesis, en la Tabla 6 se especifican las colecciones y el nimero de muestras
incluidas en los distintos estudios realizados. A lo largo de los resultados, se indicara con mas

detalle las caracteristicas de los pacientes incluidos en cada uno de los estudios.

1.1 Muestras de pacientes con EA: IDIPAZ y PEARL.

Las cohortes IDIPAZ y PEARL incluyen a pacientes con EA reclutados de manera
prospectiva en el Hospital Universitario La Paz y el Hospital Universitario La Princesa,
respectivamente. Las dos cohortes incluyen a pacientes que no han sido tratados con FAMEs

y que presentan dos o mas articulaciones inflamadas durante un periodo inferior a un afio. En
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las dos colecciones los pacientes reciben un seguimiento protocolizado durante al menos dos

afios, consistente en 4 o 5 visitas realizadas cada 6 meses durante este periodo de seguimiento.

El estudio sobre el papel de los anticuerpos anti-CarP en la clasificacion de la AR incluyo
525 muestras de la cohorte IDIPAZ y 537 de la cohorte PEARL. Estos pacientes se
seleccionaron por haber completado dos afios de seguimiento y por presentar una muestra de
suero de la consulta basal. En la cohorte IDIPAZ, los pacientes seleccionados se reclutaron
entre enero de 1993 y diciembre de 2013, y en la cohorte PEARL entre julio de 2001 y
diciembre de 2014. Los pacientes que ademés contaban con informacion del DAS28 de la
consulta basal se utilizaron para estudiar la asociacion entre los anticuerpos anti-CarP vy el
grado de actividad e incapacidad funcional de los pacientes con EA: en total 978 pacientes, de
los que 492 procedieron de la cohorte IDIPAZ y 486 de la cohorte PEARL. Los estudios
sobre la relacion de los anticuerpos anti-CarP con la molécula HLA-DRB1 y con el
tabaquismo incluyeron a aquellos que fueron clasificados con AR al final del seguimiento (n
= 242 en la cohorte IDIPAZ y n = 256 en la cohorte PEARL). En la cohorte IDIPAZ, estos
pacientes presentaron un 76.2 % de mujeres, una edad de inicio de los sintomas de 53 afios, y
un tiempo de evolucion de la enfermedad de 4 semanas. En la cohorte PEARL, el porcentaje
de mujeres fue del 82.4 %, la edad de inicio de 56 afos, y el tiempo de evolucion de 6
semanas. En ambas cohortes se utilizaron los criterios ACR de 1987 para clasificar como AR
al final del seguimiento. Por Gltimo, para estudiar la relacion entre los anticuerpos anti-CarP y
la pérdida de la DMO, se utilizaron los sueros y los datos de la consulta basal de 548
pacientes de la cohorte PEARL que presentaron muestra de suero basal y datos de
densitometria Gsea. Estos pacientes fueron reclutados desde febrero de 2002 hasta abril de
2017.

1.2 Muestras de pacientes con AR establecida: IDIS, IDIVAL e 1dISSC.

Los pacientes con AR establecida se reclutaron de forma retrospectiva en el Hospital
Clinico Universitario de Santiago (IDIS, n = 520), en el Hospital Clinico San Carlos (I1dISSC,
n = 628) y en el Hospital Clinico Universitario Marqués de Valdecilla (IDIVAL, n = 459). En
total 1607 pacientes clasificados con AR segun los criterios de clasificacion ACR de 1987.
Los 520 pacientes de la cohorte IDIS presentan un tiempo de seguimiento de 14.4 afios, un
porcentaje de mujeres del 76.7 % y una edad de diagnostico de 46.8 afios. Los 625
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procedentes de la cohorte IdISSC se caracterizan por presentar un porcentaje de mujeres del
74.1 %, un tiempo de seguimiento de 4.7 afios y una edad de diagnostico de 57.6 afios. Los
459 de la cohorte IDIVAL presentan un tiempo de seguimiento de 6.2 afios, una edad de

diagnostico de 52.7 afios y un porcentaje de mujeres del 74.1 %.

En el estudio sobre la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la molécula HLA-DRB1
se incluyeron los pacientes de las cohortes IDIS e IdISSC. En el trabajo relacionado con el
tabaquismo, se incluyeron los pacientes de estas dos cohortes y los procedentes de la cohorte
IDIVAL.

1.3 Muestras de controles.

Los controles sanos reclutados en el Hospital Clinico Universitario de Santiago son sujetos
gue no muestran signos de AR, ni presentan otro tipo de enfermedad reumatica ni
autoinmune. Los sueros de 208 controles se utilizaron para establecer el punto de corte en el
ELISA de los anticuerpos anti-CarP. La informacién de estos sujetos también se incluyo en el
estudio sobre la relacién entre los anticuerpos anti-CarP y la molécula HLA-DRB1. Estos 208
controles sanos seleccionados presentan una edad media de 69.5 afios y un porcentaje de

mujeres del 49.0 %.

1.4 Cohortes EIRA, EAC Leiden, BARFOT, NOAR y Rome.

Los analisis de este proyecto también incluyen los datos de 3899 pacientes procedentes de
dos colecciones de artritis de inicio (EAC Leiden y NOAR), de dos colecciones de pacientes
con AR reciente (EIRA y BARFOT) y de una coleccién de pacientes con AR establecida
(Rome). Las cohortes EAC Leiden y NOAR incluyen a pacientes con EA reclutados de forma
prospectiva desde 1993 y 1989, respectivamente. En la cohorte EAC Leiden los pacientes
incluidos presentan al menos una articulacién inflamada y una duracion de los sintomas
inferior a un aflo. En la cohorte NOAR los pacientes se seleccionan por presentar dos 0 mas
articulaciones inflamadas durante al menos 4 semanas y una duracion de los sintomas inferior
a dos afios. Los datos utilizados en este proyecto de las cohortes EAC Leiden y NOAR
proceden de pacientes clasificados con AR. En las dos colecciones esta clasificacion se
realizd utilizando los criterios de la ACR de 1987. Las cohortes suecas EIRA y BARFOT
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incluyen a pacientes con AR que presentan una duracion de los sintomas inferior a un afio. En
EIRA los pacientes presentan un rango de edad de 18-70 afios y un porcentaje de mujeres de
72.4 %. En la cohorte BARFOT los pacientes incluidos tienen una edad de diagndstico de
57.3 afios y un porcentaje de mujeres del 63.9 %. Los criterios de clasificacion ACR de 1987
se utilizaron en las dos colecciones para clasificar a los pacientes como AR. La cohorte
italiana (Rome) incluye pacientes con AR establecida que presentan una duracion de los
sintomas de 8.9 afios, una edad media de 55.4 afios y un porcentaje de mujeres del 77.0 %. En

esta cohorte se utilizaron los criterios ACR/EULAR 2010 para clasificar a los pacientes.

Los experimentos realizados en el trabajo sobre el tabaquismo incluyeron 2551 pacientes
con AR procedentes de las cohortes EAC Leiden (n = 769), BARFOT (n = 795), NOAR (n =
678) y Rome (n = 309). Los experimentos del estudio de asociacion entre los anticuerpos anti-
CarP y la molécula HLA-DRBL1 incluyeron 1348 y 715 pacientes con AR procedentes de las
colecciones EIRA y EAC Leiden, respectivamente.
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2. CONSIDERACIONES ETICAS.

El trabajo de esta tesis doctoral ha sido realizado de acuerdo a la Declaracién de Helsinki y
al informe Belmont, y de acuerdo a ley biomédica espafiola (Ley Espafiola de Investigacion
Biomédica n® 14/2007). De esta forma, todas las muestras utilizadas se han obtenido con
consentimiento informado y en el marco de proyectos cuyo protocolo ha sido aprobado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de Galicia (n° 2014/387 y n° 2017/514).

3. PREPARACION DEL ANTIGENO CARBAMILADO.

Para detectar los anticuerpos anti-CarP mediante ELISA se utiliz6 como antigeno FBS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) carbamilado in vitro. La carbamilacion de las
proteinas del FBS se llevo a cabo mediante una incubacién con cianato (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). El FBS se diluy6 en PBS 1x hasta alcanzar una concentracion de 4
mg/mL, y el cianato fue afiadido hasta una concentracion final de 1M. Tras una incubacion a
37°C durante 15 horas, el FBS carbamilado (CaFBS) se dializé con PBS 1x utilizando filtros
para centrifugacion con membranas de 4 kDa (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). El
CaFBS se centrifugd a 14,000 x g durante 30 min a 4°C. El CaFBS recuperado en el filtro se
diluyé con PBS 1x hasta una concentracion de 2 mg/mL. Esta concentracion de proteinas se
determiné utilizando el método colorimétrico de Bradford (Bio-Rad, Hercules, California,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Paralelamente, se utiliz6 FBS nativo, no
modificado, como control. Se siguié el mismo procedimiento para estas proteinas, pero
incubando 4 mg/mL de FBS con cloruro potésico (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA)
hasta una concentracion final de 1M.

4. CONFIRMACION DE LA CARBAMILACION DEL FBS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

4.1 Hidrolisis de proteinas.

Paralelamente, 1 mg/mL de CaFBS y 1 mg/mL de FBS nativo fueron hidrolizados con
acido clorhidrico (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) a 110°C durante 18 horas. Las

muestras hidrolizadas se filtraron utilizando una membrana de 0.2 pm (Merck Millipore,
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Darmstadt, Germany), se resuspendieron en agua ultrapura (Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Germany) y se evaporaron a 37°C durante 24-48 horas. Posteriormente, las muestras se
resuspendieron en 500 pL de citrato de litio pH 2.2 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK) y se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. De nuevo, las muestras se
resuspendieron en 200 pL de citrato de litio pH 2.2 y se filtraron utilizando una membrana de
0.2 pum (Pall Corporation, Port Washington, New York, USA). Finalmente, los aminoacidos
libres hidrolizados del CaFBS y del FBS nativo se cuantificaron por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC).

4.2 Andlisis de amino&cidos por HPLC.

Los aminoacidos hidrolizados del CaFBS y del FBS nativo se cuantificaron utilizando un
analizador de aminoacidos Biochrom 30 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK), con una columna
de intercambio cationico de alta resolucion de 200 mm x 4.6 mm. Se afiadieron 40 ul de L-
Norleucina (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) como patron interno en cada una de las
muestras, y finalmente se cargaron 30 pulL de cada hidrolizado en la capsula de inyeccion.
Como fase movil se utilizaron soluciones tampén de citrato de litio de diferentes pH a un flujo
de 25 mL/hr. La deteccion de los aminoacidos se realizd espectofotométricamente a 570 nm,
después de una derivatizacion post-columna con ninhidrina (Biochrom Ltd., Cambridge, UK)
a 135 °C, y la cuantificacion de los mismos con el método del patrén interno con L-
Norleucina. Por ultimo, los cromatogramas fueron analizados utilizando el programa de
procesado de datos EZChrom Elite (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA).
Este procedimiento se realizo en el laboratorio de la Unidad de Diagnostico y Tratamiento de
Enfermedades Metabolicas Congénitas del Hospital Clinico Universitario de Santiago, y ha
sido acreditado (acreditacion 1254/LE2308) por la Entidad Nacional de Acreditacién (ENAC)
segun la norma UNE-EN ISO 15189.

A partir de la concentracion de la homocitrulina y la lisina en pmol/L se calculd el
porcentaje de estos aminoacidos respecto a la cantidad total de aminoacidos en el CaFBS y
FBS no modificado, respectivamente. La carbamilacion de proteinas se verifico como el
incremento en el porcentaje de la homocitrulina y disminucion en el porcentaje de la lisina del

CaFBS respecto al FBS nativo. Como ejemplo, en la figura 9 se muestran los cromatogramas
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de una de las muestras utilizadas. Un porcentaje de homocitrulina del 5 % se considero
suficiente para detectar la reactividad de los anticuerpos anti-CarP en el ELISA.
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Figura 9. Cromatogramas. A) FBS nativo y B) FBS carbamilado. Se indica con una flecha los picos
correspondientes a la homocitrulina y a la lisina en cada una de las muestras.
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5. CUANTIFICACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-CARP EN SUERO.

Los anticuerpos anti-CarP presentes en el suero se cuantificaron mediante un ELISA
casero. Se utilizaron placas de 96 pocillos de poliestireno de fondo plano (Nunc Maxisorp,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), las cuales se recubrieron con 50
uL por pocillo de CaFBS o de FBS no modificado a una concentracion de 10 pg/mL en
tampdn carbonato-bicarbonato 0.1 M pH 9.6. Estas placas se incubaron a 4°C en agitacion
durante toda la noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron 3 veces utilizando 200 pL por
pocillo de PBS 1x — Tween 20 0.05 % (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) y se bloquearon con 100 uL por pocillo de PBS 1x — BSA 1 % (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) durante 6 horas a 4°C en agitacion. Tras realizar otros 3 lavados, se
afiadieron 50 puL por pocillo de cada uno de los sueros por duplicado previamente diluidos
1:50 en PBS 1x — Tween 20 0.05 % — BSA 1 % (PBT). En uno de los pocillos de cada una de
las placas, se afiadi6 PBT en lugar de suero (blanco) para determinar las uniones
inespecificas. Las placas se guardaron en una caja con hielo y se incubaron a 4°C durante toda
la noche. Después de realizar otros 3 lavados, en cada pocillo se afiadieron 50 puL de una
dilucion 1:5000 en PBT de anticuerpo anti-lgG humana (cadenas H+L y desarrollado en
cabra) conjugado con fostasa alcalina (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Cambridge,
UK). Las placas se incubaron en una caja con hielo a 4°C durante 3 horas y media, se lavaron
3 veces y se incubaron con el sustrato de la fosfatasa alcalina para obtener la reaccién
colorimétrica. Se afiadieron 100 pL de p-Nitrofenil-fosfato preparado siguiendo las
instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA), durante 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se utilizo el espectofotometro Multiskan EX
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) para medir la absorbancia a 405
nm. En cada placa se utilizé6 un suero de un paciente con anticuerpos anti-CarP (control
positivo) y un suero de un paciente sin anticuerpos (control negativo), y Unicamente se
aceptaron coeficientes de variacion intraensayo e interensayo inferiores al 15 %. Para analizar
la reactividad especifica de los anticuerpos anti-CarP, la absorbancia frente al FBS no
modificado fue sustraida de la absorbancia frente al CaFBS. Esta absorbancia fue
transformada en unidades arbitrarias (UA) utilizando una curva estandar calculada a partir de
nueve diluciones seriadas 1:1 de un pool de sueros de pacientes positivos para estos

anticuerpos. Se utilizé la funcion exponencial para construir esta curva de referencia. La
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concentracion se expresé en UA/mL, y se consideré el percentil 98 % de los 208 controles
como el punto de corte para determinar la positividad del paciente.

6. DETERMINACION DE LOS ACPA Y EL FR EN SUERO.

Los datos de los ACPA y el FR se obtuvieron a partir de las determinaciones de estos
autoanticuerpos en la practica clinica diaria. En todos los hospitales, el isotipo IgM del FR se
determino por nefelometria. Se consideraron sueros positivos aquellos con valores superiores
a 20 UA/mL. Los ACPA se cuantificaron por ELISA, utilizando ensayos diferentes en los
distintos hospitales. Este tipo de pruebas utilizan como sustrato antigénico una mezcla de
CCPs obtenidos de manera sintética. En el Hospital Clinico Universitario de Santiago y el
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, se utilizaron ensayos de segunda generacion
(CCP2) con el kit EDIA™ anti-CCP assay (Euro Diagnostica, Malmé, Sweden) (sueros
positivos > 5 UA/mL). En las muestras del Hospital Clinico San Carlos, del Hospital
Universitario La Paz y en las recogidas hasta octubre de 2010 del Hospital Universitario La
Princesa, los ACPA se determinaron mediante ensayos CCP2 con el kit Immunoscan
CCPlus® assay (Euro Diagnostica, Malmdo, Sweden) (sueros positivos > 50 UA/mL). En las
muestras del Hospital Universitario La Princesa recogidas después de octubre de 2010, los
ACPA se cuantificaron utilizando ensayos de tercera generacion (CCP3) con el kit QUANTA
Lite® CCP3.1 IgG/IgA (Inova Diagnostics, Inc. San Diego, California, USA) (sueros
positivos > 40 UA/mL).

7. EVALUACION DE LA DMO.

La DMO se cuantificé mediante absorciometria con rayos X de energia dual (DEXA) en la
columna lumbar (CoL), la cadera total (CaT) y la mano. Todas las determinaciones se
realizaron en el Hospital Universitario La Princesa, utilizando el equipo Hologic QDR-4500
Elite (Hologic, Bedford, Massachusetts, USA). En la columna, la DMO se evaluo desde el 2°
al 4° segmento lumbar; y en la mano no dominante, la determinacion se realizo desde la 2% a la
52 articulacion MCF (MCF). Los resultados del contenido mineral 6seo se expresaron de
forma absoluta o como puntuaciones Z. En el primer caso, la DMO se define en forma de
gramos o miligramos de hidroxiapatita por unidad de 4rea proyectada por el hueso (g/cm? o

mg/cm?). En el segundo caso, las mediciones obtenidas en cada paciente se contrastan con
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valores de referencia tomados en una poblacion de la misma edad, sexo, origen étnico y peso.
De esta forma, las puntuaciones Z se utilizaron para minimizar el efecto del sexo, la edad y el
indice de masa corporal (IMC) sobre la DMO. Sin embargo, esta interpretacion de los
resultados solo fue posible en la CoL y la CaT, debido a la falta de una poblacion de

referencia para las articulaciones MCF.

8. TIPAJE DEL LOCUS HLA-DRB1.

La tipificacion de los alelos del locus HLA-DRBL1 se realiz6 mediante diferentes métodos.
Los métodos de menor resolucién utilizados fueron de media resolucion, que son los que
permiten definir a los alelos con un codigo de 4 digitos. Este nivel de media resolucion fue el
utilizado en los analisis y de esta forma, los alelos se representaron con cuatro campos
numeéricos delimitados entre si por dos puntos. EI primer campo describe el grupo del alelo, y

el segundo campo indica la especificidad alélica.

En las muestras de la cohorte PEARL, de la cohorte IDIPAZ, y en 49 de las incluidas en la
cohorte 1dISSC, el tipaje se llevo a cabo combinando la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), las sondas de oligonucleotidos de secuencia especifica (SSOP), y la tecnologia
Luminex (PCR-SSOP-Luminex). Asi, siguiendo esta metodologia, el genotipado de la
molécula HLA implica cuatro etapas. En primer lugar, mediante la técnica de la PCR se
amplifica el locus HLA-DRB1 utilizando cebadores especificos biotinilados. Posteriormente,
en una segunda fase, se hibridan los productos amplificados y biotinilados con las oligosondas
especificas para cada uno de los alelos. Estas oligosondas contienen microesferas de
poliestireno con dos colorantes fluorescentes a distintas concentraciones. La relacion de las
concentraciones de ambos colorantes es diferente en cada microsfera, y ademas es especifica
del oligonucledtido al que va unido. En una tercera etapa, los productos hibridados se incuban
con la estreptavidina-ficoeritrina, que se une a los productos amplificados biotinilados. La
ultima fase consiste en la medicion de estos productos por citrometria de flujo, mediante la
cual un laser excita a la ficoeritrina unida al ADN, y otro a las microesferas. Este Gltimo emite
una sefial de fluorescencia determinada que identifica al oligonucledtido unido, y por lo tanto,
al polimorfismo. Los resultados se analizan en un software que recoge las sefiales de
fluorescencia y asigna el alelo que se corresponde con cada patrén emitido. La tipificacion de

la molécula HLA siguiendo esta metodologia, se realizé utilizando el kit LABType SSO (One
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Lambda Inc., Canoga Park, California, USA) en las muestras de la cohorte PEARL vy de la
cohorte IDIPAZ. El genotipado de la molécula HLA en estos pacientes se llevo a cabo en el
Hospital Universitario La Princesa y el Hospital Universitario La Paz, respectivamente. El
tipaje de las muestras de la cohorte 1dISSC se realizo en el Hospital Clinico San Carlos con el
kit Lifecodes HLA-SSO (Terpenel-Diagnostics Ltd., Abingdon, UK). En los tres hospitales se
utiliz6 el analizador LABscan3D™ (One Lambda Inc., Canoga Park, California, USA) para
detectar las sefiales de fluorescencia, y el software HLA Fusion 4.1 (One Lambda Inc.,

Canoga Park, California, USA) para la interpretacion de los resultados.

El genotipado del locus HLA-DRBL en las restantes 579 muestras de la cohorte 1dISSC se
obtuvo mediante imputacion de los resultados obtenidos con el InmunoChip (Illumina, San
Diego, California, USA). ElI InmunoChip es un chip de ADN desarrollado por la plataforma
[llumina, en el que se incluyen 196,524 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPSs)
localizados en 186 genes relacionados con la respuesta inmune. Dentro de todos estos
polimorfismos, se incluye un conjunto de SNPs préximos a la region del complejo mayor de
histocompatibilidad. En esta regién se localizan los genes que codifican las diferentes
moléculas del sistema HLA y, por lo tanto, es posible caracterizar los alelos del locus HLA-
DRB1 mediante imputacion genética. Utilizando los datos del InmunoChip de cada una de las
muestras de la cohorte IdISSC, se imputaron los alelos del locus HLA-DRB1 utilizando la
herramienta SNP2HLA?*® y los datos del Consorcio Internacional de Genética de la Diabetes

1 2% como referencia.

Tipo

En las muestras de la cohorte IDIS, el tipaje del HLA se realiz6 mediante secuenciacion.
Para ello se utilizo el kit AlleleSEQR HLA-DRBL1 Typing Kit (Abbott Diagnostics, Abbott
Park, Illinois, USA), que permite amplificar en una Unica reaccion de PCR todos los alelos del
segundo ex6n del gen HLA-DRB1 mediante una secuenciacion bidireccional. La
interpretacion de los resultados se realizd con el software Assign-SBT 3.2.7 (Abbott
Diagnostics, Abbott Park, Illinois, USA), para identificar los distintos alelos de cada una de
las muestras. El tipaje de estas muestras ya se habia realizado y publicado antes de la
realizacion de esta tesis doctoral®®.

Se consideré como EC a los 22 alelos codificantes para las secuencias QKRAA, QRRAA 'y

RRRAA en las posiciones 70-74 de la cadena DRBL1. Estos alelos se recogen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Secuencias de AA méas comunes en las posiciones 70-74 de la cadena DRBL1 de la molécula
HLA. En la tabla se indican los distintos alelos codificantes para las diferentes secuencias de AA. En
negrita se muestran los 22 alelos codificantes para las secuencias QKRAA, QRRAA y RRRAA, que han
sido considerados como EC®.

Secuenciade AA EC Alelos HLA-DRB1*
QKRAA si *0401:;*0409;*0413;*0416; *0421;*1419;*1421
*0402;*0414;*0103;*1102;*1116;*1120;*1121;
DERAA no *1301;*1302;*1304;*1308;*1315;*1315;*1317;
*1319:*1322:*1416
QRRAE no *0403;*0406;*0407;*0417;*0420

*0101;*0102;*0105;*0404,*0405;*0408;*0410;
*0419; *1402;*1406;*1409;*1413;*1417;*1420

RRRAA si *1001
*09;*1401;*1404;*1405;*1407;*1408;*1410;

QRRAA si

RRRAE no *1411;*1414;*1418
*0415;*0805;*11011;*11012;*11041;*11042;*1105;
ORRAA 1o *1106;*11081;*11082*1109;¥1110;*1112;*1115;*1118;
*1119;*1122;*1201;*12021;*12022;*12031;*12032;*1305;
*1306;*1307;*1311;*1312;*1314;*1321;*1601;*1602;*1605
QARAA no *15;%1309
QKRGR no *03; *0422;*1107

9. ANALISIS ESTADISTICO.

9.1 Estadistica descriptiva.

Las caracteristicas cuantitativas de los pacientes se representaron utilizando la mediana y el
rango intercuartilico (IQR). En cambio, las variables cualitativas se definieron a partir de los
porcentajes (%). Las medias de las variables cuantitativas con distribucién normal, se
compararon mediante la prueba t de Student; y las variables que no siguieron esta
distribucion, con la prueba U de Mann-Whitney. Para las variables cualitativas se selecciond
la comparacion de frecuencias con el test de chi-cuadrado. Estos analisis se realizaron
utilizando el programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA), excepto en el
trabajo acerca de la relacion de los anticuerpos anti-CarP con la pérdida de la DMO, donde se
utilizo el programa Stata 13.0 (Stata Corp LP, College Station, Texas, USA).
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9.2 Andlisis de correlacién y concordancia.

