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LA ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica de naturaleza
autoinmune, crénica caracterizada por inflamacidon de predominio articular y la
presencia de autoanticuerpos, como el factor reumatoide (FR), y anticuerpos
contra péptidos/ proteinas citrulinadas (ACPA). En caso de no ser tratada, la AR
puede conducir a un dafio articular y una discapacidad irreversible con deterioro
importante de la calidad de vida. Esta enfermedad, también tiene un alto impacto
econdmico para la sociedad debido a las pérdidas de productividad laboral y los

costos directos e indirectos de la propia enfermedad o sus complicaciones.

La AR es un sindrome heterogéneo, con presentacion clinica variable y
probablemente con diferentes mecanismos patogénicos involucrados entre
individuos con el mismo diagndstico o segun la etapa de la enfermedad. De
hecho, aunque los autoanticuerpos son una caracteristica importante de la AR,
pueden estar ausentes en alrededor de un 30% de individuos con esta
enfermedad. La presencia de factores ambientales (por ejemplo, el tabaquismo)
incrementaria el riesgo de desarrollar la enfermedad en sujetos predispuestos

genéticamente (portadores de determinados alelos HLADRB*).

En las ultimas décadas, hemos sido testigos de una revolucién en los
conocimientos de esta patologia, que ha sido impulsado principalmente por una
mejor comprension de los mecanismos inmunopatolégicos involucrados. Esto ha
conducido al desarrollo de tratamientos dirigidos, reconocimiento temprano de
la enfermedad, asi como, a estrategias de tratamiento (guiada por objetivos) y al
uso de farmacos que son capaces de cambiar de forma notable el curso natural

de la enfermedad y evitar la destruccion y deformidades articulares.
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Aunque la AR es un problema de salud considerable, todavia se conoce
relativamente poco sobre su inmunopatologia. Para el desarrollo de un enfoque
de medicina personalizada, es esencial profundizar mas en la comprensién de los

mecanismos inmunoldgicos subyacentes a la AR.

La prevalencia de la AR en la poblacién adulta se estima alrededor del 0.5-1% (1,
2). En 2002 la Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER), llevo a cabo un estudio
en la poblacién espanola adulta a nivel nacional, en el cual encontraron una
prevalencia del 0.5% (IC 95%: 0.25 a 0.85). En las mujeres la prevalencia alcanzé
el 0.8% (IC 95% 0.4-1.1) mientras en los hombres fue de 0.2% (IC 95%: <0.5).
Extrapolando a la poblacion total del pais (alrededor de 47 millones), se estiman

cerca de 200,000 casos de AR en Espaiia (3).

Se han descrito varios factores de riesgo involucrados en el desarrollo de la AR,

incluidos factores genéticos, el sexo femenino y los factores ambientales.

Los factores de riesgo ambientales propuestos incluyen tabaquismo, exposiciéon
a silice, agentes infecciosos, deficiencia de vitamina D, obesidad y cambios en la

microbiota, entre otros.

Existe un importante componente genético en esta enfermedad. Estudios de
gemelos estiman que la heredabilidad (la proporcién de la variacién fenotipica
que se debe a la variacidn genética en una poblacién) de la AR es de ~ 60% (4).

Esto se refiere sobre todo a pacientes con AR que son positivos para los ACPA.

Los gemelos idénticos muestran una concordancia de la enfermedad de solo un
12-15%, lo que indica que los factores no codificantes juegan un papel importante

en la susceptibilidad (5) .
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La genética de la AR es extraordinariamente compleja y a pesar de las muchas
investigaciones al respecto, el sistema HLA sigue siendo a través del locus DRB1
el que confiere mayor susceptibilidad a la enfermedad. El epitopo compartido es
un patron de aminodcidos especifico codificado comunmente por algunos alelos
del locus HLA DR, especialmente HLA-DRB1 * 01 y HLA-DRB1 * 04, que estan muy

asociados con el riesgo de desarrollar AR (6).

A través de estudios de asociacion de todo el genoma con mapeo fino en grandes
poblaciones, se han identificado alrededor de 100 loci que albergan variantes de
susceptibilidad a