Para conocer la relacion entre los distintos anticuerpos se utilizé el coeficiente de
correlacion de Spearman (rs) y el coeficiente gamma de Goodman-Kruskal (y). El primero se
uso para conocer la correlacion entre los titulos, y el segundo para determinar la concordancia
en estado. Los valores de estos dos estadisticos varian entre -1 y +1, indicando una asociacion
negativa o positiva respectivamente. El coeficiente de Spearman también se utiliz6 para
determinar la correlacion entre la actividad de la enfermedad y la edad de los pacientes anti-
CarP positivos y anti-CarP negativos. Estos andlisis se realizaron utilizando el programa
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

9.3 Evaluacion de las pruebas diagndsticas.

Se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP),
valor predictivo negativo (VPN), razén de verosimilitud positiva (RV+) y razén de
verosimilitud negativa (RV-), para conocer la contribucion de cada anticuerpo en la
clasificacion de la AR (Figura 10. A). Estos parametros se estimaron para cada uno de los
anticuerpos por separado y para las combinaciones de ACPA o FR, ACPA o FR o anti-CarP, y
(ACPA o FR) y anti-CarP.

Los valores de sensibilidad y especificidad se representaron graficamente mediante una

2% La curva ROC se obtiene

curva de la caracteristica operativa del receptor (ROC)
representando la tasa de verdaderos positivos (sensibilidad) en las ordenadas y la tasa de los
falsos positivos (1 — especificidad) en abscisas. Cuanto mayor es el desplazamiento de la
curva hacia arriba y a la izquierda, mayor es la exactitud diagnostica de la prueba. De esta
forma, el &rea bajo la curva (AUC) puede utilizarse como un indice global de la exactitud del
test. Este indice toma valores entre 1 y 0.5, y cuanto mas proximo a 1 es el AUC, mejor es el
método diagnoéstico (Figura 10. B). Las curvas ROC se obtuvieron utilizando el programa
SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA), y los valores de AUC se calcularon para cada

anticuerpo y para las distintas combinaciones.
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Figura 10. Indices utilizados para valorar una prueba diagnéstica. A) Férmulas aplicadas para evaluar
las pruebas diagnosticas (ACPA o FR, ACPA o FR o anti-CarP, y (ACPA o FR) y anti-CarP)**. B)
Representacion de una curva ROC. En rojo se muestra la diagonal que representa la peor situacidn posible,
con un AUC de 0.5. La fecha negra indica como a medida que la curva se desplaza hacia arriba y hacia la
izquierda, el valor de AUC aumenta, y asi también el valor diagndstico. S: sensibilidad, E: especificidad.

Imagen de autoria propia.

9.4 Arboles de clasificacion.

Se construyeron arboles utilizando el método de andlisis de arboles de regresion y
clasificacién (CART)?*’, que es un método que permite predecir una variable observada a
partir de un conjunto de variables explicativas. Con el método CART se genera una estructura
resultante de la particion binaria recursiva del espacio de representacion, que da lugar a una
organizacion jerarquica en forma de arbol. El &rbol se compone de un nodo raiz, que es el
primer nivel del arbol, de diferentes nodos internos resultantes de la segmentacion binaria, y
de nodos terminales. A modo de ejemplo en la Figura 11 se muestra un esquema sencillo del
arbol. A partir del nodo raiz, el método busca la variable méas adecuada para partirlo en dos
nodos internos utilizando una medida de pureza. La variable que consiga una mayor pureza se
convierte en la utilizada en primer lugar, y asi sucesivamente. EI método CART utiliza una
funcién de particién que asegura que la pureza en los nodos internos sea la maxima. Una de

las funciones mas utilizadas es la denominada Gini. El proceso de segmentacion recursiva
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continda hasta que el arbol es saturado, es decir, hasta que no se pueda realizar una division
adicional. Estos nodos que no llegan a ser divididos forman los nodos terminales del &rbol.

Nodo raiz

[

Nodo interno l/ \l Nodo terminal

()
/N
O O

Nodo terminales

Figura 11. Estructura del &rbol de clasificacion. Se muestra la estructura de un arbol con tres niveles: el
primer nivel con un Gnico nodo, el nodo raiz; el segundo nivel con un nodo interno y un nodo terminal, y el
tercer nivel con dos nodos terminales. Imagen de autoria propia.

Para conocer la aportacion de cada anticuerpo en la clasificacion de los pacientes con AR,
se consideraron los niveles de cada anticuerpo como una escala ordinal (positivo-alto, por
encima de la mediana de los positivos; positivo-bajo, por debajo de la mediana, y negativo)
para construir el arbol. Se utilizo el indice de Gini como medida de pureza para conocer la
variable que mejor separaba a los distintos nodos. La fraccién de pacientes que se quedaron
sin clasificar una vez construido el arbol, se fue modificando hasta que todos los anticuerpos
(los ACPA, el FR y los anticuerpos anti-CarP) aparecieron representados al menos una vez.
También se construyeron arboles para clasificar a los pacientes fumadores de los no
fumadores en funcion de la presencia de autoanticuerpos. En este caso se utilizaron como
variables clasificatorias la presencia o ausencia de cada anticuerpo, las combinaciones entre
ellos y el nimero de autoanticuerpos presentes en el suero (es decir, la presencia /ausencia del
FR, de los ACPA vy de los anticuerpos anti-CarP, la combinacion del FR y los ACPA, la
combinacion del FR y los anticuerpos anti-CarP, la combinacion de los ACPA vy los
anticuerpos anti-CarP, la presencia de un solo anticuerpo, de dos anticuerpos y de tres). En
este caso, también se utilizd el indice de Gini como medida de pureza. Esto arboles se

construyeron utilizando el programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).
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9.5 Evaluacion de la calidad de los modelos.

Se utilizaron medidas que permiten conocer la calidad y bondad de un modelo estadistico,
es decir, lo bien que se ajusta el modelo a los datos. Los estadisticos utilizados fueron el R? de
Nagelkerke y el Criterio de Informacién de Akaike (AIC). El R? informa sobre la fraccion de
la varianza que es explicada por el modelo. Por lo tanto, el ajuste del modelo a los datos
mejora al aumentar el valor de R? ya que la variacién explicada por el modelo es mayor. El
AIC se utiliza siempre para comparar varios modelos y estima la cantidad de informacién que
se pierde en el modelo. EI modelo que presente un menor valor de AIC serd el modelo de
mayor calidad. Cuando se comparan dos modelos, se considera significativa una diferencia en
el AIC >2. Cuando las diferencias son >10 se interpreta que no hay ninguna duda para
considerar como mejor modelo al de menor AIC?%. EI R? y el AIC se utilizaron en el estudio
relacionado con la clasificacion de la AR para estimar la calidad de los distintos modelos de

clasificacion disefiados.

9.6 Analisis multivariantes.

9.6.1 Reqgresion logistica.

La asociacion de los distintos anticuerpos con el desarrollo de la AR se analiz6 mediante
un modelo de regresion logistica multivariante. En el modelo se incluyeron como covariables
el sexo, la edad de inicio de los sintomas y la cohorte. Para estudiar la asociacion
independiente de los anticuerpos anti-CarP respecto al resto de autoanticuerpos, los ACPA y
el FR también se incluyeron como covariables en el modelo. En algunos modelos Unicamente
se considero el estado (negativo o positivo) de cada uno de los distintos anticuerpos; y en
otros, los anticuerpos se consideraron en funcion del nivel de sus titulos: positivo-alto, por
encima de la mediana de los positivos; positivo-bajo, por debajo de la mediana; y negativo.
En estos andlisis, los ACPA y el FR se estudiaron como una Unica variable definida como
“ACPA o FR”. En todos los andlisis siempre se tom6 como referencia la ausencia de
anticuerpo o anticuerpos. El papel de la concordancia en la clasificacion de la AR también se
estimé utilizando este tipo de analisis. En este caso, en el modelo de regresion se incluyd
como variable la presencia de uno, de dos o de tres autonticuerpos. En algunos modelos, la

variable se defini6 combinando la concordancia con los criterios de clasificacion

71



72

MATERIAL Y METODOS

ACR/EULAR 2010. En todo caso, siempre se tomd como referencia la ausencia de
anticuerpos (negatividad para los ACPA, el FR y los anticuerpos anti-CarP). En los anélisis de
la concordancia, los titulos de los ACPA y el FR se estratificaron de acuerdo a los criterios:
positivo-alto, igual o superior a 3 veces el valor de la normalidad; positivo-bajo, inferior a ese

valor; y negativo.

El modelo de regresion logistica multivariante también se utilizd en el estudio de
asociacion entre los anticuerpos anti-CarP y la molécula HLA-DRBL1. Este modelo se aplicd
en el analisis de asociacion entre estos anticuerpos y el alelo DRB1*03. Como covariables se
incluyeron el sexo, la edad de inicio de los sintomas, el tiempo desde el inicio de la clinica, el
EC y la interaccion entre el EC y el alelo DRB1*03. El EC y el alelo DRB1*03 se analizaron
siguiendo un modelo de portadores, es decir, solo teniendo en cuenta la presencia del alelo,
sin discriminar entre homocigotos y heterocigotos. Este analisis se realiz6 para conocer la
asociacion independiente de los anticuerpos anti-CarP con el alelo DRB1*03 respecto al resto
de variables de confusion.

Los analisis de regresion logistica se realizaron utilizando el programa Statistica 7.0

(StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). Para todos ellos se representa el P valor, y la OR de la
regresion con su intervalo de confianza del 95 % (IC 95 %).

9.6.2 Regresién lineal.

La asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la pérdida de la DMO se analiz6 mediante
modelos de regresion lineal multivariante. En estos modelos se incluyeron como covariables
el sexo, la edad de inicio de los sintomas, el IMC y la presencia de la menopausia. En algunos
modelos, se incluyeron también la etnia y la actividad de la enfermedad. En las articulaciones
MCF, la asociacion se analizé utilizando los datos absolutos de la DMO en mg/cm?. En la
CaT y la CoL, las asociaciones se estudiaron utilizando tanto los datos absolutos como las
puntuaciones Z. Para analizar la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la perdida de la
DMO en estas tres localizaciones, se considero tanto el estado de estos anticuerpos (positivo o
negativo), como los titulos divididos en tres niveles: positivo alto, por encima de la mediana
de los positivos; positivo-bajo, por debajo de la mediana; y negativo. Para conocer la

asociacion independiente de los anticuerpos anti-CarP con la disminucion de la DMO, se
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realizaron estos mismos anélisis de regresion lineal en los pacientes ACPA negativos y ACPA
positivos por separado, y considerando Unicamente el titulo de los anticuerpos anti-CarP
divididos en los tres niveles. Todos estos andlisis se realizaron utilizando el programa Stata
12.1 (Stata Corp LP, College Station, Texas, USA), y tomando siempre como referencia la
ausencia de anticuerpos. Para todos ellos se representa el P valor, el coeficiente de la

regresion B y la desviacion estandar (DS).

En el trabajo sobre la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la actividad y el grado de
incapacidad de los pacientes con EA también se utilizaron este tipo de modelos. La relacion
con la actividad se analiz6 utilizando los datos del DAS28 calculado con la VSG, al inicio del
seguimiento y a los 6, 12 y 24 meses. La relacién con la incapacidad funcional se analizé
utilizando los datos basales y a los 6, 12 y 24 meses del HAQ. En todos los modelos se
incluyeron el sexo, la edad y la cohorte como covariables. En algunos andlisis se utilizaron
otras variables de confusién a mayores, indicadas especificamente en el apartado de los
resultados. Para conocer el efecto independiente de los anticuerpos anti-CarP, se realizaron
analisis multivariantes incluyendo también a los ACPA vy al FR. Ademas, se evaluaron las
interacciones entre cada uno de los autoanticuerpos y las distintas variables de confusion
consideradas. Por Gltimo, se tuvo en cuenta el efecto del tratamiento inicial de los pacientes
sobre la actividad, incluyendo en el modelo el tratamiento con GC, con MTX u otros FAMEs,
y el cambio del tratamiento durante el seguimiento. En algunos casos se utilizo la dosis de
MTX definida como una variable cuantitativa, y en otros como una variable dicotomica (>
12.5mg y < 12.5 mg). Todos los analisis se realizaron con el programa Statistica 7.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA), y tomando como referencia la ausencia de anticuerpos. Para

todos ellos se representa el P valor, el coeficiente de la regresion B y la DS.

9.7 Combinacién de cohortes: meta-analisis.

En el estudio acerca de la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la molécula HLA-
DRBL1 y en el estudio de la relacion entre el tabaquismo y la presencia de autoanticuerpos, los

datos de las distintas colecciones utilizadas se combinaron mediante meta-analisis®*®.

Existen dos métodos estadisticos para combinar y representar los resultados en un meta-

analisis: el modelo de efectos fijos y el modelo de efectos aleatorios. EI modelo de efectos
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fijos asume que existe un Unico efecto comun para toda la poblacion de estudios. Por el
contrario, el modelo de efectos aleatorios asume que cada estudio individual es la estimacion
de un efecto especifico distinto, permitiendo que el efecto varie entre los distintos estudios.
Ademas, existen varios métodos estadisticos que permiten evaluar el grado de heterogeneidad,
para valorar hasta qué punto los resultados que provienen de diferentes estudios pueden ser

resumidos en una Unica medida.

Para evaluar la heterogeneidad, en este trabajo se utilizo el parametro de inconsistencia
(1%, que indica la proporcién de la variacién entre estudios respecto a la variacion total, es
decir, la proporcién de la variacion total que es atribuible a la heterogeneidad. También, por
defecto se utilizo el modelo de efectos fijos con el método de la varianza inversa, es decir, que
los estudios con mas muestras contribuyeron mas que los estudios con menos muestras. El
modelo de efectos aleatorios uUnicamente fue utilizado en los meta-andlisis con una
heterogeneidad notable (I*> > 60). Los distintos meta-analisis se realizaron utilizando el
paquete meta®*® del programa estadistico R 3.2.3 (R Foundation, Vienna, Austria), y los

resultados se representaron graficamente utilizando un diagrama de bosque o forest plot.

En el estudio relacionado con el locus HLA-DRB1, los datos de las colecciones IDIPAZ,
PEARL, IDIS, IdISSC, EIRA y EAC Leiden se combinaron mediante meta-analisis. Los
pacientes de cada coleccion se estratificaron en base al estado de los anticuerpos anti-CarP y
los ACPA: anti-CarP* / ACPA’, anti-CarP” / ACPA", anti-CarP* / ACPA", anti-CarP” / ACPA’
. Las frecuencias de los distintos alelos se estudiaron en cada uno de los cuatro grupos;
siguiendo siempre un modelo de portadores, sin discriminar entre heterocigotos y
homocigotos. Las frecuencias de cada grupo se compararon con las frecuencias de los dobles
negativos; es decir, que el grupo de ACPA’/ anti-CarP" se utiliz6 en la mayoria de los analisis
como referencia. En algun caso, se utilizé como referencia al grupo de sujetos control sin la
enfermedad. De cualquier forma, la referencia utilizada aparece claramente indicada en el

apartado de resultados.

En el estudio relacionado con el tabaquismo, los resultados de las colecciones IDIPAZ,
PEARL, IDIS, IdISSC, IDIVAL, BARFOT, NOAR y EAC Leiden también se combinaron

mediante meta-analisis. En este caso se estudio la relacion del tabaquismo con la presencia de
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cada anticuerpo, de sus combinaciones, o bien con el nimero de autanticuerpos presentes en
el suero. Para esto, los pacientes de cada coleccidn se estratificacion en base a la presencia de
un anticuerpo, de dos o dos tres; o bien segun la presencia Unica de cada autoanticuerpo
(ACPA" / anti-CarP" / FR* , ACPA’/ anti-CarP*/ FR" o ACPA’/anti-CarP/FR") o de sus
combinaciones (ACPA" / anti-CarP* / FR* , ACPA'/ anti-CarP/ FR*, o ACPA7/anti-
CarP*/FR™). En la mayoria de los analisis los triple negativos se utilizaron como referencia;
aunque, de nuevo, en el apartado de resultados se indica claramente la referencia utilizada en
cada uno de los casos. Ademas, en algunos analisis, las cohortes BARFOT, NOAR y EAC
Leiden se juntaron en un mismo grupo (van Wesemael y col.), debido a la falta de
informacion para alguno de los grupos analizados en cada una de las cohortes por separado.
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CAPITULO 1.

Asociacion de los anticuerpos anti-CarP con el alelo
HLA-DRB1*03 en los pacientes con AR.

Specific association of HLA-DRB1*03 with anti-Carbamylated
protein antibodies in patients with rheumatoid arthritis.

Cristina Regueiro, Luis Rodriguez-Rodriguez, Ana Triguero-Martinez, Laura Nufio, Angel
L. Castafio-Nufiez, Alejandro Villalva, Eva Pérez-Pampin, Yolanda Lopez-Golan, Lydia
Abasolo, Ana M. Ortiz, Eva Herranz, Dora Pascual-Salcedo, Ana Martinez-Feito, Maria
Dolores Boveda, Juan J. Gomez-Reino, Javier Martin, Maria Francisca Gonzéalez-Escribano,
Benjamin Fernandez-Gutiérrez, Alejandro Balsa, Isidoro Gonzélez-Alvaro, Antonio
Gonzélez.

Regueiro C, Rodriguez-Rodriguez L, Triguero-Martinez A, et al Arthritis Rheumatol. 2019;71(3):331—
339. d0i:10.1002/art.40738. Anexo 1.
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1.1. Prevalencia de autoanticuerpos en los pacientes con AR incluidos.

La relacion de los anticuerpos anti-CarP con los alelos de HLA-DRBL1 se analiz6 en los
pacientes con AR procedentes de la cohorte IDIPAZ (n = 242), de la cohorte PEARL (n =
256) y de la cohorte IdISSC (n = 628). En total, 1126 pacientes que se analizaron junto con
los datos previamente publicados de nuestro centro, IDIS (n = 520)%, y de las colecciones
EIRA (n = 1348)" y EAC Leiden (n = 715)".

En la Tabla 8 se recoge la distribucion de los autoanticuerpos analizados: los anticuerpos
anti-CarP, los ACPA, y sus combinaciones. La frecuencia de los ACPA fue bastante uniforme
en las cohortes IDIPAZ, PEARL, IDIS e EIRA, con un porcentaje de positivos en torno al 60-
70 %. En las cohortes IdISSC y EAC Leiden, la presencia de los ACPA fue menor, con una
positividad del 50 % aproximadamente. El 30-40 % de los pacientes fueron positivos para los
anticuerpos anti-CarP. La cohorte IDIS presento el porcentaje mas bajo para estos anticuerpos
(29.4 %), mientras que en las cohortes IDIPAZ y EAC Leiden los anticuerpos anti-CarP
representaron el 45.9 y 46.9 %, respectivamente. Como resultado de la concordancia entre los
dos autoanticuerpos, la mayor parte de los pacientes anti-CarP positivos también fueron
positivos para los ACPA (Tabla 8). En consecuencia, los pacientes Unicamente positivos para
uno de los dos anticuerpos formaron los grupos mas pequefios, especialmente los anti-
CarP*/ACPA", que Ginicamente representaron el 4.5-7.3 % del total (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencia de los autoanticuerpos en los pacientes con AR utilizados. En la tabla se muestra el
nuimero y porcentaje de los anticuerpos anti-CarP, los ACPA y sus combinaciones en los pacientes con AR
de las 6 colecciones.

ANTICUERPO  IDIPAZ PEARL  1dISSC IDIS EIRA L'i’izfn
anti-CarP* 111 (45.9) 95(37.5) 192(30.6) 153 (29.4) 458 (34.0) 335 (46.9)
ACPA* 170 (70.2) 157 (62.1) 308 (49.0) 334 (64.2) 820 (60.8) 381 (53.3)

anti-CarP/ACPA"™ 61 (25.2) 78(30.8) 288 (45.9) 206 (39.6) 469 (34.8) 282 (39.4)
anti-CarP*/ACPA"  11(45)  18(7.1) 32(5.1) 25(48) 59(44)  52(7.3)
anti-CarP/ACPA" 70(28.9) 80 (31.6) 148(23.6) 161(40.0) 421(31.2) 98(13.7)
anti-CarP"/ACPA" 100 (41.3) 77(30.4) 160 (25.5) 128 (24.6) 399 (29.6) 283 (39.6)
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1.2. Asociacion de los anticuerpos anti-CarP con los alelos de HLA-DRBL.

El complejo HLA confiere el mayor riesgo genético en la AR. Dentro de este complejo, la
mayor parte de la contribucidn genética a la AR reside en la molécula HLA-DRBL. Por este
motivo se analizo la asociacion entre los anticuerpos anti-CarP y los alelos del HLA-DRB1
combinando los datos de las 6 colecciones mediante meta-andlisis. Los pacientes de cada
coleccion se estratificaron en cuatro grupos definidos por la presencia de los anticuerpos anti-
CarP y los ACPA (anti-CarP*/ACPA", anti-CarP/ACPA® y anti-CarP*/ACPA") vy las
frecuencias de los distintos alelos en cada uno de los grupos se compararon con las
frecuencias en los doble negativos (anti-CarP/ACPA’). El grupo de pacientes anti-
CarP*/ACPA" fue especialmente interesante, por ser el grupo donde se pueden identificar las

asociaciones especificas de los anticuerpos anti-CarP sin la interferencia de los ACPA.

Los primeros alelos analizados fueron los incluidos dentro del EC (Figura 12). El resultado
en el grupo de pacientes anti-CarP*/ACPA™ (Figura 12.A, p = 0.3 I> = 0 %) permitié confirmar
la falta de asociacion de los anticuerpos anti-CarP con estos alelos, que es algo publicado

previamente por otros autores®®*%"®

y comentado en el apartado de la introduccion. Por otro
lado, el resultado significativo en los grupos anti-CarP/ACPA" (Figura 12.B, p < 10%°1° = 43
%) y anti-CarP*/ACPA" (Figura 12.C, p < 10™° I = 72 %:; dada la elevada heterogeneidad:
OR =3.6y p = 4.7 x 10™ del meta-analisis de efectos aleatorios) reafirmé la fuerte asociacion
entre el EC y los ACPA. Con el fin de conocer si alguno de estos dos grupos mostraba una
asociacion dominante con los alelos del EC, los pacientes anti-CarP/ACPA" y anti-
CarP*/ACPA" se compararon directamente mediante meta-analisis. Los resultados no
mostraron diferencias significativas (OR = 1.19, p = 0.1, 1> = 40.4 %), lo que implica que el
efecto del EC no es mayor en alguno de los grupos. Es decir, el valor de la OR en los
pacientes anti-CarP*/ACPA" es nominalmente mayor, pero el efecto del EC en este grupo no

domina frente al efecto de estos alelos en los pacientes anti-CarP/ACPA".
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A . " .
Anti-CarP*/ACPA OR  IC95%
EIRA —+— 0.80 [0.51; 1.26]
EAC Leiden . — 0.84 [0.46; 1.53]
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—_—
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IDIPAZ v 0.71 [0.17; 2.98]
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EIRA —=— 562 [4.23; 7.46]
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IDIPAZ ———— 5.15 [2.59; 10.25]
IdISSC —i- 3.17 [2.11; 4.76]
IDIS — 2.36 [1.46; 3.81]
Modelo de efectos fijos <:> 3.95 [3.34; 4.69]
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0.1 05 1 2 10

Figura 12. Asociacion del EC con los pacientes con AR estratificados por la presencia de anticuerpos
anti-CarP y ACPA. En la figura se muestra la asociacion del EC con los pacientes A. anti-CarP*/ACPA",
B. anti-CarP’/ACPA"y C. anti-CarP*/ACPA", tomando como referencia a los dobles negativos. En los tres
casos se muestra el resultado del meta-analisis realizado siguiendo el modelo de efecto fijos. En cada forest
plot se representa el valor de la OR y el IC 95 % de cada una de las colecciones. El peso relativo de cada
cohorte esta representando por el tamafio de los cuadrados, y la OR con el IC 95 % resultante del meta-
andlisis aparece indicada con un diamante.

También se analizaron por separado los alelos mas comunes del EC: los alelos del grupo
DRB1*01, del DRB1*04 y del DRB1*10. Los resultados fueron similares para los alelos de
los grupos *04 y *10: falta de asociacion con los pacientes anti-CarP*/ACPA” y asociacion
significativa con los pacientes positivos para los ACPA. Los alelos del grupo *01 mostraron

una asociacion mucho mas débil y tnicamente con los pacientes anti-CarP*/ACPA" (Tabla 9).
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Tabla 9. Asociacién de los distintos alelos DRB1* en los pacientes con AR estratificados por la
presencia de anti-CarP y ACPA. En la tabla se muestra la OR, el p valor, y la I resultantes del meta-
anélisis realizado para cada alelo en los pacientes anti-CarP*/ACPA", anti-CarP/ACPA™ y anti-
CarP*/ACPA".

Anti-CarP*/ACPA Anti-CarP/ACPA"  Anti-CarP'/ACPA"
DRB1* OR p 12 OR p § OR p 12
*01 065 003 0 1.12 0.3 41 1.26 0.01 55
*04 131 012 26 3.84' 2.8x10™ 77 3.85 <10™ 0
*10 1.18° 07 0 223 0.0009 38 256  6.6x10° 35
*03 157 0.006 0 050 1.0x10° 0O 046 1.1x10™ 53
*07 094 08 51 0.65  0.0003 45 0.75 0.008 0
*08 131 03 0 053 0.0005 O 04  6.4x107 34
*09 0.87° 08 0 1.86° 0.015 51 1.60° 0.058 44
*11 120 03 0 0.66  0.0005 49 05 1.8x10° 23
*13 092 06 0 049 1.8x10™ 17 0.35" 6.9x10° 77
*14 154> 015 0 0.73 0.15 7 0.79 0.3 47
*15 079 03 0 1.01 0.9 7 0.93 0.5 0
*16 1.12° 08 0 1.66 0.07 0 1.30 0.4 43

'La OR y el p valor se corresponden con el meta-analisis realizado siguiendo el modelo de efectos aleatorios.
’Los datos de las cohortes PEARL e IDIPAZ se combinaron debido a la falta de pacientes en alguno de los
grupos incluidos en el analisis. >Ademas de los datos de las cohortes PEARL e IDIPAZ, los datos de las cohortes
IDIS e IdISSC se consideraron como un Unico estudio debido a la falta de pacientes en alguno de los grupos
analizados.

Una vez examinados los alelos del EC, se paso a analizar el resto de alelos del HLA-DRB1
(Tabla 9). Los alelos *08, *11, *13 y *03 mostraron un efecto protector significativo en los
grupos de pacientes ACPA positivos. Este resultado no es sorprendente, ya que la proteccion
de estos alelos frente a la AR seropositiva ya ha sido observada previamente por otros
autores™. El alelo *09 también mostré una asociacién con el grupo de pacientes anti-CarP”
/ACPA". Sin embargo, esta asociacion es cuestionable debido a la baja frecuencia del alelo
*09 en las muestras utilizadas. En el grupo de pacientes anti-CarP*/ACPA el tnico alelo que
mostré una asociacion significativa fue el 03* (Figura 13. A, Tabla 9). A pesar de esta
asociacion, el efecto protector del *03 en los pacientes anti-CarP*/ACPA" no fue diferente del
efecto en el grupo anti-CarP/ACPA" (OR = 0.85, IC 95 %: 0.66-1.08, p = 0.2, I = 0). La

asociacion del *03 con los pacientes anti-CarP*/ACPA™ fue consistente a lo largo de las 6
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colecciones estudiadas (Figura 13.A). Esta consistencia, ademéas de dar solidez al resultado,
explica el motivo por el cual se decidio realizar un analisis mas detallado sobre la asociacion
del alelo *03 en los pacientes anti-CarP*/ACPA".

A Anti-CarP*/ACPA-

EIRA —_— 1.55 [0.88: 2.73]
EAC Leiden 1— 1.72 [0.94: 3.14]
PEARL —f—+———  1.92 [0.58: 6.33]

OR IC95%

IDIPAZ j 256 [0.68: 9.59]

IdISSC —-— 1.18 [0.54; 2.61]

IDIS ——H:— 1.30 [0.45; 3.77]

Modelo de efectos fijos > 1.57 [1.14; 2.17]
I

I T 1
02 05 1 2 5

B . 5 +

Anti-CarP/ACPA OR IC95%
EIRA ] 0.55 [0.31; 0.96]
EAC Leiden - 0.46 [0.25; 0.81]
PEARL ——— 0.97 [0.42; 2.25]
IDIPAZ —%—0-—— 0.57 [0.24; 1.36]
IdISSC - 0.35 [0.21; 0.59]
IDIS _.°_ 0.53 [0.28; 0.99]
Modelo de efectos fijos <'> 0.50 [0.39; 0.64]

T
0.5 1 2
C . + +
Anti-CarP*/ACPA
OR IC95%

EIRA —-'-i— 0.39 [0.27; 0.56]
EAC Leiden —s— 0.47 [0.31; 0.69]
PEARL E —_—— 1.31 [0.58; 2.95]
IDIPAZ —_—— 0.58 [0.26; 1.29]
IdISSC —i— 0.29 [0.16; 0.51]
IDIS —:r—+—— 0.59 [0.29; 1.19]
Modelo de efectos fijos <|> 0.46 [0.37; 0.56]

I T T 1

0.2 05 1 2 5

Figura 13. Asociacion del alelo DRB1*03 con los tres grupos de pacientes definidos por la presencia
de anti-CarP y ACPA. En la figura se muestra la asociacion del alelo *03 con los pacientes A. anti-
CarP*/ACPA’, B. anti-CarP/ACPA" y C. anti-CarP*/ACPA", tomando como referencia a los dobles
negativos. En los tres casos se muestra el resultado del meta-anélisis realizado siguiendo el modelo de
efecto fijos. En cada forest plot se representa el valor de la OR y el IC 95 % de cada una de las colecciones.
El peso relativo de cada cohorte esta representando por el tamafio de los cuadrados, y la OR con el IC 95 %
resultante del meta-analisis aparece indicada con un diamante.
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1.3. Analisis detallado de la relacion entre los anticuerpos anti-CarP y el alelo HLA-
DRB1*03.

La relacion entre el alelo *03 y el grupo de pacientes anti-CarP*/ACPA’ se analiz6 mas al
detalle considerando toda una serie de casuisticas que pueden afectar a los resultados
encontrados. La asociaciéon tan fuerte del EC con la AR introduce un sesgo que podria
artefactuar la asociacion del alelo *03 con los pacientes anti-CarP*/ACPA". Para descartar este
efecto del EC, se repitio el analisis en el subgrupo de pacientes no portadores de estos alelos
(Figura 14). La asociacion del alelo DRB1*03 en los pacientes anti-CarP*/ACPA™ sigui6
siendo significativa (Figura 14.A, p = 0.04, I* = 0). Sin embargo, el papel protector de este
alelo en los pacientes anti-CarP/ACPA" y anti-CarP*/ACPA" se hizo més débil y dejo de ser
significativo (Figura 14.B, p = 0.07, 1> = 0 y Figura 14.C, p = 0.06, 1* = 17; respectivamente).
Estos resultados refuerzan la confianza en la asociacion del alelo *03 con los pacientes anti-
CarP*/ACPA", mientras que el efecto protector de este alelo en los pacientes ACPA™ pasa a

ser mas cuestionable.
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A
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Anti-CarP*/ACPA OR IC95%
EIRA —i— 1.32 [0.60; 2.92]
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Figura 14. Asociacion del alelo DRB1*03 con los pacientes EC negativos. En la figura se muestra la
asociacion del alelo *03 con los pacientes EC negativos A. anti-CarP*/ACPA’, B. anti-CarP/ACPA"y C.
anti-CarP*/ACPA", tomando como referencia a los dobles negativos. En los tres casos se muestra el
resultado del meta-analisis realizado siguiendo el modelo de efectos fijos. En cada forest plot se representa
el valor de la OR y el IC 95 % de cada una de las colecciones. El peso relativo de cada cohorte esta
representando por el tamafio de los cuadrados, y la OR con el IC 95 % resultante del meta-analisis aparece
indicada con un diamante.

Todas las variables que pudiesen tener una influencia en la asociacion del alelo *03 con los
pacientes anti-CarP*/ACPA" se utilizaron para realizar un analisis multivariante. Ademas de la
presencia del EC, se tuvo en cuenta el sexo, la edad, el tiempo desde el inicio de la
enfermedad, y la interaccion entre el EC y el alelo *03. Estas variables se utilizaron para

ajustar el analisis multivariante y asi eliminar el efecto de todas ellas sobre la asociacion
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encontrada. Las variables mencionadas Unicamente estuvieron disponibles para las cohortes
IDIPAZ, PEARL, IdISSC e IDIS (Tabla 10). Como consecuencia de esta disminucion del
tamafo muestral, el poder estadistico se redujo. Por este motivo los resultados de este analisis
se centraron unicamente en los valores de la OR, que no se ven afectados por el tamarfio de la
muestra. Tras ajustar con las 5 variables de confusién, el valor de la OR continu6 siendo muy
parecido (1.53 en el andlisis multivariante vs 1.57 en el meta-analisis). Este resultado
demuestra la falta de influencia de las variables consideradas y fortalece la asociacion del

alelo *03 con los pacientes anti-CarP*/ACPA".

Tabla 10. Caracteristicas de los pacientes con AR utilizados en el andlisis multivariante.

CARACTERISTICAS IDIPAZ PEARL IDIS 1dISSC
(n = 242) (n = 256) (n = 520) (n = 628)
Mujeres (%) 184 (76.0)  211(82.4) 399 (76.7) 460 (73.2)

Edad inicio de los sintomas,
mediana (IQR)
Meses de evolucion,

53 (42-67) 56 (45-68)  49(36-57) 56 (45-65)

mediana (1QR) 4 (2-6) 6 (4-9) 144 (60-252) 48 (24-96)
DRBI*EC (%) 146 (60.3) 144 (56.3) 299 (57.5) 327 (52.1)
47 (19.4) 48 (18.8) 63 (12.1) 128 (20.4)

DRB1*03 (%)

La referencia utilizada también podria estar afectando a los resultados obtenidos. Por este
motivo, el grupo de pacientes anti-CarP/ACPA™ se sustituyd por controles sanos. De nuevo,
esto llevo a una reduccién del tamafio muestral, ya que no se disponia de un grupo control
para cada una de las seis colecciones. En el analisis solo se incluyeron las colecciones de
EIRA, Leiden EAC e IDIS, lo que implicé un total de 2583 pacientes con AR y 2305
controles sanos. La frecuencia del alelo *03 se encontré incrementada tanto en el grupo de
pacientes anti-CarP*/ACPA™ (Figura 15.B, p = 3.4 x 10®, I> = 0) como en los anti-CarP"
IACPA  (Figura 15.A, p = 0.0006, 1> = 8). Sin embargo, al comparar directamente ambos
grupos, el efecto del alelo *03 fue significativamente mayor en los pacientes anti-
CarP*/ACPA™ (OR = 1.55, IC 95 %: 1.02-2.37, p = 0.04, 1> = 0). Este ltimo resultado es
especialmente relevante, ya que confirma la especificidad de la asociacion del *03 con los
pacientes exclusivamente positivos para los anticuerpos anti-CarP. Como cabria esperar,

utilizando a controles como referencia, la frecuencia del alelo *03 se encontré disminuida en
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los grupos de pacientes anti-CarP/ACPA" (Figura 15.C, p = 0.002, 1> = 0) y anti-
CarP*/ACPA* (Figura 15. D, p = 9.6 x 10, 12 = 41), sin diferencias significativas entre ellos
(OR = 1.58, IC 95 %: 1.08-2.32, p = 0.02, I* = 0).
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IDIS B 0.61 [0.34; 1.08]
Modelo de efectos fijos — 0.69 [0.55; 0.87]
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Anti-CarP*/ACPA*
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EIRA : 0.49 [0.35; 0.67]
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Modelo de efectos fijos <I> 0.61 [0.49; 0.76]
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Figura 15. Asociacion del alelo DRB1*03 con los cuatro grupos de pacientes estratificados por la
presencia de anti-CarP y ACPA utilizando como referencia a los controles. En la figura se muestra la
asociacion del alelo *03 con los pacientes A. anti-CarP/ACPA", B. anti-CarP*/ACPA", C. anti-CarP"
IACPA" y D. anti-CarP"/ACPA", tomando como referencia a los controles sanos. En los tres casos se
muestra el resultado del meta-anélisis realizado siguiendo el modelo de efecto fijos. En cada forest plot se
representa el valor de la OR y el IC 95 % de cada una de las colecciones. El peso relativo de cada cohorte
esta representando por el tamafio de los cuadrados, y la OR con el IC 95 % resultante del meta-analisis
aparece indicada con un diamante.
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CAPITULO 2.

Relacion del tabaquismo con la presencia
de autoanticuerpos en el suero de los pacientes con AR.

A predominant association of the triple seropositive patients and
others with rheumatoid factor in the association of smoking with
rheumatoid arthritis.

Cristina Regueiro, Luis Rodriguez-Rodriguez, Raquel Ldpez-Mejias, Laura Nufio, Ana
Triguero-Martinez, Eva Pérez-Pampin, Alfonso Corrales, Alejandro Villalva, Yolanda Lopez-
Golan, Lydia Abasolo, Sara Remuzgo-Martinez, Ana M. Ortiz MD, Eva Herranz, Ana
Martinez-Feito, Carmen Conde, Antonio Mera, Alejandro Balsa, Isidoro Génzalez-Alvaro,
Miguel Angel Gonzélez-Gay, Benjamin Fernandez-Gutierrez, Antonio Gonzélez.

Regueiro C, Rodriguez-Rodriguez L, Raquel Lopez-Mejias et al. Sci Rep. Aceptado.
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2.1. Replicacion de la asociacion del tabaquismo con la presencia concordante de tres

autoanticuerpos.

La asociacion del tabaco con la AR seropositiva se ha explicado como consecuencia de la
citrulinacdn de proteinas inducida por el tabaco a nivel pulmonar. Estas proteinas citrulinadas
serian las encargadas de iniciar reacciones inmunes favoreciendo la produccion de los ACPA.
Sin embargo, como se ha comentado en el apartado de introduccién, no todos los hallazgos
han ido acordes con este modelo patogénico y cada vez hay maés trabajos en los que la
asociacion del tabaco no se vincula exclusivamente a los ACPA. El estudio de van Wesemael
y col. es uno de estos ejemplos™. Sus resultados muestran que el tabaco, en lugar de asociarse
especificamente con los ACPA, se asocia con la presencia simultanea de los ACPA, el FR'y
los anticuerpos anti-CarP. Para tratar de comprender un poco mejor el papel del tabaco en la
produccion de anticuerpos en la AR, en esta parte del proyecto se exploro la relacion entre el
tabaquismo y la presencia concordante de los tres autoanticuerpos.

Los resultados de van Wesemael y col. se intentaron replicar utilizando 2253 pacientes con
AR procedentes de las cohortes IDIPAZ, PEARL, IdISSC, IDIS, IDIVAL y Rome. Se
consideraron fumadores tanto los pacientes que fumaban en el momento de recogida de la
muestra como aquellos que habian fumado en el pasado. En conjunto, los fumadores
representaron alrededor de la mitad de los pacientes (43.6 - 55.1 %); excepto en la cohorte
IDIS, donde el porcentaje de fumadores fue mucho méas bajo (Tabla 11). Como valor medio,
el porcentaje de pacientes FR positivos fue del 61.7 %, el de los ACPA positivos del 57.7 % y
el de los anti-CarP positivos del 34.4 %, aunque con variaciones entre las distintas cohortes
(Tabla 11). Los pacientes se estratificaron en funcién del nimero de autoanticuerpos presentes
en el suero: 0 anticuerpos, 1 anticuerpo, 2 anticuerpos y 3 anticuerpos. Los pacientes con un
unico anticuerpo fueron los menos frecuentes, y los positivos para 2 o 3 autoanticuerpos

presentaron un porcentaje bastante similar, en torno al 30 % (Tabla 11).
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Tabla 11. Porcentaje de fumadores y prevalencia de autoanticuerpos en las colecciones de pacientes
con AR estudiadas. En la tabla se incluyen las cohortes utilizadas en la fase de replicacion y las del
estudio de van Wesemael y col., incluidas en la fase de descubrimiento. Los valores se corresponden con el
nlmero y porcentaje de fumadores y de los distintos anticuerpos.

REPLICACION DESCUBRIMIENTO
IDIPAZ PEARL IDIS IdISSC IDIVAL Rome NOAR EAC Leiden BARFOT
n 243 264 470 508 459 309 678 769 795
Fumadores 48.1 436 204 457 55.1 54 63.7 54 59.2
FR 69.1 66.3 59.8 64.8 51.2 654 40.9 57.5 56.4
ACPA" 70 61.7 638 494 49 61.5 36.4 52.5 57.4
Anti-CarP* 44.9 379 30 311 325 379 26.8 45.4 35.1
N° anticuerpos

0 22.2 223 236 2738 37.7 201 43.1 34.5 33.1

1 8.6 17 202 232 17 21.7 24.6 16.8 13.8

2 32.1 33 31 25 20.3 317 15.9 16.6 24.3

3 37 277 211 24 25.1 265 15.8 35.1 28.8

Esta estratificacion de los pacientes se utilizd para analizar la relacion del tabagquismo con
el nimero de anticuerpos (Tabla 12). Los pacientes positivos para tres autoanticuerpos fueron
los Gnicos que mostraron una asociacion significativa con el habito tabaquico (OR =1.99, IC
95 %: 1.56-2.54, p = 2.5 x 10°®, 1? = 26). Esta asociacién no solo fue significativa en relacién
a los pacientes sin anticuerpos, sino que también lo fue frente a los pacientes con un
anticuerpo (OR = 1.68, IC 95 %: 1.32-2.13, p = 2.2 x 10, I> = 0) y con dos anticuerpos (OR
= 1.61, IC 95 %: 1.27-2.04, p = 8.1 x 10, 1> = 0). Por el contrario, los pacientes fumadores
positivos para uno o dos autoanticuerpos no fueron diferentes de los pacientes negativos para
los tres autoanticuerpos. Estos resultados concuerdan con los de van Wesemael y col., y
refuerzan la asociacion del tabaquismo con la presencia simultanea de los ACPA, el FR y los

anticuerpos anti-CarP.
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Tabla 12. Asociacion del tabaquismo con el niumero de autoanticuerpos en los pacientes con AR
utilizados en la replicacion. En la tabla se muestra el nimero de pacientes fumadores y no fumadores con
0, 1, 2 o 3 autoanticuerpos en cada una de las cohortes de replicacion. Se indican los resultados del meta-
analisis realizado con el modelo de efectos fijos (ORY) y con el modelo de efectos aleatorios (OR?), debido
a la heterogeneidad significativa de las colecciones en alguno de los analisis.

COHORTE NUMERO DE ANTICUERPOS
0 1 2 3

IDIPAZ

No Fumador 40 7 38 41

Fumador 14 14 40 49
PEARL

No Fumador 37 28 51 33

Fumador 22 17 36 40
1dISSC

No Fumador 90 60 75 51

Fumador 51 58 52 71
IDIS

No Fumador 83 81 138 72

Fumador 28 14 27 27
IDIVAL

No Fumador 88 39 41 38

Fumador 85 39 52 77
Rome

No Fumador 31 34 45 32

Fumador 31 33 53 50
META-ANALISIS

OR* 1.0 (Ref.) 1.19 1.19 1.99

IC 95 %' - 0.91-1.55 0.94-1.52 1.56-2.54

pt - 0.2 0.2 25x10°

OR? 1.0 (Ref.) 1.22 1.22 1.99

IC 95 %? - 0.74-2.01 0.84-1.77 1.49-2.64

p? - 0.4 0.3 25x10°

2.2. Asociacion entre el tabaquismo y la presencia concordante de autoanticuerpos
combinando todos los datos disponibles.

Las seis colecciones utilizadas en la fase de replicacion se combinaron con las tres
colecciones del estudio de van Wesemael y col., juntando un total de 4494 pacientes con AR.
Este incremento del tamafio muestral permitio obtener la potencia estadistica necesaria para

analizar los distintos subgrupos de pacientes y confirmar los resultados anteriores.
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De nuevo, se observo una asociacion predominante entre el tabaquismo y los pacientes
positivos para los tres autoanticuerpos, tanto en relacion a los pacientes negativos (Figura 16.
A, p=44x10", I>=17) como a los positivos para uno (OR = 1.77, IC 95 %:1.46-2.14, p =
7.5 x 10, 17 = 34) o dos anticuerpos (OR = 1.54, IC 95 %:1.29-1.84, p = 1.4 x 10, I? = 12).
Con la combinacidn de todas las colecciones también se encontrd un incremento significativo
del porcentaje de fumadores en los dobles positivos (Figura 19. B, p = 0.009, I*= 41). Por el

contrario, los pacientes positivos para un Unico anticuerpo no mostraron ninguna asociacion

con el hébito tabaquico (Figura 16. C, p = 0.4, I> = 56, siguiendo el modelo de efectos
aleatorios por la elevada heterogeneidad).
A 1vs. 0 OR 1C95% B 2vs. 0 OR IC95%
IDIPAZ . —— 5.71 [1.92;17.04] DIPAZ | ——+—— 3.01 [1.42;6.39]
PEARL —— 1.02 [0.46; 2.27] PEARL — 1.19 [0.60; 2.34]
1dISSC - 171 [1.04; 2.81] |dISSC —t— 1.22 [0.75; 2.00]
IDIS —&— 0.51 [0.25; 1.04] |pIS —— 0.58 [0.32; 1.05]
IDIVAL —— 1.04 [0.61; 1.77] |pIVAL ——— 1.31 [0.79; 2.18]
NOAR - 0.87 [0.59; 1.29] NOAR —_ 1.03 [0.65; 1.63]
EAC Leiden """— 1.23 [0.805 1.89] EAC Leiden __:_.__ 1.38 [0‘90;212]
BARFOT i 1.01 [0.65; 1.58] gaRFOT e 1.52 [1.04; 2.22]
Rome L 0.97 [0.49; 1.94] Rome N 118 [0.62 2.23]
Modelo de efectos fijos % 1.09 [0.91; 1.30] Modelo de efectos fijos <'> 1.26 [1.06; 1.49]
| L 1 H
I I I 1
0.1 05 1 2 10 a5 B @ B -

C 3vs. 0 OR IC95%

IDIPAZ ——=—— 3.41 [1.63,7.13]

PEARL ———— 204 [1.01;4.11]

IdISSC —— 246 [1.49;4.04]

IDIS —f— 1.11 [0.60; 2.06]

IDIVAL — 2.10 [1.29; 3.42]

NOAR +—%—  3.12 [1.79; 5.46]

EAC Leiden e 1.79 [1.26; 2.55]

BARFOT —— 1.86 [1.29; 2.68]

Rome = 1.56 [0.80; 3.04]

Modelo de efectos fijos <> 2.00 [1.69; 2.36]

I T i 1

02 05 1 2 5
Figura 16. Asociacion del tabaquismo con el namero de autoanticuerpos en el meta-analisis
incluyendo las cohortes de replicacion y descubrimiento. En la figura se muestra la asociacion del
tabaco en los pacientes A. positivos para un anticuerpo, B. dobles y C. triples positivos, tomando como
referencia a los pacientes negativos para los tres anticuerpos. En los tres casos se muestra el resultado del
meta-analisis realizado siguiendo el modelo de efecto fijos. En cada forest plot se representa el valor de la
OR y el IC 95 % de cada una de las colecciones. El peso relativo de cada cohorte esta representando por el
tamafio de los cuadrados, y la OR con el IC 95 % resultante del meta-analisis aparece indicada con un
diamante.
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2.3. Asociacion del tabaquismo con la presencia del FR en los pacientes con uno o dos

autoanticuerpos.

Una vez analizada la relacion entre el tabaco y el nimero de autoanticuerpos, se intentd
buscar alguna asociacion especifica entre el tabaquismo y alguno de los tres anticuerpos
estudiados. Para esto se analizaron por separado los pacientes Unicamente positivos para el
FR, para los ACPA o para los anticuerpos anti-CarP. Los pacientes solo positivos para el FR
(FR";) fueron los Unicos que mostraron una asociacion significativa con el tabaco, mientras
que los positivos para los ACPA o los anticuerpos anti-CarP apenas fueron distintos de los

pacientes triple negativos (Tabla 13).

La asociacion del tabaco con los pacientes doble positivos Unicamente fue significativa en
presencia del FR (FR*,) (OR = 1.30, IC 95 %: 1.09-1.55, p = 0.004, 1= 40). Por el contrario,
los pacientes ACPA*/anti-CarP*/ FR™ (FR,) no se diferenciaron de los triple negativos (OR =
0.95, IC 95 %: 0.64-1.39, p = 0.8, I*= 32). La asociacién del tabaquismo con los pacientes
FR" no fue diferente al comparar aquellos con uno (FR";) o dos anticuerpos (FR",) (p = 0.9).
Por este motivo, ambos grupos se juntaron en uno solo (FR"1+,). Como cabria esperar, este
grupo de pacientes FR* (FR"142) mostré una asociacion significativa con el habito tabaquico
(Figura 27.A, p = 0.001, 1> = 45 %), con un efecto mas fuerte al utilizar a todos los pacientes

FR negativos como referencia (Figura 27.B, p = 0.0002, I° = 0).

97



98

RESULTADOS

Tabla 13. Asociacion del tabaco con la presencia de los autoanticuerpos estudiados en los pacientes
con AR que solo tienen un anticuerpo. En la tabla se muestra el nimero fumadores y no fumadores en el
grupo de pacientes Unicamente positivos para el FR (FR'/ ACPAanti-CarP), para los ACPA (FR/
ACPA/anti-CarP") o para los anticuerpos anti-CarP (FR/ ACPA /anti-CarP"). Se indican los resultados del
meta-analisis realizado con el modelo de efectos fijos (OR") y con el modelo de efectos aleatorios (OR?),
debido a la heterogeneidad significativa detectada en alguno de los analisis.

COHORTE ANTICUERPO
0 FRY; ACPA",  Anti-CarP™,

IDIPAZ

No Fumador 40 2 4 1

Fumador 14 6 6 2
PEARL

No Fumador 37 13 9 6

Fumador 22 10 4 3
1dISSC

No Fumador 90 45 8 7

Fumador 51 42 10 6
IDIS

No Fumador 83 28 43 10

Fumador 28 8 4 2
IDIVAL

No Fumador 88 18 11 10

Fumador 85 21 12 6
van Wesemael y col.

No Fumador 367 84 57 43

Fumador 430 122 59 41
Rome

No Fumador 31 14 6 14

Fumador 31 12 9 12
Meta-analisis

OR! 1.0 (Ref.) 1.28 1.0 0.86

IC 95 %' - 1.03-1.61 0.74-1.34 0.61-1.21

P - 0.03 0.10 0.39

I, % - 16.5 53.4 0

OR* 1.0 (Ref.) 1.29 1.10 0.86

IC 95 %* - 0.98-1.70  0.65-1.85  0.61-1.21

p? - 0.07 0.724 0.39
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A

FR*,,,vs. 0 OR IC95%
IDIPAZ I 317 [1.49;6.73]
PEARL ——*f— 1.18 [0.61; 2.27]
IdISSC T 1.38 [0.89; 2.14]
IDIS — 0.68 [0.39; 1.20]
IDIVAL - - 1.31 [0.82;2.09]
van Wesemael y col. = 1.34 [1.07;1.67]
Rome —— 1.11 [0.60; 2.04]
Modelo de efectos fijos <> 1.29 [1.11; 1.52]

T T B 1
0.2 05 1 2 5

B

FR*,,, vs. FR OR IC95%
IDIPAZ . 1.97 [1.03; 3.77]
PEARL e 1.19 [0.66; 2.13]
IdISSC —1— 1.27 [0.85; 1.92]
IDIS . 1.01 [0.60; 1.71]
IDIVAL —— 1.33 [0.85; 2.08]
van Wesemael y col. — 1.39 [1.13;1.71]
Rome —— 1.08 [0.64; 1.83]
Modelo de efectos fijos <‘> 1.32 [1.14; 1.53]

I E—

0.5 1 2

Figura 17. Asociacién del tabaco con la presencia del FR en los pacientes con AR que presentan uno
o dos autoanticuerpos. En la figura se muestra la asociacion del tabaquismo con los pacientes FR* con uno
y dos anticuerpos (FR'14,) utilizando en A. los triples negativos (0) como referencia y en B. todos los
pacientes FR". En los dos graficos se muestra el resultado del meta-analisis realizado siguiendo el modelo
de efectos fijos. En cada forest plot se representa el valor de la OR y el IC 95 % de cada una de las
colecciones. El peso relativo de cada cohorte esta representando por el tamafio de los cuadrados, y la OR
con el IC 95 % resultante del meta-analisis aparece indicada con un diamante.

2.4. Andlisis exploratorio en todos los pacientes.

En todos los andlisis anteriores los pacientes de cada coleccion se estratificaron por la
presencia de los anticuerpos anti-CarP, los ACPA y el FR. Con el fin de evitar esta division
de la muestra, se decidio realizar un andlisis exploratorio que permitiese incluir a todos los
pacientes sin estratificar por su estatus de seropositividad o por coleccion. Los arboles de
clasificacion se seleccionaron como método de analisis, ya que identifican la mejor forma de
diferenciar a los pacientes fumadores de los no fumadores a partir del estado de cada uno de

los autoanticuerpos y sus combinaciones (Figura 18).

La primera division del arbol se realizo de acuerdo a la presencia concordante de los tres
autoanticuerpos. Asi, la triple seropositividad quedaria definida como la mejor herramienta

para diferenciar a los pacientes fumadores de los no fumadores. EI FR fue el siguiente en
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aparecer, clasificando a los pacientes restantes que no fueron positivos para los tres
autoanticuerpos. La altima division del arbol fue mas compleja, y dividio a los pacientes FR
positivos en dos grupos. Por un lado, el grupo de pacientes con mas fumadores definido por la
presencia unica de este anticuerpo, y por otro lado, el grupo con menos fumadores definido
por la presencia concurrente del FR y otro autoanticuerpo (los ACPA o los anticuerpos anti-
CarP). En todo caso, las dos primeras divisiones del arbol replicaron los resultados obtenidos
en los analisis estratificados: asociacion predominante del tabaquismo con los pacientes triple

positivos, y con el FR en los restantes pacientes positivos para uno o dos autoanticuerpos.

-
/ ~
/ \\\ 1187
~ 3ANTICUERPOS
9
+ "
61 %
1935 FR 1369
- +
46 % 50 %
944 1 425
ANTICUERPO ">
49 %

Figura 18. Arbol de clasificacion de los pacientes fumadores y no fumadores de acuerdo a la
presencia de autoanticuerpos. Se muestra el mejor arbol de clasificacién obtenido para diferencair a los
pacientes fumadores de los no fumadores de acuerdo al estado de los autoanticuerpos y sus combinaciones.
En cada nodo se representa un histograma con la frecuencia de los pacientes fumadores (linea continua) y
de los no fumadores (linea discontinua). La frecuencia de los fumadores aparece también indicada
ntmericamente con el porcentaje. Se indican los anticuerpos seleccionados en cada una de los divisiones, y
encima de cada nodo el estatus necesario (positivo o negativo) para alcanzar el siguiente nivel, junto con el
ndmero de pacientes que fueron pasando en cada division. El nodo raiz y los nodos internos estan
representados en azul, y los nodos terminales en rojo.
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CAPITULO 3.

Valor predictivo de los anticuerpos anti-CarP
en los pacientes con EA, y su contribucién en
la clasificacion de los pacientes con AR.

Value of measuring anti-Carbamylated protein antibodies for
classification on early arthritis patients.

Cristina Regueiro, Laura Nufio, Ana M Ortiz, Diana Peiteado, Alejandro Villalba, Dora
Pascual-Salcedo, Ana Martinez-Feito, Isidoro Gonzalez-Alvaro, Alejandro Balsa, Antonio
Gonzélez.

Regueiro C, Nufio L, Ortiz AM, et al. Sci Rep. 2017;7(1):12023. doi:10.1038/s41598-017-09657-5.
Anexo 2.

Improved RA classification among early arthritis patients with
the concordant presence of three RA autoantibodies: analysis in
two early arthritis clinics.

Cristina Regueiro, Lorena Rodriguez-Martinez, Laura Nufio, Ana M Ortiz, Alejandro
Villalba, Dora Pascual-Salcedo, Ana Martinez-Feito, Isidoro Gonzalez-Alvaro, Alejandro
Balsa, Antonio Gonzalez.

Regueiro C, Rodriguez-Martinez L, Nufio L, et al. Arthritis Res Ther. 2019;21(1):280.
doi:10.1186/s13075-019-2079-4. Anexo 3.
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3.1 Prevalencia de autoanticuerpos y caracteristicas de los pacientes incluidos.

Los pacientes con EA que habian completado dos afios de seguimiento y que disponian de
una muestra de suero de la consulta basal se utilizaron para evaluar el papel de los anticuerpos
anti-CarP en la clasificacién de los pacientes. En total, 1062 pacientes procedentes de la
cohorte IDIPAZ (n = 525) y de la cohorte PEARL (n = 537). Las caracteristicas de los
pacientes y la comparacion entre las dos cohortes se recogen en la Tabla 14. Los pacientes de
cada una de las cohortes no mostraron diferencias importantes, aunque los pacientes de la
cohorte IDIPAZ fueron mas jovenes, incluyeron més fumadores y presentaron una artritis mas
temprana. Respecto a la cohorte IDIPAZ, los pacientes incluidos en la cohorte PEARL se

caracterizaron por presentar un mayor porcentaje de mujeres.

Tabla 14. Caracteristicas y comparacion de los pacientes de las dos cohortes de pacientes con EA. En
la tabla se muestran las caracteristicas clinicas y seroldgicas de todos los pacientes y de aquellos incluidos
en cada una de las dos cohortes. Los P valores son el resultado de la comparacion de ambas cohortes. Los
pacientes fueron clasificados al final del seguimiento con AR, Al u otras enfermedades.

TOTAL IDIPAZ PEARL

CARACTERISTICAS =" (= 525 - P
Mujeres (%) 818 (77.0) 389 (74.1)  429(79.9)  0.025
Eﬁ‘i?j?air?;"(iﬁgd;)'“ sintomas, 52 (40-65) 50 (39-65) 54 (42-66)  0.015
fneerg;”na: (‘igg‘;"'“dé”’ 16 (8-28) 12 (6-22)  21(12-34) < 0.001
Fumadores (%) 444 (45.1) 222 (465)  222(43.8)  0.001
FR positivos (%) 444 (41.8) 217 (413)  227(42.3)  0.757
ACPA positivos (%) 395 (37.8) 201(38.3)  194(36.1)  0.726
Anti-CarP positivos (%) 291 (27.4) 146 (27.8)  145(27.0)  0.768
AR (%) 530 (49.9) 252 (48.0)  278(51.8)  0.219
Al (%) 212 (20.0) 90 (17.1)  122(22.7)  0.023
Otros diagndsticos (%) 320 (30.1) 183 (34.9) 137 (25.5) <0.001

Casi la mitad de los pacientes (49.9 %) fueron clasificados como AR al final de los dos
afnos de seguimiento. El resto fue clasificado con otras enfermedades, incluyendo la Al como
la mas frecuente (20.0 %) y otros diagnosticos menos comunes como la espondiloartritis, el
SS, el LES, la artritis psoridsica o la enfermedad inflamatoria intestinal. Todos estos
diagnosticos alternativos juntos representaron el 30.1 % del total, y aqui se incluyeron en el

grupo de los pacientes con EA y otras enfermedades (OEA).
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Los pacientes clasificados con AR y los pacientes sin esta enfermedad (Al y OEA)
mostraron caracteristicas basales diferentes (Tabla 15). Los pacientes con AR presentaron una
mayor edad de inicio, una mayor duracion de los sintomas, y tuvieron mas actividad de la
enfermedad y mas frecuencia de erosiones. La frecuencia de autoanticuerpos también fue
mayor en los pacientes con AR. Los anticuerpos anti-CarP se encontraron en el 27.4 % de los
pacientes con EA y en el 41.9 % de los clasificados como AR. En los pacientes clasificados
con otras enfermedades el porcentaje de positivos para los anticuerpos anti-CarP fue mas bajo
(13.0 %), sin mostrar diferencias entre los clasificados con Al (13.8 %) y los incluidos en el
grupo OEA (11.8 %) (Figura 19).

Tabla 15. Comparacion de los pacientes con AR y sin AR en el conjunto de las dos cohortes de EA.
En la tabla se muestran las caracteristicas clinicas y seroldgicas de los pacientes diagnosticados con o sin
AR. Los P valores son el resultado de la comparacion entre ambos grupos.

- AR no AR
CARACTERISTICAS (n=530) (n=532) P
Mujeres (%) 420 (79.2) 398 (74.8) 0.09

Afos de inicio de los sintomas,
mediana (IQR)

Semanas de evolucién,
mediana (IQR)

54 (43-67) 49 (37-64) 25x10°

20 (11-3) 12 (6-24) 63 x10*

Fumadores (%) 234 (46.0) 210 (44.2) 0.6

FR positivos (%) 358 (67.5) 86 (16.2) 6.4x10°%
ACPA positivos (%) 349 (66.3) 46 (8.8) 2.7x10%
Anti-CarP positivos (%) 222 (41.9) 69 (13.0) 6.7x10%
DAS28, mediana (IQR) 5.2(3.9-6.3) 3.9(2.9-49) 7.0x10*
Erosiones (%) 77 (14.6) 16 (4.5) 6.5x 10

En los pacientes con AR los titulos de los anticuerpos anti-CarP mostraron una correlacion
significativa pero modesta con los titulos de los ACPA (rs = 0.40, IC 95 %: 0.32-0.48) y del
FR (rs = 0.36, IC 95 %: 0.28-0.44). Mas notable fue la concordancia del estado
positivo/negativo de los anticuerpos anti-CarP con los otros dos tipos de autoanticuerpos (y =
0.70, IC 95 %: 0.58-0.81 con los ACPA, y y = 0.70, IC 95 %: 0.59-0.82 con el FR), aunque
claramente inferior al nivel de concordancia entre los ACPA y el FR (y = 0.89, IC 95 %: 0.85-
0.94). En los pacientes sin AR los niveles de concordancia fueron mas bajos y, de nuevo, los
anticuerpos anti-CarP mostraron una concordancia con los ACPA (y = 0.39, IC 95 %: 0.70-
0.08) y con el FR (y = 0.52, IC 95 %: 0.31-0.73) inferior a la presentada entre estos dos
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ultimos anticuerpos (y = 0.74, 1C 95 %: 0.60-0.88). A pesar de esta coexistencia, cuando se
realizé un andlisis multivariante incluyendo a los tres autoanticuerpos, los anti-CarP se
asociaron de manera independiente con la AR al final del seguimiento (OR = 1.7, IC 95 %:
1.1-2.6, p = 0.009), aunque esta asociacion fue mucho mas débil que la mostrada por los
ACPA (OR =11.3, IC 95 %: 7.4-17.2, p = 3.5 x 10%) y por el FR (OR = 2.9, IC 95 %: 2.0-
4.3,p=29x10%).
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Figura 19. Titulos de los anticuerpos anti-CarP en los controles sanos y en los pacientes clasificados
con AR, Al y OEA al final del seguimiento. En el gréafico se representan los titulos de los controles sanos
y de los pacientes con EA estratificados de acuerdo a la clasificacion al final del seguimiento: AR, Al y
OEA. Cada punto representa el titulo de un individuo, y la linea horizontal el punto de corte establecido
para determinar la positividad.

3.2. Valor diagnéstico de los anticuerpos anti-CarP en los pacientes con EA.

La capacidad de los anticuerpos anti-CarP para clasificar de forma correcta a los pacientes
con AR se evalud con los pardmetros normalmente utilizados en la valoracion de los
marcadores diagnosticos: sensibilidad, especificidad, valores predictivos, razones de

verosimilitud y AUC de las curvas ROC.
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Los primeros parametros utilizados fueron la sensibilidad y la especificad. Los anticuerpos
anti-CarP fueron los menos sensibles (41.9), tanto en comparacion con los ACPA (66.3) como
con el FR (67.5) (Tabla 16). Sin embargo, su valor de especificidad fue bastante alto (87.0),
incluso similar a la especificidad de los ACPA (Tabla 16). En el conjunto de pacientes ACPA
la sensibilidad de los anticuerpos anti-CarP disminuyo y fue inferior a la sensibilidad del FR
(Tabla 16). En los pacientes doble negativos la sensibilidad de los anticuerpos anti-CarP
disminuyo todavia mas (9.4). Por el contrario, la especificidad de los anticuerpos anti-CarP se
mantuvo bastante alta, tanto en el grupo de pacientes ACPA™(87.8) como en los pacientes en
ACPAFR™ (89.8) (Tabla 16). El verdadero papel de los anticuerpos anti-CarP en la
clasificacion de la AR vendria determinado por su contribucion sobre la combinacion de
autoanticuerpos utilizada en los criterios de clasificacion actuales. Los criterios de
clasificacion ACR/EULAR 2010 tienen en cuenta la serologia positiva para los ACPA o el
FR. En consecuencia, para considerar a los anticuerpos anti-CarP como buenos
biomarcadores, su inclusion en la combinacion de “ACPA o FR” deberia incrementar el valor
de sensibilidad sin suponer grandes pérdidas de especificidad. La inclusion de los anticuerpos
anti-CarP sobre esta combinacion incrementé la sensibilidad un 2.2 %, con un coste de
especificidad del 8.1 % (diferencia entre las columnas “ACPA o FR” y “ACPA o FR o anti-
CarP” de la Tabla 16). La aportacion de estos anticuerpos fue algo mas notable en los
subgrupos de pacientes ACPA"y ACPA'FR’, con una ganancia de sensibilidad del 6.8 y 9.4 %

respectivamente, y sin pérdidas en los valores de especificidad (Tabla 16).

Los siguientes parametros examinados fueron los valores predictivos y las razones de
verosimilitud. Los valores predictivos de los anticuerpos anti-CarP fueron inferiores a los de los
ACPA y el FR (Tabla 16). Al incluir a los anticuerpos anti-CarP en la combinacion de “ACPA 0
FR” el VPN apenas se modificé (75.6 vs. 75.3 sin incluir e incluyendo a los anti-CarP,
respectivamente), mientras que el VPP disminuyé del 78.9 % al 73.4 % al incluir a los anti-
CarP (Tabla 16). Las razones de verosimilitud para los anticuerpos anti-CarP fueron peores que
las de los ACPA y el FR (Tabla 16). La inclusion de los anticuerpos anti-CarP con la
combinacion de “ACPA o0 FR” produjo una disminucion de la RV+ (3.2 vs 2.7 sin incluir e
incluyendo a los anti-CarP, respectivamente), sin modificar el valor de la RV- (0.3 en ambos
casos) (Tabla 16). En los pacientes ACPA" y ACPAFR’ la capacidad de los anticuerpos anti-
CarP para clasificar la AR fue bastante modesta (Tabla 16). Esta limitacion fue especialmente
notable en los VPP, con valores bajos tanto en los ACPA™ (34.8) como en los ACPAFR(22.2).
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Por dltimo, también se analizaron las curvas ROC para calcular el valor de AUC de cada
uno de los anticuerpos y combinaciones estudiadas (Tabla 16). Los resultados mostraron que
la incorporacion de los anticuerpos anti-CarP no mejord la clasificacion de los pacientes
respecto a la combinacion utilizada en los criterios de clasificacion actuales (AUC: 0.77 vs.

0.74 sin incluir e incluyendo a los anti-CarP, respectivamente).

Tabla 16. Parametros utilizados para evaluar el valor diagnostico de los distintos anticuerpos y sus
combinaciones. En la tabla se muestran los valores de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN, RV+, RV-y
AUC de los distintos anticuerpos y sus combinaciones en el conjunto de pacientes con AR, en el subgrupo
ACPA yen los ACPA/FR'.

Anti-CarP  ACPA FR ACPAoFR ACPA o FR o Anti-CarP

Sensibilidad
Todos los pacientes 41.9 66.3 67.5 75.9 78.1
ACPA 175 na 28.2 28.2° 35.0
ACPA/FR 9.4 na na na 9.4°
Especificidad
Todos los pacientes 87.0 91.2 83.8 79.4 71.3
ACPA 87.8 na 87.1 87.1° 78.3
ACPA/FR 89.8 na na na 89.8°
VPP
Todos los pacientes 76.3 88.4 80.6 78.9 73.4
ACPA 34.8 na 45.0 45.0° 37.6
ACPA’/FR 22.2 na na na 22.2¢
VPN
Todos los pacientes 60.1 72.8 72.2 76.5 76.3
ACPA 74.0 na 76.5 76.5° 76.3
ACPA’/FR 76.3 na na na 76.3°%
RV+
Todos los pacientes 3.2 7.5 4.2 3.7 2.7
ACPA 14 na 2.2 2.2° 1.6
ACPA’/FR 0.9 na na na 0.9°
RV-
Todos los pacientes 0.7 0.4 0.4 0.3 0.3
ACPA 0.9 na 0.8 0.8° 0.8
ACPA’/FR 1.0 na na na 1.0%
AUC
Todos los pacientes 0.65 0.79 0.76 0.77 0.74
ACPA 0.53 na 0.58 0.58° 0.57
ACPA’/FR 0.49 na na na 0.49°

®Valores repetidos, representados mas de una vez en la tabla, pero indicados para facilitar las comparaciones.
na: no aplicable.
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3.3. Contribucion de los anticuerpos anti-CarP a la clasificacion de los pacientes con AR.

La incorporacion de los anticuerpos anti-CarP no supuso una mejoria respecto a la
combinacion de anticuerpos utilizada en los criterios de clasificacion actuales. Sin embargo,
en los criterios ACR/EULAR 2010 no solo se tiene en cuenta la presencia o ausencia de los
ACPA o el FR, sino que también se valora el titulo de estos anticuerpos. Asi, los pacientes
con titulos altos y los pacientes con titulos bajos se ponderan de manera distinta. A los
primeros se les puntda con 3 puntos y a los segundos con 2. Por lo tanto, para conocer la
contribucion real de los anticuerpos anti-CarP sobre los criterios de clasificacion
ACR/EULAR 2010 se realizaron nuevos andlisis estratificando a los anticuerpos en funcion

del nivel de sus titulos.

Los titulos altos de los anticuerpos anti-CarP se asociaron significativamente con la
clasificacion como AR al final del seguimiento (OR = 7.1, IC 95 %: 4.5-11.1) (Tabla 17). Sin
embargo, esta asociacion fue mucho mas baja que la de los titulos altos de los “ACPA o FR”
(OR = 36.4, IC 95 %: 19.6-67.3). Los titulos bajos de los anticuerpos anti-CarP también se
asociaron significativamente con la clasificacion como AR (OR = 3.9, IC 95 %: 2.6-5.8),
aungue con un efecto que no fue muy diferente al de los titulos altos. Ademas, la asociacion
de los titulos bajos de los anticuerpos anti-CarP no fue diferente de la asociacion de los titulos
bajos de “ACPA o FR”. En consecuencia, los titulos altos y bajos de los anticuerpos anti-CarP
tendrian un peso similar en la clasificacion de la AR, y su efecto seria semejante al efecto de
los titulos bajos de los “ACPA o FR”.

Tabla 17. Asociacion de los distintos autoanticuerpos con la clasificacion de la AR en funcion de sus
titulos. En la tabla se muestra la OR con el IC 95% y el P valor, resultantes de la regresion logistica.

Serologia Comparacion OR (IC 95 %) P
ACPAORF  bajo vs. negativo 5.1(3.5-7.3) 1.3x10™*®
ACPAORF  altovs. negativo  36.4 (19.6-67.3) 3.2x10™%

anti-CarP bajo vs. negativo 3.9(2.6-5.8) 2.4 x10™
anti-CarP alto vs. negativo 7.1(45-11.1) 1.1x10™"

Por ultimo, se utilizaron métodos exploratorios basados en arboles de clasificaciéon para
crear un modelo predictivo que reflejase la mejor combinacion de anticuerpos en la

clasificacion de la AR (Figura 20). Los ACPA fueron los primeros anticuerpos utilizados para
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dividir el arbol, quedando definidos como los mejores biomarcadores de clasificacion de la
AR. El FR fue el anticuerpo que aparecio en la siguiente division del arbol. En esta segunda
division el FR consiguié incrementar la sensibilidad al aumentar el nimero de pacientes
clasificados correctamente como AR. Los anticuerpos anti-CarP aparecieron tras dos
divisiones més, en un arbol grande con un total de 7 nodos terminales. Los anticuerpos anti-
CarP no mejoraron la sensibilidad, Unicamente incrementaron un poco la especificidad del

modelo al aumentar el nimero de pacientes sin AR clasificados correctamente.

—no AR 0
----AR H!

ACPA =651 ACPA" alto/bajo = 390

" } FR™ alto/bajo = 329
FR™ alto/bajo = 111

ACPA™
alto =17, bajo = 44

Anti-CarP™
alto/bajo =11

Figura 20. Arbol de clasificacion de los pacientes con EA. Se muestra el arbol mas pequefio que permitio
observar una division basada en los anticuerpos anti-CarP. El arbol se dejo crecer hasta que menos de 15
pacientes se clasificaron como AR o0 no AR. En cada nodo se muestra un histograma que representa el
porcentaje de pacientes con AR (linea discontinua) y sin AR (linea continua) clasificados en ese nivel del
arbol. Se indican los anticuerpos seleccionados en cada una de los divisiones, y encima de cada nodo el
estatus de anticuerpo necesario para alcanzar el siguiente nivel junto con el nimero de pacientes que fueron
pasando en cada division. El nodo raiz y los nodos internos estan representados en linea continua, y los
nodos terminales en linea discontinua.
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3.4. Contribucién de la presencia concordante de autoanticuerpos a la clasificacion de
los pacientes con AR.

Los resultados anteriores reflejan que la incorporacion de los anticuerpos anti-CarP de
forma similar a como se consideran los otros anticuerpos en los criterios ACR/EULAR 2010,
no mejora significativamente la clasificacion de los pacientes con AR. Sin embargo, la
elevada especificidad de la triple positividad para los ACPA, el FR y los anticuerpos anti-

| 208

CarP demostrada en el estudio de Verhuel MK y col.=", abre puertas a considerar el beneficio

que pueden aportar los anticuerpos anti-CarP a través de la concordancia entre anticuerpos.

Para evaluar el papel de la concordancia se disefiaron dos modelos, el modelo
ACR/EULAR 2010 y el modelo de la concordancia. En el modelo ACR/EULAR 2010 los
pacientes se estratificaron en tres niveles: el nivel con puntuacion 3 para los pacientes con
titulos altos de ACPA o FR, el nivel con puntuacion 2 para los pacientes con titulos bajos de
ACPA o FR, y el nivel con puntuacién O para los pacientes negativos. En el modelo de la
concordancia los pacientes se dividieron en cuatro niveles: el nivel con los pacientes positivos
para 3 anticuerpos, el nivel con los pacientes positivos para dos anticuerpos, el nivel con los
pacientes positivos para un anticuerpo y el nivel con los pacientes triple negativos. ElI VPP
para la clasificacion de AR se calculd en cada uno de los grupos. El estrato correspondiente a
la triple positividad fue el que mostré el VPP maés alto (96.1) (Tabla 18). Este resultado indica
que la triple positividad seria el mejor criterio para clasificar correctamente a los pacientes
con AR, independientemente del nivel de los titulos de los distintos anticuerpos. La
importancia de la concordancia entre autoanticuerpos también se demostro al analizar la
asociacion de cada nivel con la AR (Tabla 19). La OR en el nivel de la triple positividad fue
grande, y bastante mayor que la OR en el nivel con puntuacion 3 del modelo ACR/EULAR
2010 (OR =80.9, IC 95 %: 37.1 —177.1vs. OR = 26.1, IC 95 %: 18.0 — 37.8) (Tabla 19).
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Tabla 18. Clasificacién de los pacientes con EA siguiendo los criterios ACR/EULAR 2010 o la
concordancia entre anticuerpos. Se muestran los VPP de cada uno de los niveles generados en cada
modelo de clasificacion.

ACR/EULAR 2010 CONCORDANCIA
Puntuacion AR no AR VPP Nivel AR no AR VPP
3 350 44 88.8% 3Ac 174 7 96.1%
2 47 64 42.3% 2 Ac 167 36 82.3%
- - - - 1Ac 68 107 38.9%
0 129 423 23.4% 0Ac 117 381 23.5%

Tabla 19. Asociacion de los niveles de cada modelo con la AR al final del seguimiento. Se muestran los
valores para el modelo basado en los criterios ACR/EULAR 2010, en la concordancia (Ccd.) y en la unién
de ambos modelos, con (2010 + Ccd.) o sin el estrado correspondiente a la positividad para un solo
anticuerpo (2010 + Ccd.").

ACR/EULAR 2010 CONCORDANCIA

2010 + Ccd.

2010 + Ccd."

Nivel OR (IC 95 %) OR (IC 95 %) OR (IC 95 %) OR (IC 95 %)
3 26.1 (18.0-37.8) . 7.5 (3.3-17.0) 7.0 (4.0-12.2)
2 2.4 (1.6-3.7) - 1.7 (0.8-3.7) ® 1.6 (1.0-2.6) ®
3 Ac - 80.9 (37.0-177.1) 11.4 (3.7-35.2) 12.2 (4.9-30.2)
2 Ac - 15.1 (10.0-22.9) 2.8 (1.2-6.8) 3.0 (1.7-5.3)
1Ac - 2.1 (1.4-3.0) 0.9 (0.5-1.8) * -

#Niveles que no mostraron una asociacion significativa con la clasificacion de la AR.

El valor de la triple positividad en la clasificacion de la AR también se demostrd en el

modelo que incluy6 tanto a los criterios ACR/EULAR 2010 como a la concordancia entre

anticuerpos. En este nuevo modelo los pacientes se estratificaron en cinco categorias: los

pacientes con titulos altos de ACPA o FR, los pacientes con titulos bajos de ACPA o FR, los

pacientes positivos para 3 anticuerpos, los pacientes positivos para dos anticuerpos, los

pacientes positivos para un anticuerpo y la categoria con los pacientes negativos. La categoria

con los pacientes triple positivos fue la més asociada con la AR, seguida de la categoria con

titulos altos de ACPA o FR, la caracterizada por la presencia de dos anticuerpos, la de los

titulos positivos bajos de ACPA o FR y la correspondiente a la positividad para un unico

anticuerpo (Tabla 19). Debido a la falta de asociacion significativa de esta ultima categoria, se
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disefid un modelo similar, excluyendo a los pacientes positivos para un solo autoanticuerpo
(Tabla 19). Los resultados fueron similares, con la OR mayor correspondiente a la triple
positividad. A mayores, se estimd la asociacion entre la AR y las categorias resultantes de la
combinacion de los criterios ACR/EULAR 2010 y la concordancia entre anticuerpos (Figura
21). La OR mayor fue la correspondiente a la categoria de los pacientes con titulos altos de
ACPA o FR y positivos para los tres autoanticuerpos (OR = 94.0 IC 95 %: 40.7 — 217.2). Asi,
todos estos resultados remarcan la contribucion de la concordancia a la clasificacion de la AR
y sugieren que incluir a la triple positividad en los criterios ACR/EULAR 2010 podria
mejorar la clasificacion de los pacientes.

OR
100

80

60

40

20 - :

0 = Pl 0 2 ACR/EULAR

3Ac  2Ac  neg. 20K

Concordancia
Figura 21. Representacion de las OR resultantes de la combinacion de los criterios ACR/EULAR
2010 y la concordancia entre anticuerpos.

Por ultimo, el beneficio de incluir a la concordancia entre anticuerpos en la clasificacion de
los pacientes también se reflejo al estimar la calidad de los distintos modelos disefiados. La
calidad de los modelos se evalu6 con los estadisticos R® y AIC. El modelo ACR/EULAR
2010 y el modelo de la concordancia presentaron valores de R? y AIC parecidos, lo que indica
que ambos modelos presentan una calidad similar (Tabla 20). En contraste, el modelo
formado por la combinacion de los criterios ACR/EULAR 2010 y la concordancia presento
un R? mayor y un AIC més pequefio (Tabla 20). Especificamente, el AIC del modelo
combinado fue 30 unidades menor que el AIC del modelo ACR/EULAR 2010 o del modelo

de la concordancia. Una diferencia en el AIC de 10 unidades ya es suficiente para considerar a
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un modelo mejor que otro?®. Por lo tanto, los resultados demuestran que el modelo
combinado serfa el mejor modelo para clasificar a los pacientes con AR. Ademas, el R? y AIC
de los dos modelos combinados (el que incluye a los pacientes positivos para un solo
anticuerpo y el que lo excluye) fueron similares, indicando que ninguno de ellos es mejor que

el otro.

Tabla 20. Calidad de cada uno de los modelos disefiados. Se muestran los valores de R? y AIC para el
modelo basado en los criterios ACR/EULAR 2010, en la concordancia (Ccd.) y en la unién de ambos
modelos, con (2010 + Ccd.) o sin el estrado correspondiente a la positividad para un solo anticuerpo (2010
+ Ccd.).

ESTADISTICO ACR/EULAR 2010 CONCORDANCIA 2010+ Ccd. 2010 + Ccd.’

R? 0.452 0.454 0.483 0.483

AIC 1033.3 1033.8 1001.8 999.9
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CAPITULO 4.

Asociacion de los anticuerpos anti-CarP con una mayor
actividad de la enfermedad y una peor capacidad funcional
con predominio en los pacientes mas jovenes.
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4.1 Mayor actividad de la AR y mayor incapacidad funcional en los pacientes con EA

que son anti-CarP positivos.

Los pacientes incluidos en este analisis coinciden con los utilizados en el estudio del valor
de los anticuerpos anti-CarP en la clasificacion de la AR. Por ello, sus caracteristicas clinicas
ya han sido presentadas en la Tabla 14. Aqui es conveniente recordar el porcentaje de
pacientes positivos para los anticuerpos anti-CarP, del 28.1 %. Un porcentaje que fue inferior
al de los ACPA (37.4 %) y el FR (42.5 %). La actividad de la enfermedad ya era moderada al
inicio del estudio (DAS28 = 4.4), y se fue reduciendo en cada una de las siguientes visitas
(DAS28 = 3.0). Este control de la enfermedad también se refleja en el porcentaje de pacientes
con una actividad alta (DAS28 > 5.1), que fue del 33.8 % al inicio, y < 9.2 % durante el
seguimiento. EI HAQ mostrd un patron similar, presentando un valor moderado al inicio
(HAQ = 1.00), que disminuyo en las visitas posteriores (HAQ = 0.38).

Los pacientes anti-CarP positivos mostraron una mayor actividad e incapacidad funcional
que los pacientes negativos (Tabla 21). De esta forma, el valor medio del DAS28 basal en los
pacientes positivos (4.94, SD = 0.09) fue mayor que el de los negativos (4.30, SD = 0.06), y
de manera similar, la media del HAQ de la primera visita también fue mayor en los pacientes
anti-CarP positivos (1.18, SD = 0.05 vs. 1.03, SD = 0.03). Ademaés, estas diferencias se
mantuvieron significativas en el analisis univariante, en el analisis ajustado por las variables
de confusion, y en el modelo incluyendo a los ACPA y al FR (Tabla 21).

Tabla 21. Asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la actividad y la incapacidad funcional de los

pacientes con EA. En la tabla se muestra la asociacién con el DAS28 y el HAQ sin ajustar o ajustando por
sexo, edad y la cohorte. En algunos analisis también se incluyeron a los ACPA, al FR 0 a ambos.

AJUSTE B SE p valor

DAS28 no 0.18 0.03 8.9 x10”
sf 0.18 0.03 9.1 x10®
si + ACPA 0.13 0.03 7.1x10°
si+FR 0.15 0.03 1.3x10°
si + ACPA & RF 0.13 0.03 1.3x10*

HAQ no 0.09 0.03 0.008
sf 0.08 0.03 0.008
si + ACPA 0.07 0.03 0.04
si + FR 0.09 0.03 0.008
si + ACPA & RF 0.08 0.04 0.02
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4.2 Mayor actividad de la enfermedad en los pacientes anti-CarP positivos que habian

comenzado con artritis mas jovenes.

La asociacion de los anticuerpos anti-CarP con el DAS28 basal de los pacientes con EA se
analizd con mas detalle. En este andlisis mas detallado se incluyeron en el modelo las
interacciones entre los anticuerpos anti-CarP y otras variables clinicas o demograficas de los
pacientes (como el sexo, la edad, el tiempo de evolucion, el tabaquismo, la cohorte, los ACPA
o el FR). La unica interaccion asociada significativamente con el DAS28 al inicio fue aquella
establecida entre los anticuerpos anti-CarP y la edad en la primera visita (Tabla 22). Como
resultado de esta interaccion, la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la actividad de la
enfermedad fue mucho més marcada en los pacientes de menor edad (Figura 22). En
consecuencia, el DAS28 de los pacientes anti-CarP positivos con < 30 afios fue 1.98 unidades
mayor que el de los negativos (5.60 vs. 3.62, p = 3.8 x 10°, n = 81). En contraste, esta
diferencia fue solo de 0.33 unidades en los pacientes mayores de 60 afios (5.02 vs. 4.69, p =
0.093, n = 338). Ademas, este andlisis revelé que el DAS28 basal de los pacientes anti-CarP
negativos se incrementaba con la edad, mostrando este indice una correlacion significativa
con la edad en este grupo de pacientes (r = 0.25, p = 2.0 x 10™*). Por el contrario, el DAS28
no mostro una correlacion significativa con la edad de los pacientes anti-CarP positivos (r = -
0.02, p = 0.8, Figura 22).

Tabla 22. Andlisis de la asociacion entre la actividad de la enfermedad en los pacientes con EA y la
presencia de los anticuerpos y su interaccién con la edad. Se muestran los resultados de los modelos de
regresion lineal con cada uno de los anticuerpos por separado y de cada uno de los anticuerpos y su
interaccion con la edad en los modelos condicionados por los otros dos autoanticuerpos.

Término del anticuerpo Término de la interaccion

B SE p B SE p
Anti-CarP 0.55 0.11 5.5 x107 0.44 0.12 0.0004
ACPA 0.41 0.11 0.00014 0.28 0.12 0.018
FR 0.33 0.11 0.0019 0.22 0.11 0.056
Anti-CarP + ACPA & FR 0.47 0.12 8.1x10° 0.40 0.14 0.003
ACPA + Anti-CarP & FR 0.26 0.14 0.068 0.18 0.16 0.26
FR + ACPA & Anti-CarP 0.03 0.14 0.84 0.05 0.15 0.76
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Figura 22. Mayor grado de actividad en los pacientes anti-CarP positivos de menor edad. En la
grafica se muestra la mediana (punto vacio), el rango intercuartilico y el intervalo de confianza del 95 %
del DAS28 en los pacientes anti-CarP positivos (negro) y negativos (blanco) estratificados por edad.

La interaccion entre los anticuerpos anti-CarP y la edad no fue atribuible a la asociacién
entre ambos factores, ya que la edad al inicio no fue diferente entre los pacientes anti-CarP
positivos y anti-CarP negativos (p = 0.22). Ademas, la interacciéon fue independiente de la
presencia de los ACPA y el FR (Tabla 22), de la presencia de erosiones al inicio (B =0.14, SE
= 0.03, p = 0.00002), de la clasificacion de los pacientes al inicio del estudio (B = 0.38, SE =
0.10, p = 0.0002) y de la clasificacion de los pacientes al final del seguimiento (B = 0.45, SE =
0.10, p = 0.00002). La independencia de esta interaccion respecto al resto de autoanticuerpos
también se vio reflejada al analizar los grupos de pacientes positivos Gnicamente para cada
uno de los tres anticuerpos (Figura 23). El valor elevado del DAS28 en los pacientes mas
jovenes (< 40 afios) solo se observo en los que fueron anti-CarP*/ACPA’/FR". EI DAS28 de
este subgrupo de pacientes mostré una media de 5.08 (SD = 1.62), que fue significativamente
mayor que la media de los triple negativos de la misma edad (3.52, SD = 1.46, p = 0.00014).
En contraste, los pacientes con < 40 afios anti-CarP/ACPA’/FRy anti-CarP’/ACPA/FR" no
mostraron un valor de DAS28 superior que el de los triple negativos (4.23, SD = 1.04, p =
0.079y 3.90, SD = 1.20, p = 0.37, respectivamente).
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Figura 23. Asociacion especifica de los anticuerpos anti-CarP con una mayor actividad de la
enfermedad en los pacientes de menor edad. En la gréafica se muestra la mediana (punto vacio), el rango
intercuartilico y el intervalo de confianza del 95 % del DAS28 de los pacientes triple negativos (blanco),
comparados con los pacientes anti-CarP*/ACPA/RF en A., anti-CarP/ACPA'/RF en B, y anti-CarP’
IACPA’/RF"en C (negro).

La asociacidn de los anticuerpos anti-CarP con la mayor actividad en los pacientes jovenes
no fue exclusiva del DAS28, sino que todos los componentes de este indice mostraron esta
relacion. Los cuatro componentes del DAS28 fueron mas altos en los pacientes anti-CarP
positivos, y de forma mas marcada en los de menor edad (Figura 24, Tabla 23). Ademas, las
asociaciones con los componentes del DAS28 también fueron especificas de los anticuerpos
anti-CarP, ya que se mantuvieron significativas tras ajustar por la presencia de los ACPA y el
FR (Tabla 23). Una vez confirmada la asociacion especifica de los anticuerpos anti-CarP con
los componentes del DAS28 en los pacientes mas jovenes, se decidio realizar un analisis que
permitiese conocer la contribucién de cada uno de los componentes sobre esta asociacion. El
analisis consistio en recalcular el DAS28 de los pacientes con < 30 afios excluyendo a cada

uno de los componentes por separado. Asi, el componente excluido que genere una diferencia
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menor entre el DAS28 de los pacientes anti-CarP positivos y negativos, serd el componente
que mas contribuya. EI DAS28 recalculado de los pacientes anti-CarP positivos y negativos se
redujo especialmente al excluir las articulaciones dolorosas de la formula (1.12 vs. 1.63 sin las
inflamadas, 1.60 sin la valoracion global del paciente y 1.59 sin la VSG). Por lo tanto, el
namero de articulaciones dolorosas seria el componente del DAS28 que mas peso tendria en

el incremento de la actividad de los pacientes anti-CarP positivos de menor edad.
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Figura 24. Todos los componentes del DAS28 estuvieron elevados en los pacientes anti-CarP positivos
de menor edad. En la grafica se muestra la mediana (punto vacio), el rango intercuartilico y el intervalo de
confianza del 95 % de A. nimero de articulaciones inflamadas, B. nimero de articulaciones dolorosas, C.
valoracion global del paciente y D. VSG en los pacientes anti-CarP positivos (negro) y negativos (blanco).
Se aplicé una transformacién de los componentes de acuerdo a la formula del DAS28: YNAT = raiz
cuadrada del nimero de articulaciones inflamadas, VNAD = raiz cuadrada del nimero de articulaciones
dolorosas, VGPac = valoracion global del paciente, Ln(VSG): logaritmo natural de la VSG.
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Tabla 23. Andlisis de la asociacion de los componentes del DAS28 con los anticuerpos y su
interaccion con la edad. Se muestran los resultados de la regresion lineal con cada uno de los anticuerpos
por separado, y de cada uno de los anticuerpos en los de los modelos condicionados por los otros dos
autoanticuerpos. Se aplicé una transformacion de los componentes de acuerdo a la formula del DAS28:
VNAT = raiz cuadrada del nimero de articulaciones inflamadas, YNAD = raiz cuadrada del namero de
articulaciones dolorosas, VGPac = valoracién global del paciente, Ln(VSG): logaritmo natural de la VSG.

Término del anticuerpo Término de la interaccion
p SE P p SE P

VNAT

Anti-CarP 0.48 011 15x10° 0.36 0.13 0.004

Anti-CarP + ACPA & FR 0.39 0.12 0.001 0.33 0.14 0.018

ACPA + Anti-CarP & FR 0.41 0.15 0.006 0.29 0.16 0.064

FR + ACPA & Anti-CarP 0.13 0.15 0.36 0.16 0.15 0.29
vNAD

Anti-CarP 046 011 3.8x10°  0.37 0.13 0.003

Anti-CarP + ACPA & FR 0.38 0.12 0.0019 0.31 0.14 0.027

ACPA + Anti-CarP & FR 0.11 0.15 0.47 0.1 0.16 0.55

FR + ACPA & Anti-CarP 0.11 0.15 0.45 0.08 0.15 0.61
VGPac

Anti-CarP 0.4 0.11 0.0004 0.38 0.13 0.003

Anti-CarP + ACPA & FR 0.36 0.12 0.0034 0.35 0.14 0.014

ACPA + Anti-CarP & FR 0.18 0.15 0.22 0.12 0.16 0.45

FR + ACPA & Anti-CarP 0.08 0.15 0.61 0.04 0.16 0.82
Ln(VSG)

Anti-CarP 0.35 0.11 0.0014 0.27 0.12 0.031

Anti-CarP + ACPA & FR 0.33 0.12 0.006 0.32 0.14 0.019

ACPA + Anti-CarP & FR 0.16 0.15 0.28 0.03 0.16 0.84

FR + ACPA & Anti-CarP 0.07 0.14 0.63 0.11 0.15 0.47

Al principio de este apartado se ha comentado que el DAS28 basal mostraba una
correlacion significativa con los pacientes anti-CarP". El incremento de la actividad de la
enfermedad con la edad de los pacientes anti-CarP™ se analiz6 con algo mas de detalle. El
andlisis realizado en este grupo de pacientes consisti6 en conocer si alguno de los
componentes del DAS28 era el responsable de esta correlacion. Para ello, se determind la
correlacion entre la edad y cada uno de los componentes del DAS28 en los pacientes anti-

d’*' este no fue el

CarP. Aunque esta descrito que la VSG se incrementa con la eda
componente principalmente implicado, sino que los cuatro pardmetros mostraron una
correlacion significativa con la edad de los pacientes anti-CarP™ (NAT: rs: 0.28, p = 5.4 x10™,
NAD: rs: 0.12, p = 0.015, VSG: rs: 0.28, p = 7.4 x10™* y VGpac: r: 0.15, p = 0.0001). En

consecuencia, todos los componentes del DAS28 se incrementaron significativamente con la
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edad de los pacientes anti-CarP’, aunque lo hicieron de forma menos marcada el VGpac y el
NAD que el NAT y la VSG. En los pacientes anti-CarP* ninguno de los componentes mostr6

una correlacion significativa con la edad.

4.3 Mayor incapacidad funcional en los pacientes anti-CarP positivos de menor edad.

Los pacientes anti-CarP positivos también mostraron una mayor incapacidad funcional.
Como se ha mencionado en apartados anteriores, el HAQ basal de los pacientes anti-CarP
positivos fue significativamente mayor que el de los negativos. Ademas, esta asociacion de
los anticuerpos anti-CarP con el HAQ al inicio se mantuvo significativa aun teniendo en
cuenta a los ACPA o al FR (Tabla 21). Hasta aqui los resultados con el HAQ y el DAS28
fueron bastante similares, y por este motivo se tratd de ver si el HAQ de los pacientes anti-
CarP positivos también era mayor en los de menor edad. Efectivamente, el HAQ mostré una
asociacion significativa con la interaccion entre los anticuerpos anti-CarP y la edad de los
pacientes (Figura 25 y Tabla 24). Asi, la mayor incapacidad funcional de los pacientes anti-
CarP positivos fue mucho més notable en los pacientes mas jovenes. Los pacientes con < 30
afios anti-CarP positivos mostraron una puntuacion HAQ 0.66 unidades mayor que los
pacientes negativos de la misma edad (1.45 vs. 0.79, p = 0.0004). Ademas, la asociacion del
HAQ con la interaccion entre los anticuerpos anti-CarP y la edad fue independiente del resto
de variables de confusion (presencia de erosiones: B = 0.40, SE = 0.12, p = 0.002,
clasificacion inicial de los pacientes: p = 0.25, SE=0.11, p = 0.024 y clasificacion al final del
seguimiento: B = 0.32, SE = 0.11, p = 0.005) y de la presencia de los ACPA y el FR (Tabla
24). Por ultimo, al igual que lo observado con el DAS28, el HAQ de los pacientes anti-CarP
negativos se incrementé con la edad (r = 0.22, p = 1.0 x 10, Figura 25.B), mientras que en
los pacientes anti-CarP positivos este indice no mostr6 la misma tendencia (r = 0.01, p = 0.9,
Figura 25. B).
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Figura 25. Mayor incapacidad funcional en los pacientes anti-CarP positivos de menor edad. En la
grafica se muestra la mediana (punto vacio), el rango intercuartilico y el intervalo de confianza del 95 %

del HAQ en los pacientes anti-CarP positivos (negro) y negativos (blanco).

Tabla 24. Andlisis de la asociacién entre la incapacidad funcional en los pacientes con EA vy la
presencia de los anticuerpos y su interaccion con la edad. Se muestran los resultados de los modelos de
regresion lineal con cada uno de los anticuerpos en los modelos que s6lo consideran un anticuerpo por
separado y los modelos incluyendo a los tres autoanticuerpos.

Término del anticuerpo

Término de la interaccion

B SE P p SE P
Anti-CarP 0.38 0.11 8.0 x10™ 0.35 0.13 0.007
Anti-CarP + ACPA & FR 0.33 0.12 0.008 0.29 0.14 0.04
ACPA + Anti-CarP & FR 0.27 0.15 0.08 0.22 0.17 0.18
FR+ ACPA & Anti-CarP 0.12 0.15 0.4 -0.07 0.16 0.7
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4.4 Los pacientes anti-CarP positivos mostraron una peor evolucion de manera

independiente a la edad.

Las asociaciones de los anticuerpos anti-CarP con la actividad de la enfermedad y la
incapacidad funcional comentadas anteriormente se refieren siempre a datos basales. Por este
motivo se decidi6 analizar si la relacion de los anticuerpos anti-CarP con el DAS28 y el HAQ
se mantenia a lo largo de los dos afios de seguimiento. Los pacientes anti-CarP positivos
mostraron una mayor actividad que los pacientes negativos en las visitas de seguimiento (p <
7.5 x 10, Figura 26.A). Como resultado de esta asociacion, los pacientes anti-CarP positivos
alcanzaron con menos frecuencia la remision de la enfermedad. Asi, el 22.8 % de los
pacientes anti-CarP positivos con actividad moderada alcanzd la remision a los 6 meses,
frente al 35.2 % de los negativos (p = 0.004). En el conjunto de pacientes con actividad alta al
inicio pasé algo similar. En este caso el 12.6 % de los pacientes anti-CarP positivos alcanzé la
remision a los 6 meses, frente al 26.6 % de los pacientes anti-CarP negativos (p = 0.012). A
pesar de la asociacion entre los anticuerpos anti-CarP y la actividad de la enfermedad durante
el seguimiento, la diferencia entre los pacientes positivos y negativos fue disminuyendo en las
visitas posteriores al mismo tiempo que disminuyo el nivel del DAS28: 0.56 unidades a los 6
meses, 0.50 a los 12 meses y 0.48 a los 24. Probablemente, esta pequefia diferencia hizo que
no hubiese ninguna interaccion significativa entre los anticuerpos anti-CarP y la edad en cada
uno los tiempos de seguimiento. En otras palabras, el DAS28 fue similar en los pacientes anti-
CarP positivos jovenes y de mayor edad en las visitas siguientes al inicio del estudio (Figura
27). Ademas, la correlacion entre el DAS28 y la edad de los pacientes anti-CarP™ observada al

inicio, también se perdi6 en el seguimiento (rs: 0.07, p = 0.33 a los 6 meses).
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Figura 27. DAS28 elevado a los 6 meses de seguimiento en los pacientes anti-CarP positivos de
manera independiente de la edad. En cada grafica se muestra la mediana (punto vacio), el rango
intercuartilico y el intervalo de confianza del 95 % del DAS28 a los 6 meses, en los pacientes anti-CarP
positivos (negro) y negativos (blanco).

Del conjunto global de pacientes, 546 presentaron disponible el dato sobre el tratamiento
recibido en la consulta inicial. De estos, 453 recibieron algun tipo de tratamiento. Se
utilizaron FAMEs (50.1 %), corticoides (10.6 %) o una combinacién de los dos (39.3 %)
(Figura 28). La mayor parte de los pacientes tratados con FAMEs recibieron MTX (82.2 %),
quedando un porcentaje muy bajo de pacientes tratados con sulfasalazina (5.4 %),
leflunomida (3.2 %), antipaltdicos (8.1 %) u otros farmacos (1.0 %) (Figura 28). De los
pacientes tratados, 161 (35.5 %) mantuvieron el mismo tratamiento durante el seguimiento.
La asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la peor evolucion de los pacientes con EA se
mantuvo significativa aun incluyendo al tratamiento en el analisis multivariante (Tabla 25).
En estos analisis se tuvo en cuenta el tratamiento con corticoides, con FAMEs y el cambio del
tratamiento a los 6 meses. Ademas, los resultados se mantuvieron significativos tanto
considerando a todos los FAMESs en un mismo grupo, como separando al MTX del resto de
farmacos (B =0.10, p=0.01 al inicio, =0.13, p=0.003 alos 6, p=0.13,p=0.01alos 12 y
B =0.20, p = 0.00007 a los 24 meses). La asociacion también persistio al incluir en el modelo
la dosis de MTX, tanto definiendo a esta variable cuantitativamente (B = 0.10, p = 0.02 al
inicio, B =0.14,p=0.002 alos 6, 3 =0.13, p=0.01 alos 12 y p =0.21, p = 0.00005 a los 24
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meses), o cualitativamente en dos grupos (B = 0.11, p = 0.01 al inicio, B = 0.14, p = 0.002 a
los 6, B =0.14, p = 0.007 a los 12 y p = 0.21, p = 0.00004 a los 24 meses). Ademas, la
asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la peor evolucion de los pacientes con EA fue
independiente del resto de variables que pudiesen tener una influencia en el andlisis: sexo,

edad de inicio de los sintomas, tiempo de evolucion y tabaco (Tabla 25).
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Figura 28. Porcentaje de pacientes tratados con FAMES, GC o una combinacion de ambos. MTX:
metotrexato, 82.2 %; SZL: sulfazalazina, 5.4 %; LEF: leflunomida, 3.2 %; AP: antipalldicos, 8.1 %; Otros:
otros FAMEs, 1.0 %; GC: glucocorticoides, 10.6 %; GC + FAME, 39.3 %.

Tabla 25. Asociacién de los anticuerpos anti-CarP con la actividad de la enfermedad al inicio y en las
visitas de seguimiento independientemente del tratamiento inicial. Se muestran los resultados de los
modelos de regresion lineal ajustados por las variables de confusién y excluyendo o incluyendo al
tratamiento inicial.

Sin ajustar por tratamiento Ajustado por tratamiento
Visita [} SE p B SE p
Inicio 0.14 0.04 0.001 0.10 0.04 0.01
6 meses 0.15 0.04 0.001 0.14 0.04 0.002
12 meses 0.14 0.05 0.005 0.13 0.05 0.01
24 meses 0.21 0.05 3.0x10° 0.20 0.05 7.0x10°

La incapacidad funcional aumentada en los pacientes con anticuerpos anti-CarP no se

mantuvo durante el seguimiento. Los valores de HAQ en las visitas de seguimiento mejoraron
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mucho en los dos grupos de pacientes, sin que hubiera diferencias entre los pacientes anti-

CarP positivos y negativos (Figura 29).
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CAPITULO 5.

Asociacion de los anticuerpos anti-CarP con
la disminucion de la DMO en los pacientes con EA.

Association of High Titers of Anti-Carbamylated Protein
Antibodies With Decreased Bone Mineral Density in Early
Arthritis Patients.

Cristina Regueiro, Ana M Ortiz, Maria Dolores Boveda, Santos Castafieda, Isidoro
Gonzéalez-Alvaro, Antonio Gonzélez.

Regueiro C, Ortiz AM, Boveda MD, et al. PLoSOne. 2018 Aug 17;13(8):e0202583. doi:
10.1371/journal.pone.0202583. Anexo 4.
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5.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos.

Los pacientes incluidos en este estudio pertenecian a la cohorte PEARL, y se seleccionaron
por presentar exploracion de densitometria 0sea al inicio del seguimiento. Las caracteristicas
generales de estos pacientes ya han sido presentadas en el estudio sobre el valor de los
anticuerpos anti-CarP en la clasificacion de la AR, y estan recogidas en la Tabla 14 del
capitulo 3. En la figura 30 se representa la distribucion de autoanticuerpos en los pacientes

incluidos. De los 548 pacientes utilizados, el 26 % fue positivo para los anticuerpos anti-CarP.

S

Anti-CarP*

Figura 30. Diagrama de Venn mostrando la
positividad y el solapamiento de los tres
autoanticuerpos en los pacientes con EA. Los
datos completos para los tres anticuerpos estuvieron
disponibles en 532 pacientes, de los cuales el 44 %
fue negativo para los tres anticuerpos (indicado en la
parte superior izquierda del grafico).

Al margen de las diferencias evidentes en el porcentaje de positividad para el FR y los
ACPA, no hubo importantes discrepancias entre las caracteristicas clinicas de los pacientes
negativos y positivos para los anticuerpos anti-CarP (Tabla 26). Unicamente se puede
mencionar que los pacientes positivos presentaron una mayor puntuacion HUPI. EI HUPI es
un indice desarrollado en el Hospital Universitario de La Princesa para valorar la actividad de
la enfermedad de manera similar al DAS28. En este trabajo los pacientes también se
estratificaron segun los titulos de los anticuerpos anti-CarP. La comparacion entre los
pacientes con titulos bajos y altos mostré que estos Gltimos presentaban un tiempo de

evolucion menor, y una mayor actividad e incapacidad funcional de la enfermedad (Tabla 26).
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Tabla 26. Caracteristicas de los pacientes con EA incluidos en este analisis. En la tabla se muestran las
caracteristicas clinicas y seroldgicas de los pacientes estratificados en funcion de los titulos de anti-CarP.
Los P, valores son el resultado de la comparacidn de los pacientes positivos y negativos. Los P, valores son
el resultado de la comparacién de los pacientes positivos con titulos altos y los pacientes positivos con
titulos bajos.

Caracterfsticas Anti—CarP' A_nti—Ca_rP+ Anti—CzirP+ altos P, P,
(n=406) bajos (n=68) (n=74)

Muijeres (%) 328 (80.8) 53 (77.94) 62 (83.78) 0.96 0.4
Edad de inicio de los sintomas, 55 (42-68) 55 (46-63) 54 (44-65) 0.6 0.7
mediana (IQR)

Fumadores (%) 178 (45.4) 31 (47.7) 38 (52.8) 0.4 0.6
IMC, mediana (IQR) 26 (23-29) 26 (24-29) 26 (23-29) 0.9 0.7
Menopausia (%) 141 (34.5) 27 (39.7) 30 (40.5) 0.5 0.3
Semanas de evolucion, 20 (10-33) 25 (15-36) 17 (11-28) 08 0011
mediana (IQR)

FR positivos (%) 133 (32.8) 51 (75.0) 53 (71.6) <0001 0.7
ACPA positivos (%) 101 (25.8) 45 (66.2) 53 (73.6) <0.001 0.3
DAS28, mediana (IQR) 40(3.151)  39(295.2) 4.8 (3.5-5.9) 0.045  0.011
HUPI, mediana (IQR) 6.0 (4.0-9.0) 6.5 (4.0-9.0) 8.0(6.0-100)  0.016 0.046
HAQ, mediana (IQR) 0.9(0.4-15)  0.8(0.3-1.4) 1.0 (0.6-1.6) 0.8  0.022

5.2. Los anticuerpos anti-CarP y la pérdida de la DMO.

La asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la pérdida ésea generalizada se analiz6
considerando a la DMO en términos absolutos y como puntuaciones Z. Aunque es importante
recordar que las puntuaciones Z Gnicamente estuvieron disponibles para la cadera total (CaT)
y la columna lumbar (CoL). En primer lugar, la relacion de los anticuerpos anti-CarP con la
DMO se explor6 teniendo en cuenta la presencia o0 ausencia de estos anticuerpos. Los
pacientes anti-CarP positivos presentaron una disminucion significativa de la DMO en la CaT
(B = -0.03, p = 0.02), si bien es cierto que esta asociacion Unicamente fue significativa al
considerar a la DMO en términos absolutos (Tabla 27). En la CoL y en las articulaciones
metacarpofalangicas (MCF), la DMO no fue significativamente distinta entre los pacientes
positivos y negativos, tanto utilizando valores absolutos como puntuaciones Z (Tabla 27).
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Tabla 27. Analisis de la asociacion de la DMO con la presencia o ausencia de los anticuerpos anti-
CarP. En la tabla se muestra la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la DMO en la CoL, la CaT y en
las articulaciones MCF. El analisis se realizd considerando a la DMO en términos absolutos o utilizando
puntuaciones Z en aquellas localizaciones en las que estas estuvieron disponibles.

Localizacion DMO B DS P
CoL mg/cm? -0.02 0.01 0.16
puntuacién Z -0.18 0.12 0.14
CaT mg/cm? -0.03 0.01 0.02
puntuacion Z -0.15 0.10 0.12
MCF mg/cm’ 0.00 0.01 0.59

Coeficiente de la regresion lineal multivariante ajustada por sexo, IMC, edad de inicio de los sintomas y
menopausia.

La asociacién de los anticuerpos anti-CarP con la DMO también se analizé considerando el
nivel de los titulos de los pacientes positivos (positivo-alto o positivo-bajo). Los pacientes con
titulos altos mostraron una disminucién de la DMO tanto en la CoL como en la CaT. Ademas,
la fuerza de esta asociacion fue mayor al considerar a la DMO como puntuaciones Z. Por el
contrario, en las articulaciones MCF, la DMO no mostré diferencias entre los pacientes

positivos con titulos altos y los pacientes con titulos més bajos (Tabla 28).
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Tabla 28. Asociacion de la DMO con los anticuerpos anti-CarP estratificados como negativos,
positivos-bajos o positivos-altos. En la tabla se muestra la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la
DMO en la ColL, la CaT y en las articulaciones MCF. El anélisis se realizé considerando a la DMO en
términos absolutos o utilizando puntuaciones Z en aquellas localizaciones en las que estas estuvieron
disponibles.

LOCALIZACION DMO Anti-CarP Bt DS P
CoL mg/cm? negativo’ ref. - -
positivo-bajo 0.01 0.02 0.7
positivo-alto -0.04 0.02 0.03
Puntuacién Z negativo ref. - -
positivo-bajo 0.05 0.16 0.8
positivo-alto -0.39 0.16 0.01
CaT mg/cm? negativo® ref. - -
positivo-bajo -0.03 0.02 0.10
positivo-alto -0.03 0.02 0.08
Puntuacién Z negativo® ref. - -
positivo-bajo 0.00 0.13 1.0
positivo-alto -0.30 0.13 0.02
MCF mg/cm? negativo ref. - -
positivo-bajo 0.01 0.01 0.4
positivo-alto 0.00 0.01 0.4

Coeficiente de la regresién lineal multivariante ajustada por sexo, IMC, edad de inicio de los sintomas, y
menopausia. 2Regresion lineal multivariante ajustada como en B* pero incluyendo también la variable etnia como
covariable. ®Regresion lineal multivariante ajustada como en B* pero incluyendo también la actividad de la
enfermedad como covariable.

5.3. Asociacioén de la pérdida de DMO con los anticuerpos anti-CarP con independencia
de los ACPA.

La asociacion de la pérdida de la DMO con los ACPA demostrada anteriormente en estos
pacientes™® junto con la elevada concordancia entre los autoanticuerpos (Figura 28), hacen
que sea posible que los resultados mostrados en el apartado anterior sean consecuencia de la
presencia de los ACPA y no especificos de los titulos altos de los anticuerpos anti-CarP. Por
este motivo, para conocer la aportacion de los anticuerpos anti-CarP en la pérdida Osea, se
analizo la asociacion de la DMO con los anticuerpos anti-CarP en los pacientes ACPA
negativos y ACPA positivos por separado (Tabla 29). La disminucion de la DMO expresada

como puntuaciones Z solo fue significativa en los pacientes ACPA positivos / anti-CarP
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positivos-altos, tanto en la CoL (B = -0.50 p = 0.007) como en la CaT (p =-0.37 p = 0.005).
Asimismo, la disminucion de la DMO mostrd coeficientes de la regresion similares en los
pacientes ACPA negativos con titulos altos para los anticuerpos anti-CarP y los ACPA
positivos / anti-CarP positivos-altos (p = -0.50 vs.-0.52 en CoL, y = -0.37 vs.-0.30 en CaT)
aungue estas asociaciones no fueron significativas. Con estos resultados o méas probable es
que la asociacion de los titulos altos de los anticuerpos anti-CarP con la baja DMO sea
independiente de la presencia de los ACPA. La falta de asociacion significativa en los
pacientes ACPA negativos /anti-CarP positivos-altos con la baja DMO probablemente sea

consecuencia del pequefio tamarfio de este grupo de pacientes (Tabla 29).

Tabla 29. Asociaciéon de la DMO con los anticuerpos anti-CarP estratificados en funcién de sus
titulos en los pacientes ACPA negativos y ACPA positivos. El analisis se realizd utilizando las
puntuaciones Z de la DMO en la CoL y en la CaT, y utilizando siempre como referencia a los pacientes
ACPA negativos / anti-CarP negativos. En el analisis se incluyeron los dos autoanticuerpos: los ACPA
€omo positivo o negativo, y los anticuerpos anti-CarP divididos en funcion del nivel de sus titulos.

LOCALIZACION ACPA Anti-CarP (n)* B’ DS P
CoL negativo negativo (291) ref. - -
positivo-bajo (23) -0.17 0.27 0.5
positivo-alto (19) -0.52 0.3 0.09
positivo negativo (101) -0.25 0.14 0.09
positivo-bajo (45) 0.06 0.2 0.8
positivo-alto (53) -0.50 0.19 0.007
CaT negativo negativo ref. - -
positivo-bajo -0.27 0.19 0.16
positivo-alto -0.30 0.22 0.17
positivo negativo -0.1 0.1 0.3
positivo-bajo 0.1 0.14 0.5
positivo-alto -0.37 0.13 0.005

'NGmero de pacientes en cada grupo. Este nimero es el mismo para CoL y CaT. 2Regresion lineal multivariante
ajustada por sexo, IMC, edad de inicio de los sintomas y menopausia en CoL. En CaT ademas de las variables
anteriores, también se incluy6 la actividad de la enfermedad como covariable.
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Los resultados obtenidos completan todos los objetivos propuestos en este proyecto y seran
discutidos a continuacién. En primer lugar, se ha conseguido avanzar en la identificacion de
los factores etioldgicos relacionados con los anticuerpos anti-CarP. Por un lado, se ha
encontrado una asociacion especifica entre los anticuerpos anti-CarP y el alelo DRB1*03. La
solidez de esta asociacion permite relacionar por primera vez a los anticuerpos anti-CarP con
el complejo HLA y ayuda a definir los factores genéticos que predisponen al desarrollo de
estos anticuerpos. Por otro lado, el trabajo sobre la relacion del tabaquismo con los
autoanticuerpos de la AR también contribuye a definir los mecanimos patogénicos que
predisponen a la produccion de los anticuerpos anti-CarP. A pesar de la falta de asociacion
especifica entre los anticuerpos anti-CarP y el tabaquismo, este factor ambiental se relaciond
con la presencia concordante de los ACPA, el FR y los anticuerpos anti-CarP. Una asociacion
que identifica a la triple positividad como una categoria de pacientes con un componente
etioldgico diferenciado y que requiere la basqueda de mecanismos que expliquen como el
tabaquismo contribuye a la presencia de multiples autoanticuerpos. Ademas, las relaciones
encontradas entre el tabaquismo, la triple positividad y el FR cuestionan el modelo patogénico
que atribuye la asociacién del tabaco exclusivamente a los ACPA. En segundo lugar, los
resultados de este proyecto han caracterizado algunas de las implicaciones clinicas que
podrian tener los anticuerpos anti-CarP como biomarcadores en los pacientes con AR. Asi, se
ha mostrado que la mejoria en sensibilidad obtenida con la consideracién de la presencia de
los anticuerpos anti-CarP en pacientes con EA es insuficiente para contrarestar la pérdida en
especificidad a la hora de establecer la clasificacion como AR o no AR. Sin embargo, su
presencia concordante con la de los ACPA y el FR si contribuye a mejorar la clasificacion.
Estos resultados destacan la importancia de la triple positividad en la AR y sugieren que la
concordancia entre anticuerpos podria considerarse para mejorar los criterios de clasificacion
actuales. Ademas del valor de los anticuerpos anti-CarP en la clasificacion, en este proyecto
se ha estudiado la relacion de estos anticuerpos con la actividad y la incapacidad funcional de
los pacientes con EA. La asociacién de los anticuerpos anti-CarP con la mayor actividad e
incapacidad funcional de los pacientes muestra su posible utilidad como biomarcadores

prondsticos de la AR. Ademas, la fuerza de estas asociaciones fue mayor en los pacientes
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anti-CarP positivos de menor edad, y por lo tanto la utilidad de los anticuerpos anti-CarP
como biomarcadores de mal prondstico permitiria mejorar el control de la AR especialmente
en los pacientes mas jovenes. Sin embargo, es importante tener en cuenta que las relaciones
con la edad descubiertas necesitan confirmarse y explorarse en busca de un mecanismo, pues
son hallazgos fortuitos y totalmente inexplicados. Por ultimo, los resultados de este proyecto
indican que los anticuerpos anti-CarP también podrian utilizarse como biomarcadores de
pérdida de masa 6sea. Hasta el momento los anticuerpos anti-CarP se habian asociado con las
erosiones, pero no se habian estudiado en relacidn con la pérdida de masa dsea generalizada.
Los resultados encontrados amplian la relacion de los anticuerpos anti-CarP con las
alteraciones 0seas tipicas de los pacientes, y establecen una nueva evidencia sobre el papel

patogénico que pueden tener estos anticuerpos en la AR.
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1. ASOCIACION ESPECIFICA DEL HLA-DRB1*03 CON LA PRESENCIA DE
ANTICUERPOS ANTI-CARP EN PACIENTES CON AR.

La asociacion de los anticuerpos anti-CarP con el alelo HLA-DRB1*03 presenta una
relevancia importante, ya que permite establecer una relacion entre estos anticuerpos y el
HLA. Hay tres aspectos de esta asociacion que requieren comentario. En primer lugar, la
asociacion del alelo *03 en el grupo de pacientes ACPA /anti-CarP" se observé tanto respecto
a los pacientes dobles negativos como en comparacién con los controles sanos. En segundo
lugar, la asociacion fue consistente en todas las cohortes incluidas en el meta-analisis, y en
ultimo lugar, la asociacion fue independiente de otras variables de confusién y no se vio

afectada por el efecto del EC en la AR seropositiva.

La asociacion del alelo DRB1*03 con los anticuerpos anti-CarP ya habia sido sugerida por
Jiang X y col.”. Estos autores encontraron que la frecuencia del alelo *03 era mayor en los
pacientes ACPA7/anti-CarP™ que en los sujetos sin la enfermedad. Sin embargo, esta
frecuencia no fue mayor respecto al grupo de pacientes ACPA'/anti-CarP". Asi, al ser
indistinguible en los ACPA7/anti-CarP* y los dobles negativos, no fue posible atribuir la
asociacion del alelo *03 al grupo de pacientes ACPA/anti-CarP*. Afortunadamente, con el
analisis realizado en este proyecto se ha conseguido resolver esta duda y demostrar la *03. A
diferencia del estudio de Jiang X y col., en el que se incluyeron las de EIRA y Leiden, en este
proyecto se han utilizado un total de 6 cohortes de pacientes con AR. Con la combinacion de
todas ellas se ha alcanzado la potencia estadistica necesaria para encontrar una asociacion
significativa entre los pacientes ACPA/anti-CarP™ y el alelo *03, tomando como referencia

tanto a los dobles negativos como a los sujetos sin la enfermedad.

En cuanto a la consistencia de la asociacion, todas las cohortes analizadas mostraron una
mayor frecuencia del alelo HLA-DRB1*03 en los pacientes ACPA /anti-CarP*. Esta similitud
de efectos se reflejo en la ausencia de heterogeneidad significativa en el meta-analisis, con un
coeficiente de inconsistencia igual a cero. Por otra parte, la asociacion del alelo *03 con los
pacientes ACPA™ / anti-CarP” de forma independiente a la presencia del EC es muy
importante para interpretar el resultado, ya que el fuerte sesgo introducido por los alelos del
EC hace que sea dificil distinguir la contribucién independiente del resto de alelos®”?. En

relacién con la consistencia de los resultados, también es llamativa la independencia de la
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asociacion respecto al resto de variables de confusion: el sexo, la edad de inicio de los

sintomas y el tiempo de evolucion de la enfermedad.

La solidez que estos resultados dan a la asociacion del *03 con el grupo de pacientes
ACPA/anti-CarP™ permite plantear una hip6tesis en la que los péptidos carbamilados serian
presentados a los linfocitos T autoreactivos en la molécula DRB1*03. Si es cierto que esta
idea esta claramente limitada por el desconocimiento sobre los antigenos enddgenos
reconocidos por los anticuerpos anti-CarP. La identificacion de estos autoantigenos permitiria
verificar su presentacion a nivel del *03, realizar estudios de interaccion para conocer como
tiene lugar la union entre ellos, y determinar si esta union es necesaria para desencadenar la
respuesta autoinmune. Aun asi, los resultados de ese trabajo justifican el planteamiento de la
hipdtesis sobre la presentacion de los antigenos carbamilados. Dado que la fagocitosis es uno
de los mecanismos utilizados por las APC para presentar antigenos extracelulares®*®, se podria
hipotetizar que los antigenos carbamilados serian endocitados y fagocitados por las APC, para
posteriormente mostrar los péptidos carbamilados a nivel del *03 e iniciar la respuesta

autoinmune (Figura 31).

La molécula HLA-DRBL1 presenta una distribucion heterogénea entre las distintas etnias.
Por este motivo es importante realizar estudios en cohortes de pacientes no europeos que
analizen si la asociacion entre el HLA-DRB1*03 y los anticuerpos anti-CarP se mantiene en
otros grupos étnicos. También resultaria interesante realizar un mapeo genético mas fino del
HLA que permitiese relacionar a los anticuerpos anti-CarP con las secuencias aminoacidicas.
Con estos estudios se podria saber si los anticuerpos anti-CarP se relacionan con aminoacidos
concretos en alguna de las cuatro posiciones mas asociadas con la AR (posiciones 11, 13, 71y
74 del DRB1). Ademas, dado que distintos alelos se corresponden con el mismo
aminoécido®, este tipo de estudios permitirian relacionar a los anticuerpos anti-CarP con mas
alelos de la molécula HLA-DRB1, no solo con el *03. También, la realizacion de un estudio
mas extenso del HLA ayudaria a conocer la relacion de estos anticuerpos con otras moléculas
HLA, no solo con el DRBL1.
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Fagocitosis

Antigeno carbamilado

Linfocito T

\ Antigeno
\citrulinado
\

Antigeno carbamilado

Figura 31. Hipotesis acerca de la presentacion de los antigenos carbamilados y citrulinados. Los
antigenos carbamilados serian procesados por las APC mediante fagocitosis. Paralelamente, la molécula
DRB1*03 seria transportada desde el reticulo endoplasmatico hasta los endosomas en los que se encuentre
el antigeno carbamilado procesado. La molécula DRB1*03 unida al antigeno seria transportada hasta la
membrana para llevar a cabo la presentacion antigénica a los linfocitos T autoreactivos. Por altimo, la
presentacion de este antigeno a los linfocitos B desencadenaria la produccion de los anticuerpos anti-CarP.
De manera similar se llevaria a cabo la produccion de los ACPA, pero presentando al antigeno citrulinado a
través de las moléculas del HLA codificadas por el EC (DRB1*EC). TCR: receptor de linfocitos T. Imagen
de autoria propia.

La asociacion del alelo DRB1*03 con los pacientes ACPA /anti-CarP* no solo identifica un
factor etiologico a los anticuerpos anti-CarP, sino que también permite explicar parte de la
etiologia de la AR seronegativa. Los resultados de esta parte del proyecto presentan al *03
como un alelo de riesgo para el desarrollo de la AR y asi, el alelo *03 podria sumarse al
conjunto de alelos de la molécula HLA-DRB1 que explican la heredabilidad de la AR,
disminuyendo la fraccion de la heredabilidad todavia desconocida. Por Gltimo, otro aspecto
importante de los resultados de este trabajo es que corroboran la independencia de los
anticuerpos anti-CarP respecto a los ACPA. La falta de asociacion de los anticuerpos anti-

CarP con el EC observada en este y otros estudios?®3*"

, permite justificar la independencia
entre ambos autoanticuerpos. La asociacion del *03 con los pacientes ACPA /anti-CarP”,
refuerza la definicion de los anticuerpos anti-CarP como un sistema de autoanticuerpos
independiente. De esta forma, los ACPA vy los anticuerpos anti-CarP serian autoanticuerpos

con una etiologia diferenciable. Segun esto, los antigenos citrulinados serian presentados a
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nivel del EC y los antigenos carbamilados a nivel del DRB1*03 (Figura 31). Sin embargo,
como se ha comentado en parrafos anteriores, la confirmacion de esta idea queda a la espera
de la identificacion de los antigenos carbamilados reconocidos por los anticuerpos anti-CarP

en los pacientes con AR.
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2. EL TABAQUISMO SE ASOCIA PREDOMINANTEMENTE CON LA AR QUE
PRESENTA DE FORMA CONCORDANTE VARIOS AUTOANTICUERPOQOS:
CONTROVERSIA CON LOS MODELOS PATOGENICOS ACTUALES.

La relacion encontrada entre el tabaquismo y la presencia concordante de varios
autoanticuerpos en los pacientes con AR, es incongruente con el modelo patogénico
establecido hasta el momento. Este modelo atribuye la asociacion del tabaquismo con la AR
especificamente a los ACPA, como consecuencia de la induccion de la citrulinacién por el
tabaco a nivel de los pulmones'®. Los resultados encontrados muestran una asociacion
dominante del tabaquismo con la presencia de los tres autoanticuerpos, ademéas de una
asociacion exclusiva con el FR en el resto de pacientes. Ademas de mostrar incoherencia con
la idea del modelo patogénico establecido, estos resultados confirman la falta de asociacion
especifica de los anticuerpos anti-CarP con el habito fumador, algo que ya ha sido publicado
previamente por otros autores”®’*. Asimismo, los resultados excluyen una asociacion aditiva
con el ndmero de autoanticuerpos ya que la asociacion con el FR fue la misma en los
pacientes con uno o dos anticuerpos, y los pacientes positivos para los tres autoanticuerpos
mostraron una asociacion significativamente mayor que aquellos positivos para uno o dos. En
consecuencia, los hallazgos de esta parte del proyecto requieren un nuevo modelo patogénico
que incorpore la asociacién dominante con multiples autoanticuerpos y la especificidad por el
FR.

La asociacion del tabaguismo con la presencia concordante de los ACPA, el FR vy los
anticuerpos anti-CarP encontrada en las nuevas colecciones de muestras incluidas en este
estudio replica el hallazgo del trabajo publicado por van Wesemael y col.™. Esta replicacion
permite dar solidez a los resultados y confirmar la relacion entre el tabaquismo y la presencia
concordante de autoanticuerpos. Ademas, nuestro trabajo ha sido esencial para comprender
mejor esta relacion. En el trabajo de van Wesemael y col. quedaba la duda de si la asociacién
con el tabaco se incrementaba de forma gradual con el nimero de anticuerpos®. Ahora, los
datos indican que la asociacién entre el tabaco y la concordancia de anticuerpos no muestra un
efecto aditivo. Algo que se ha conseguido gracias a la combinacion de las colecciones

utilizadas en van Wesemael y col. y las colecciones incluidas en nuestro proyecto.

Al margen del trabajo de van Wesemael y col., no hay mas estudios que hayan analizado la

asociacion del tabaco con el numero de autoanticuerpos y las distintas combinaciones de los
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ACPA, el FR y los anticuerpos anti-CarP. Sin embargo, la presencia de los ACPA y el FR en
relacion con el tabaquismo si se ha estudiado en 4 cohortes independientes. Una de ellas,
incluida en el estudio de van Wesemael y col., comprende un total de 9500 sujetos sin AR
procedentes de Japon®. Las otras 3 cohortes incluyen a pacientes con AR procedentes del
Reino Unido (n = 2000)*, Estados Unidos (n = 1500)*** y Suecia (n = 3600)*,
respectivamente. En las tres primeras cohortes se observé como el tabaquismo se asociaba
con la presencia concordante de los dos autoanticuerpos, sin mostrar ningun tipo de relacion
con la presencia aislada de cada uno de ellos. En la cuarta cohorte, la asociacion con el
tabaquismo fue méas fuerte en los pacientes positivos para los ACPA y el FR*%24: y en el
resto de pacientes positivos para uno de los dos la asociacion fue significativamente mayor en
los positivos para el FR™*. Todos estos hallazgos son compatibles con los resultados
encontrados en este proyecto, y resaltan el papel de la concordancia y del FR en los pacientes
fumadores. Ademas, un ultimo dato interesante, es que no se ha tenido en cuenta la presencia
de varios autoanticuerpos en ninguno de los trabajos que respaldan el modelo patogénico que

vincula el tabaquismo a los ACPA":245-247

El mecanismo responsable de la asociacion del tabaquismo con la presencia concordante
de anticuerpos no se conoce. Aun asi, se podria formular una hipotesis en la que el tabaco
Ilevase a esta situacion mediante la propagacion de epitopos. La propagacién o expansion de
epitopos es un mecanismo propio de las respuestas inmunes que también esta presente en las

248,249 Asi
. i)

enfermedades autoinmunes afios antes del desarrollo de la AR los pacientes que

tienen autoreactividad a menudo reconocen un solo epitopo, mientras que justo antes del
inicio es més frecuente que estos presenten autoanticuerpos frente a multiples epitopos™® %,
Ademas de la expansion de epitopos, se han propuesto dos posibles modelos que podrian
explicar de forma especifica la presencia concordante de ACPA y FR en los pacientes con AR
fumadores (Figura 32). Estos dos modelos que se comentarén a continuacion se han planteado
Unicamente como posibles hipotesis, por lo que todavia necesitan ser comprobados. En un
primer modelo o modelo convergente, el tabaco estimularia a los linfocitos B productores del
FR. Posteriormente, estos linfocitos B reconocerian a los inmunocomplejos formados por los
ACPA vy las proteinas citrulinadas, y al captar esos inmunocomplejos podrian presentar los
antigenos citrulinados a los linfocitos T autoreactivos. A su vez, estos linfocitos T podrian

estimular a los linfocitos B productores de FR, con la consecuente produccién simultanea de
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ambos autoanticuerpos*’ (Figura 32. A). En un segundo modelo o modelo del antigeno
comun, el tabaquismo estimularia a los linfocitos B productores del FR. Entre las 1gG unidas
por el FR estarian moléculas de IgG citrulinadas que podrian ser presentadas a los linfocitos T
autoreactivos. Estos linfocitos T activados estimularian a los linfocitos B con capacidad para
producir anticuerpos frente a la IgG. En consecuencia, se producirian ACPA que reconocerian
los residuos de citrulina de la 1IgG y FR que reconocerian su porcién Fc. Asi, la 1gG
citrulinada seria un antigeno comun para el FR y los ACPA, capaz de explicar la produccion
simultanea de los dos anticuerpos en los pacientes fumadores*’ (Figura 32. B). En estos
modelos no se ha tenido en cuenta a los anticuerpos anti-CarP. Sin embargo, se podrian
plantear hipotesis que los incorporasen de forma similar invocando la presencia de
inmunocomplejos con proteinas carbamiladas en el primer modelo, y postulando la presencia

de IgG carbamilada y citrulinada en el modelo del antigeno comun.

A) MODELO 1. ACPA-lgGe 4

<4— TABACO

B) MODELO 2.

@-®

Figura 32. Posibles modelos para explicar la presencia concordante de autoanticuerpos en los
pacientes con AR fumadores. A) Modelo 1 o de rutas convergentes. En verde aparecen representados los
péptidos citrulinados. B) Modelo 2 o del antigeno comun. En verde aparece representada la IgG citrulinada
Imagen tomada y modificada del trabajo de Shelef MA y col.*’, con permiso de John Wiley & Sons.
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Sin embargo, no es necesario pensar en mecanismos de produccion concordante de los
anticuerpos que dependan de la presencia concordante de los antigenos como los dos
mencionados. Basta considerar la capacidad del humo del tabaco para fomentar la
autoinmunidad y la produccion de autoanticuerpos. En efecto, el tabaco es un factor capaz de
generar inflamacion y dafio tisular, asi como de reclutar y activar a células inmunes como
neutréfilos, monocitos y macréfagos. Ademas, el tabaco puede afectar a la funcion y
desarrollo de células dendriticas, células natural killer, linfocitos B y distintos subtipos de
linfocitos T?**%!. Todos estos efectos del tabaquismo predisponen a la autoinmunidad, con la
consecuente generacion de autoanticuerpos®>®#*. Como ejemplo, el tabaco se ha asociado con

252
85

la produccién de anticuerpos anti-ADN de doble cadena en el LES™*, con los anticuerpos

anti-Jo1 en las miopfas inflamatorias®™®, y con el FR y otros autoanticuerpos en fumadores sin

ninguna enfermedad autoinmunge®>***%®,

La relacion entre el tabaquismo y el FR en los pacientes que no eran triple positivos,
sugiere que este autoanticuerpo podria preceder al resto de los autoanticuerpos en los
fumadores. Sin embargo, el caracter transversal de las colecciones de muestras utilizadas en
este trabajo impide examinar esta idea. Ademas, no se conoce cual es el orden de aparicion de
los distintos autoanticuerpos, ya que los estudios realizados en fases iniciales de la AR han
mostrado resultados bastante discordantes. EI FR fue el primero en aparecer en los pacientes
con AR procedentes de una cohorte sueca®®®, mientras que los ACPA™’ y los anticuerpos

anti-Carp*

precedieron a este en una cohorte de pacientes holandeses. Por lo tanto, todavia
se necesitan mas estudios longitudinales que permitan conocer con seguridad el orden de
aparicion de los autoanticuerpos, y si realmente es el FR el primer anticuerpo en los pacientes
fumadores. De todos modos, independientemente del orden de aparicion, tiene que existir
algin mecanismo que explique la asociacion especifica del tabaco con el FR en los pacientes

que no son triple positivos.

En el trabajo de Newkirk MM y col. se propone un mecanismo para explicar la produccién
de autoanticuerpos en fumadores sin enfermedades autoinmunes que podria ser utilizado para
comprender la asociacién del tabaco con el FR?>. Seglin este mecanismo, el tabaco inducirfa
la expresion de la proteina de choque termico 70 (Hsp70) y la produccion de autoanticuerpos

frente a esta proteina (anti-Hsp70). La formacion de inmunocomplejos entre la proteina y los
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anticuerpos desencadenaria la produccién del FR. Esta produccion tendria lugar tras la union
de los inmunocomplejos con el receptor de linfocitos B (BCR) expresado en la superficie de
las células B productoras del FR. Este mecanismo ha sido demostrado en ratones, y aunque la
reproducibilidad en humanos no estd tan clara, podria ser un buen punto de partida para
buscar el mecanismo responsable de la asociacion especifica del tabaco con el FR en los
pacientes que no son triple positivos.

Por ultimo, es importante destacar una de las limitaciones del estudio que consiste en la
falta de sujetos control. Es posible que la fuerza de las asociaciones fuese mayor utilizando
como referencia a controles sanos en lugar de pacientes negativos para los tres anticuerpos.
Aun asi, esta limitacion del estudio se hace menos importante al tener en cuenta que la
asociacion del tabaco en la AR esta vinculada principalmente al grupo de pacientes

seropositivos.
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3. VALOR DE LOS ANTICUERPOS ANTI-CARP PARA LA CLASIFICACION
COMO AR DE LOS PACIENTES CON EA.

El anélisis del valor de los anticuerpos anti-CarP para la clasificacion de los pacientes con
EA ha permitido delimitar su contribucién en distintas formas. Mientras que la combinacion
“anti-CarP o ACPA o FR” no produjo una mejoria significativa en la exactitud de la
clasificacion, la concordancia de autoanticuerpos si se ha demostrado capaz de proporcionar
un aumento significativo en esta exactitud. Por lo tanto, esta mejoria requiere combinar la

concordancia con los criterios serologicos de la clasificacion ACR/EULAR 2010.

Los resultados previos que hemos confirmado muestran que los anticuerpos anti-CarP
estan asociados con la AR, aunque la fuerza de esta asociacion es modesta al compararla con
la del FR o los ACPA. En nuestros pacientes, los valores de especificidad de los anticuerpos
anti-CarP fueron altos, similares a los del FR y los ACPA. Sin embargo, los anticuerpos anti-
CarP mostraron una sensibilidad baja, inferior a la sensibilidad de los ACPA o el FR, y tanto
en el conjunto global de pacientes como en el subgrupo de pacientes seronegativos. El resto
de parametros examinados mostraron resultados similares. Asi, el VPN de los anticuerpos
anti-CarP fue semejante al VPN de los ACPA o el FR, mientras que el valor del VPP fue
modesto e inferior al de los otros anticuerpos. Estos resultados indican que la capacidad de los
anticuerpos anti-CarP para clasificar a los pacientes con AR es inferior a la de los ACPA o el
FR. Ademas, la similtud entre los parametros de valor diagnostico en nuestros pacientes y los
obtenidos en una cohorte de EA holandesa** refleja la consistencia de este resultado (Tabla
30).
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Tabla 30. Parametros que cuantifican el valor diagnédstico de los anticuerpos anti-CarP, los ACPA y
el FR en el estudio actual y en el trabajo de Shi Jy col.**.

Shi Jy col. Estudio actual

n° de pacientes 2086 1062
anti-CarP positivos (%) 26 27
AR (%) 47 50
Sensibilidad 44 42
Especificidad 89 87
Sensibilidad en los ACPA 12 18
Especificidad en los ACPA 91 38
anti-CarP  \/pp 78 76
VPN 65 61
RV+ 4.2 3.2
RV- 0.6 0.7
AUC 0.7 0.6
Sensibilidad 54 66
Especificidad 96 91
VPP 94 88
ACPA VPN 64 73
RV+ 12.9 7.5
RV- 0.5 0.4
AUC 0.5 0.8
Sensibilidad 59 68
Especificidad 91 84
VPP 86 81
FR VPN 72 72
RV+ 6.9 4.2
RV- 0.4 0.4
AUC - 0.8

Al margen de los pardmetros comentados, resulta mucho mas interesante conocer qué
contribucion pueden tener los anticuerpos anti-CarP a la clasificacién de los pacientes con
AR. En los criterios de clasificacion ACR/EULAR 2010 los ACPA y el FR se estratifican en
funcién de sus titulos. La estratificacion segun los titulos no seria necesaria para los
anticuerpos anti-CarP, ya que la magnitud de la asociacion con la AR fue similar entre los
pacientes positivos con titulos altos y los pacientes con titulos bajos. Por otro lado, la
inclusion de estos anticuerpos en la combinacion utilizada en los criterios, ACPA o FR,

utilizando el operador “or” (ACPA o FR o anti-CarP) produjo un aumento en la sensibilidad
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del 2.2 % a costa de una disminucion en la especificidad del 8.1 %. Esto significaria que por
cada nuevo paciente detectado con AR, 4 pacientes serian clasificados erroneamente como
AR. A modo de comparacion, este beneficio es inferior al aportado por el FR sobre los
ACPA. De acuerdo a los datos de nuestro trabajo, el FR supone un incremento en la
sensibilidad del 9.6 %, con una relacion beneficio-coste 1:1, en comparacion con la ratio 1:4
resultante de la inclusién de los anticuerpos anti-CarP. Con posterioridad a la publicacion de
nuestro trabajo, Truchetet ME y col. mostraron un aumento de la sensibilidad de tan solo el
0.4 % al incorporar los anticuerpos anti-CarP, confirmando la ausencia de beneficio que

proporcionan los anticuerpos anti-CarP considerados de esta forma*®%.

Los resultados anteriores llevan a reflexionar sobre el beneficio que supondria la inclusién
de nuevos autoanticuerpos en los criterios ACR/EULAR 2010. Si los nuevos anticuerpos
presentan una gran correlacion con el FR o los ACPA, los resultados proporcionarian
pequefias mejoras en la sensibilidad a expensas de un coste importante en la especificidad. Por
el contrario, aquellos anticuerpos con una distribucion diferente, y especialmente presentes en
los pacientes seronegativos, podrian suponer un beneficio mucho mas satisfactorio. Esta
reflexiéon también ha sido propuesta por Boeters DM y col., en un trabajo donde advierten en

contra de incorporar nuevos autoanticuerpos a los criterios de clasificacion®®.

Otra consideracién importante sobre las caracteristicas de nuestro trabajo es que los
pacientes con EA han sido clasificados con los criterios de la ACR de 1987, mientras que
otros estudios previos utilizaron los criterios ACR/EULAR del 2010. El principal motivo que
justifica el uso de los criterios de la ACR de 1987 en nuestro estudio es que estos criterios le
dan un menor peso a los autoanticuerpos, y la notable aportacién del FR y los ACPA en los
criterios ACR/EULAR 2010 podria dificultar la estimacion de la contribucién de los
anticuerpos anti-CarP.

La presencia concordante de los ACPA, el FR y los anticuerpos anti-CarP mostro
especificidades del 98-100 % en las 12 poblaciones del trabajo de Verhuel MK y col.*®. La
concordancia entre anticuerpos tambien mostrd una especificidad alta para la AR en los
pacientes de nuestro estudio (98.7 %), lo que llevd a considerar la posibilidad de utilizar a la

triple positividad en la clasificacion de los pacientes. Efectivamente, la presencia concordante
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de los tres autoanticuerpos se presenta como una herramienta atil para clasificar a los
pacientes con AR. ElI VPP (96.1 %) y la OR (80.9) de los triple positivos fueron lo
suficientemente altos como para proponer esta idea. Utilizando este enfoque, 181 pacientes
habrian sido clasificados con la enfermedad, 174 de forma correcta y 7 erroneamente. La
combinacion de los triple positivos con los titulos altos del FR o los ACPA se observo en 178
pacientes, de los cuales 172 se clasificaron como AR y 6 no. Estos resultados indican que la
triple positividad podria utilizarse por si sola para clasificar a los pacientes con AR, sin la
necesidad de conocer el nivel de los titulos de los ACPA o el FR. Ademas, la asociacion de la
concordancia con la enfermedad fue mayor que la de los titulos altos para el FR o los ACPA,
algo que también apoya el valor independiente de la triple positividad en la clasificacion de
los pacientes. La notable asociacion de la concordancia con la AR lleva a pensar que, en caso
de incluir a la concordancia ente anticuerpos en los criterios de clasificacion, esta tendria que
ser puntuada con una calificacion mas alta que la atribuida a los titulos altos para el FR o los
ACPA. También es importante resaltar que 21 pacientes con AR positivos para los tres
autoanticuerpos no recibieron tratamiento inicial con FAME (de los 112 con dato de
tratamiento). Utilizando la concordancia entre anticuerpos, estos pacientes podrian haber sido
controlados de otra forma para aumentar sus posibilidades de éxito a largo plazo. Asi, aunque
los anticuerpos anti-CarP individualmente no mejoran la clasificacion de los pacientes con
AR, su presencia concordante con los ACPA y el FR si se presenta como una herramienta Util

a considerar en la clasificacion.
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4. LOS ANTICUERPOS ANTI-CARP COMO BIOMARCADORES DE MAYOR
ACTIVIDAD E INCAPACIDAD FUNCIONAL DE LOS PACIENTES CON EA.

La asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la mayor actividad e incapacidad funcional
de los pacientes con EA, indica la posibilidad de utilizar en la practica clinica a estos
anticuerpos como biomarcadores prondsticos. Algunos de los resultados encontrados en este
trabajo no tienen precedente, mientras que otros pueden considerarse replicaciones de otros
estudios previos. Las novedades incluyen la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con una
mayor actividad e incapacidad funcional de forma mucho més marcada en los pacientes
jévenes que en los de mas edad, la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con los cuatro
componentes del DAS28, la demostracion de que la tasa de remision es mas baja en los
pacientes anti-CarP positivos, y la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la actividad de
la enfermedad. Ademas, se ha replicado el exceso de actividad de la enfermedad en los

pacientes anti-CarP positivos®**146192

145

y la disminucion de este exceso a lo largo del
seguimiento™™, y la asociacién de los anticuerpos anti-CarP con una mayor incapacidad
funcional al inicio. En este ultimo caso la asociacién no se mantuvo a lo largo del seguimiento
en nuestros pacientes, aunque si lo hizo en el Gnico estudio previo'®. La especificidad de los
anticuerpos anti-CarP en estas asociaciones con la actividad y la incapacidad funcional ya
habia sido planteada por otros autores, aunque gracias a nuestro trabajo el efecto

independiente de los anticuerpos anti-CarP se ha podido definir mejor. En los trabajos

146 145,192

anteriores o bien el FR no habia sido incluido™™, o bien los resultados no estaban claros
En cambio, los anticuerpos anti-CarP se asocian con una mayor actividad de la enfermedad e

incapacidad funcional en nuestros pacientes, sin necesitar la presencia de los ACPA o el FR.

Las asociaciones clinicas de los anticuerpos anti-CarP tienen que ser consecuencia de
algun tipo de mecanismo patogénico. La asociacién de los anticuerpos anti-CarP con el HAQ,
el DAS28 y sus distintos componentes indica que estos anticuerpos participan en algin
proceso que lleva a incrementar la inflamacion articular. Aunque no se conoce el mecanismo
patogénico que explica las asociaciones clinicas de los anticuerpos anti-CarP, se podria
hipotetizar sobre esta cuestion. Los anticuerpos anti-CarP podrian contribuir a la inflamacién
mediante la formacion de inmunocomplejos capaces de activar el sistema del complemento a

través de su unién con receptores Fc*>’

. Ademas, los anticuerpos anti-CarP podrian actuar
directamente sobre algunas células o proteinas que fuesen capaces de modular la inflamacién

articular. Actualmente la mayoria de las hipoétesis sittan al FR como el principal
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autoanticuerpo que contribuye a la inflamacién en la AR?*®%°, Las asociaciones encontradas
en este trabajo sugieren que los anticuerpos anti-CarP también podrian ser importantes en este
papel. Por lo tanto, se necesitan nuevas investigaciones que traten de aclarar los mecanismos
implicados. Un buen punto de partida podria consistir en analizar la relacién entre los

anticuerpos anti-CarP y los niveles de las citoquinas inflamatorias caracteristicas de la AR.

La interaccion entre la edad de los pacientes y el estatus de los anticuerpos anti-CarP es
una de los resultados mas notables de esta parte del proyecto. Hay un estudio en el que los
pacientes FR positivos de edad avanzada presentaron una enfermedad mas severa que los
pacientes FR negativos®®®. Sin embargo, este resultado no se ha replicado en estudios més
recientes, ni en nuestros pacientes. En nuestro trabajo esta discriminacion aparece claramente
entre los pacientes anti-CarP positivos y negativos, sin la contribucién del FR. Ademas, en
nuestro caso la diferenciacion entre pacientes anti-CarP positivos y negativos fue mayor en
los de menor edad. Ademas de los hallazgos observados en el grupo de pacientes anti-CarP
positivos, hay que destacar las correlaciones encontradas en el grupo de los negativos:
incremento del DAS28 y del HAQ con la edad de inicio del paciente. La correlacion entre
estas caracteristicas de la AR y la edad inicial de los pacientes ya ha sido comentada en
trabajos anteriores, pero sin referencia a los anticuerpos anti-CarP ya que no se analizaron en
ninguno de ellos. Asi, los pacientes de mayor edad en su conjunto presentaron una actividad
de la enfermedad y una incapacidad funcional mayor que aquellos que iniciaron la
enfermedad mas temprano en estos estudios®® %, Ademas, en alguno de estos trabajos se
demuestra que las diferencias entre los pacientes de menor y mayor edad disminuyen a lo

largo del seguimiento®®*2%?

, algo gue también se ha observado en el conjunto de pacientes
anti-CarP negativos de nuestro trabajo. Asi, lo que aportan nuestros resultados es demostrar
que esta no es una caracteristica global de los pacientes, sino que es especifica de los
pacientes que no presentan anticuerpos anti-CarP, quienes son ademdas numéricamente

mayoritarios.

La correlacion del DAS28 y el HAQ con la edad de inicio de los pacientes también
necesita algin tipo de explicacion. Se podria pensar en la asociacion entre la edad y la
senescencia del sistema inmunitario, una idea que se ha utilizado para explicar la mayor

incidencia de enfermedades autoinmunes con la edad®®**?®. Al margen de esta hipétesis, no
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hay ningun mecanismo que permita explicar el incremento del DAS28 y el HAQ con la edad

Unicamente de los pacientes anti-CarP negativos.

Por altimo, es importante resaltar alguna de las limitaciones de esta parte del trabajo. Una
de ellas guarda relacion con el tratamiento inicial de los pacientes. Es importante notar que se
ha utilizado un rango limitado de farmacos, y que ninguno de los pacientes ha sido tratado con
FAMEs bioldgicos, ni tampoco con alguno de los FAMEs dirigidos. Ademas, el tratamiento
de los pacientes no ha sido al azar, pues la mayor parte de los pacientes tratados fueron
aquellos en los que se habia hecho o se sospechaba el diagnostico clinico de AR. Esta
caracteristica podria haber introducido un sesgo en los resultados relacionados con las visitas
de seguimiento. Otra clara limitacion es la pérdida de datos de una fraccién de los pacientes a
lo largo del seguimiento. Como ejemplo, a los 6 meses no estuvieron disponibles los datos de
actividad del 35 % de los pacientes. Esta pérdida de datos, ademas de suponer una
disminucion de la potencia estadistica, puede introducir un sesgo en los resultados, ya que es
posible que el grupo de pacientes con datos completos no sea representativo del conjunto. En
cualquier caso, es deseable estudiar otras cohortes de pacientes donde se hayan evitado estos
posibles sesgos. Un ejemplo, podrian ser ensayos clinicos aleatorizados de estrategias de
tratamiento de la EA en los que los brazos de tratamiento se adjudican al azar y se minimiza

la pérdida de pacientes mediante una variedad de aproximaciones®®.

En conjunto, la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la elevada actividad e
incapacidad funcional de los pacientes que ha sido observada en varios estudios, junto con la
consecuente diferencia en la tasa de remision de los pacientes anti-CarP positivos y negativos,
indican la posibilidad de utilizar a estos anticuerpos como biomarcadores pronésticos de la

enfermedad.
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5. ASOCIACION INDEPENDIENTE DE LOS ANTICUERPOS ANTI-CARP CON LA
PERDIDA OSEA A NIVEL SISTEMICO.

Los resultados del estudio de la DMO muestran que los titulos altos de los anticuerpos
anti-CarP se asocian con la pérdida 6sea en la CoL y la CaT. Asi, esta parte del proyecto
muestra una conexion entre los anticuerpos anti-CarP y la pérdida de hueso a nivel sistémico.
Este resultado, sumado a la asociacion de los anticuerpos anti-CarP con la presencia y

progresion de erosiones26:142.144

, amplia el conocimiento acerca del papel patogénico que estos
anticuerpos pueden tener sobre las lesiones Oseas caracteristicas de la AR. Nuestro trabajo ha
sido el primero en valorar la relacion entre los anticuerpos anti-CarP y la pérdida de la DMO
en los pacientes con EA. Esto es algo que, por un lado impide contrastar los hallazgos
obtenidos con trabajos previos, y por otro lado estimula la replicacion de estos resultados en
otras cohortes de pacientes para dar solidez a la relacion de estos anticuerpos con la pérdida

Osea a este nivel.

La coexistencia de los distintos autoanticuerpos en los pacientes con AR, dificulta la
determinacion de la contribucion independiente de cada uno de ellos. La busqueda del efecto
independiente requiere de la estratificacion de los pacientes en grupos pequefios, Gnicamente
positivos para el anticuerpo a analizar. Esta tarea se ha hecho todavia mas complicada en este
trabajo, ya que la asociacion exclusiva de los pacientes con titulos altos para los anticuerpos
anti-CarP, obligd a incrementar el nimero de subgrupos a considerar, reduciendo todavia méas
el numero de pacientes en cada uno de ellos. Aun con esta limitacion, la contribucién
independiente de los anticuerpos anti-CarP respecto a los ACPA parece plausible. Los
pacientes con titulos altos para los anticuerpos anti-CarP mostraron una disminucion de la
DMO tanto en los pacientes ACPA positivos como en los ACPA negativos, con un efecto
similar en ambos grupos. Ademaés, en un analisis previo realizado en la misma cohorte de
pacientes, se descart6 la contribucién del FR sobre la pérdida 6sea™®. De esta forma, se puede
afirmar que la relacion de los anticuerpos anti-CarP con la disminucion de la DMO es

independiente tanto de los ACPA, como del FR.

La asociacion exclusiva de los titulos altos de los anticuerpos anti-CarP, permite hablar de
un efecto de dosis sobre la pérdida désea a nivel sistémico. Este resultado no resulta
sorprendente, ya que trabajos previos han encontrado resultados similares para los ACPA. En

pacientes con AR temprana'®® y AR establecida'®*'®®, los ACPA mostraron este efecto de
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dosis en relacion con la disminucion de la DMO a nivel de la cadera. Ademas, en los
pacientes con AR establecida, este mismo efecto de dosis con los titulos de ACPA se encontro
a nivel de la CoL*®. Sin embargo, no todos los estudios han sido concordantes. En la cohorte
de pacientes con EA utilizada en este trabajo, los ACPA no mostraron un efecto de dosis en
ninguna de las localizaciones analizadas™®; y lo mismo ocurrié al nivel de la CoL en el
trabajo realizado por Bugatti Sy col. en pacientes con AR temprana'®®. En relacién con las
erosiones, el efecto de dosis ha sido observado de forma mucho méas congruente, ya que la
contribucion de los titulos de los ACPA se ha confirmado en la mayoria de los trabajos que
han abordado esta relacion®®?*. Es posible que la dependencia de los titulos de anticuerpos
se deba a un mero efecto de sensibilidad. Es decir, que la disminucién de la masa dsea solo
sea detectable al estar presente un cierto nivel de autoanticuerpos. Esta idea vendria apoyada
por la publicacion de Krisknamurthy Ay col., donde la activacién de los osteoclastos mediada
por los ACPA es totalmente dependiente de la dosis de autoanticuerpos®. Este efecto de
dosis también podria estar relacionado con la diversidad de antigenos reconocidos por los
anticuerpos. Se ha descrito que los pacientes con titulos altos para los ACPA presentan una
mayor variedad de anticuerpos especificos frente a distintos tipos de proteinas citrulinadas®, y
esta mayor diversidad de autoanticuerpos podria justificar la disminucién de la DMO maés
marcada en estos pacientes. Asi, aunque todavia se necesitan mas investigaciones, estas
interpretaciones basadas en la informacién disponible con los ACPA también podrian explicar

el efecto dependiente de dosis de los anticuerpos anti-CarP encontrado en nuestro trabajo.

La activacion de los osteoclastos por parte de los ACPA se ha utilizado para explicar la
asociacion de estos anticuerpos con la pérdida de masa dsea. Se ha visto que no todos los
ACPA tienen la misma capacidad para producir esta activacion. Asi, los anticuerpos frente a

la vimentina y enolasa citrulinadas consiguen producir este efecto™’*

, mientras que los
anticuerpos frente al fibrindgeno citrulinado parecen ser incapaces de llevar a cabo esta
estimulacion’®®. La activacion de los osteoclastos se ha utilizado para explicar los tres tipos de
lesiones Gseas tipicas de la enfermedad: erosiones, pérdida yuxta-articular y pérdida Gsea
sistémica'*’. La distinta contribucién de los ACPA en cada una de ellas dependeria de los
mecanismos moleculares que intervengan conjuntamente con los anticuerpos™’. Por ejemplo,
el ligando de receptor activador para el factor nuclear kB contribuiria en la pérdida 6sea

localizada®’®; mientras que otras moléculas, como la proteina Dickopf 1, intervendrfan en la
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pérdida sistémica®’*. Es posible que los anticuerpos anti-CarP contribuyan a la pérdida ¢sea a
partir de mecanismos similares. Ademas, al igual que pasa con los ACPA, quizas no todos los
anticuerpos anti-CarP tengan la capacidad para inducir degradacion 6sea. Sin embargo, hasta
que no sean identificados los antigenos carbamilados innatos, estas dudas seguiran sin

resolverse.

Algo llamativo de nuestros resultados es la falta de asociacion entre los anticuerpos anti-
CarP y la pérdida dsea en las articulaciones MCF, ya que esta es una de las localizaciones mas
afectadas en los pacientes con AR. En los pacientes de la cohorte utilizada, Llorente Iy col.,
tampoco encontraron asociacion entre los ACPA y la pérdida 6sea en las articulaciones MCF,
a diferencia de lo observado en otras localizaciones™®. Un factor que podria explicar esta falta
de asociacién es que como se trata de pacientes con EA, podria esperarse una menor pérdida
de masa dsea debido al corto tiempo de evolucion de su enfermedad. En contraste con esta
explicacién, en otros trabajos los ACPA se han asociado con una menor DMO en las

272 'y de pacientes con EA*™ y con

articulaciones MCF?"22"* de pacientes con AR establecida
artralgia®”®, en los que también se esperaria una pérdida 6sea menor por su enfermedad
incipiente. Sin embargo, estos estudios muestran una clara diferencia respecto a nuestro
trabajo. En ellos la DMO se cuantificd utilizando tomografia computarizada de alta

resolucion®%?"

o radiogrametria®”*. Ambos métodos son més sensibles que DEXA, y
especificamente en las MCF por el predominio de pérdida de masa 6sea cortical asociado a la
AR en esta localizacion®>%®. Esta circunstancia podria explicar la falta de asociacién de los
anticuerpos anti-CarP con la pérdida de masa 6sea de las articulaciones MCF en nuestro
estudio. Por lo tanto, la relacion de estos anticuerpos con la DMO en esta localizacion es

incierta, y esta a la espera de nuevos estudios realizados con otras metodologias.

En definitiva, los resultados de esta tesis contribuyen a mejorar la caracterizacion de los
anticuerpos anti-CarP en la AR. Han conseguido definir parte de los componentes genético y
ambiental de la AR con presencia de los anticuerpos anti-CarP. También han demostrado que
los anticuerpos anti-CarP podran utilizarse en la clinica como biomarcadores pronosticos de
mayor actividad e incapacidad, como biomarcadores de mayor pérdida sistémica de masa
0sea, 0 como biomarcadores diagndsticos en la clasificacion de los pacientes. El valor para la

practica clinica en estos papeles y las condiciones en los que pueden ser Gtiles también han
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empezado a delimitarse con estos resultados. Sin embargo, dada su novedad, todavia es
necesario confirmar algunos de los hallazgos encontrados en otras series de pacientes, asi
como buscar los mecanismos subyacentes que los expliquen. En este Gltimo sentido destaca la
necesidad de modificar los modelos patogénicos que relacionan el tabaquismo con la AR y de
encontrar los mecanismos por los que los anticuerpos anti-CarP se asocian con las erosiones y
la pérdida de masa dsea sistémica. Sin duda el desconocimiento de los antigenos carbamilados
limita la interpretacion de estos resultados y el avance hacia resolver estas cuestiones. Sin
embargo, es de esperar que tanto su identificacion como el analisis del espectro de anticuerpos
en los pacientes con AR permitan avanzar significativemente en la comprension y el manejo

de esta enfermedad.
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CONCLUSIONES

El alelo *03 de la molécula HLA-DRBL1 se asocia de forma especifica con la presencia de
los anticuerpos anti-CarP en pacientes con AR. Este hallazgo sugiere mecanismos de
presentacion antigénica preferencial en la produccion de estos autoanticuerpos y potencia
la definicion de los anticuerpos anti-CarP como un sistema de autoanticuerpos

independiente.

El tabaco incrementa la susceptibilidad a la AR mediante vias que llevan a la produccion
simultanea de los tres autoanticuerpos caracteristicos de la enfermedad, y en su defecto,
Unicamente a la produccion de FR, excluyendo cualquier asociacion con los anticuerpos
anti-CarP o los ACPA. Estos resultados cuestionan los modelos patogénicos actuales, y

sugieren un incremento de la expansion de epitopos mediada por el tabaquismo.

El valor de los anticuerpos anti-CarP para la clasificacion de los pacientes con EA es
inferior al del FR y los ACPA debido a su menor sensibilidad y frecuente concordancia
con los otros autoanticuerpos. Su inclusion en los criterios ACR/EULAR del 2010 con el

iz

operador “or” permite clasificar algunos pacientes adicionales con una relacién

beneficio:coste de 1/4.

La presencia concordante de los tres autoanticuerpos especificos de la AR: RF, ACPA y
anti-CarP, es una caracteristica valida para la clasificacion de los pacientes con EA. Esta
caracteristica permite disefiar criterios seroldgicos que clasifican mejor a los pacientes
con AR que los criterios ACR/EULAR del 2010 utilizados en la actualidad.

Los anticuerpos anti-CarP se asocian con una mayor actividad de la enfermedad y una
mayor incapacidad funcional en la primera visita de los pacientes con EA. Estas
asociaciones son independientes del tratamiento inicial y de los otros autoanticuerpos.
Por el contrario, muestran una interaccion con la edad, ya que las diferencias en actividad

e incapacidad son mas marcadas en los pacientes de menor edad.

La asociacion especifica de los anticuerpos anti-CarP con una mayor actividad de la AR

se mantiene a lo largo del seguimiento y es independiente del tratamiento inicial de los
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pacientes. En consecuencia, la tasa de remision es méas baja en el grupo de pacientes
positivos y asi, estos resultados refuerzan la utilidad de los anticuerpos anti-CarP como

biomarcadores prondsticos.

La presencia de los anticuerpos anti-CarP separa a pacientes con EA que tienen
caracteristicas clinicas independientes de la edad, los positivos, de los que muestran un
aumento de la actividad y de la incapacidad funcional con la edad, los negativos. Sin

embargo, este es un hallazgo fortuito que necesita ser confirmado y explicado.

Los titulos altos de los anticuerpos anti-CarP se asocian con una disminucién de la DMO
en localizaciones alejadas de las articulaciones afectadas en los pacientes con EA. Esta
asociacion parece independiente de la presencia de los ACPA, sugiriendo que los
anticuerpos anti-CarP podrian contribuir a la pérdida Gsea sistémica observada en estos

pacientes.
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DICTAMEN DEL COMITE AUTONOMICO DE ETICA DE LA INVESTIGACION
DE GALICIA

Paula M. Lopez Vazquez, Secretaria del Comité Autondmico de Etica de la
Investigacion de Galicia

CERTIFICA:

Que este Comité evalud en su reunién del dia 30/09/2014 el estudio:

Titulo: Nuevas aproximaciones para la identificacion de biomarcadores de
prediccion de respuesta al tratamiento en pacientes con artritis reumatoide
Promotor: Accion Estratégica de Salud 2014 del Instituto de Salud Carlos Il

Tipo de estudio: EPA sP

Codigo del Promotor: Pi14/01651

Codigo de Registro: 2014/387

Y, tomando en consideracién las siguientes cuestiones:

- La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como
los requisitos legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacion
biomédica, el Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen
los requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de
investigacion biomédica y del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen
humano, y se regula el funcionamiento y organizacion del Registro Nacional de
Biobancos para investigacion biomédica, la ORDEN SAS/3470/2009, de 16 de
diciembre, por la que se publican las Directrices sobre estudios Posautorizacién de
Tipo Observacional para medicamentos de uso humano, y la Circular n® 07 / 2004,
investigaciones clinicas con productos sanitarios.

- La idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio, justificacién de
los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.
Los principios éticos de la Declaracién de Helsinki vigente,

- Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del CEIC de Galicia

Emite un INFORME FAVORABLE para la realizacion del estudio por el/la
investigador/a del centro:

Centros Investigadores Principales
C.H. Universitario de Santiago (IDIS) Antonio Gonzalez Martinez Pedrayo
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¥ HACE CONSTAR QUE:

1. EL CAEIG cumple los requisitos legales vigentes (R.D 223/2004 por el que se regulan los
ensayos clinicos con medicamentos, y la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica).

2. EL CAEIG tanto en su composicién como en sus PNTs cumple las Normas de Buena Practica
Clinica (CPMP/ICH/135/95).

3. La composicion actual del CAEIG es:

Manuel Portela Romero. (Presidente). Médico Especialista en Medicina Familiar y
Comunitaria.

Irene Zarra Ferro. (Vicepresidenta). Farmacéutica de Atencién Especializada.

Paula M* Lopez Vazquez, (Secretaria). Médico Especialista en Farmacologia Clinica.
Juan Vazquez Lago (Secretario Suplente). Médico Especialista en Medicina Preventiva y
Salud Pablica.

Jesus Alberdi Sudupe. Médico especialista en Psiquiatria.

Rosendo Bugarin Gonzalez. Médico Especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
Juan Casariego Roson. Médico Especialista en Cardiologia.

Xoan X. Casas Rodriguez. Médico Especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
Juana M? Cruz del Rio. Trabajadora Social.

Juan Fernando Cueva Bafuelos. Médico Especialista en Oncologia Médica.

José Alvaro Fernandez Rial. Médico Especialista en Medicina Interna.

José Luis Fernandez Trisac. Médico Especialista en Pediatria.

Marta Gil Pérez. Licenciada en Derecho. Miembro externo

Pilar Gayoso Diz. Médico Especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.

Agustin Pia Morandeira. Farmacéutico de Atencion Primaria

Salvador Pita Fernandez. Médico Especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
Carmen Rodriguez-Tenreiro Sanchez. Licenciada en Farmacia.

Susana Maria Romero Yuste. Médico Especialista en Reumatologia.

Teresa Vazquez Pumarifio. Diplomada Universitaria de Enfermeria.

M2 Asuncion Verdejo Gonzalez. Médico Especialista en Farmacologia Clinica.
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DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Cristina Marquez Riveras, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:
Que este Comité evalu6 en su reunion del dia 20/09/18 el estudio:

Titulo: Busqueda de biomarcadores de utilidad para el manejo de la artritis reumatoide,
desde el inicio de la clinica hasta el aumento de mortalidad

Version:

Promotor/a:Instituto de Salud Carlos III del Ministerio de Economia y Competitividad
Investigador/a: Antonio Gonzalez Martinez-Pedrayo

Codigo de Registro:2017/514

Y que este Comité, tomando en consideracidn la pertinencia del estudio, el conocimiento disponible,
los requisitos legales aplicables y los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité, emite un
dictamen FAVORABLE para la realizacion del citado estudio.
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Y HACE CONSTAR QUE:

1.- El Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo cumple tanto en su
composicién como en sus PNTs los requisitos legales vigentes.

2.- La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo es:

e Juan Manuel Yézquez Lago (Presidente). Médico especialista en Medicina Preventiva y
Salud Publica. Area de Gestion Integrada de Santiago.

e Pilar Rodrig}lez Ledo (Vicepresidenta). Médico especialista en Medicina Familiar y
Comunitaria. Area de Gestion Integrada de Lugo.

e (ristina Marquez Riveras (Secretaria). Enfermera. Direcciéon Xeral de Satide Piblica.

e Lorenzo Armenteros del Olmo (Secretario Suplente). Médico especialista en Medicina
Familiar y Comunitaria. Area de Gestion Integrada de Lugo.

e Francisco Campos Pérez. Bidlogo. Fundacion Instituto de Investigacién Sanitaria de
Santiago de Compostela.

e Rosana Castelo Dominguez. Farmacéutica de Atencién Primaria. Area de Gestién Integrada
de Santiago.

e Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Jaime Gulin Davila. Farmacéutico especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de Gestién
Integrada de Lugo.

e Victor Herran Carreira. Paciente. ADIL-Asociacion de Diabéticos Lucense.

e Maria Jestis Lamas Diaz. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de
Gestidn Integrada de Santiago.

e Guillermo José Prada Ramallal Médico especialista en Farmacologia Clinica. Area de
Gestion Integrada de Santiago. Fundacion Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago de
Compostela.

e Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacologia Clinica. Area de Gestién
Integrada de Santiago.

e Sandra Vidal Martinez. Enfermera. Area de Gestién Integrada de Santiago

e Rafael Carlos Vidal Pérez. Médico especialista en Cardiologia. Area de Gestién Integrada de
Lugo.

Para que conste donde proceda, y a peticién de quien proceda, en Santiago de Compostela,

La Secretaria del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,

Cristina Marquez Riveras
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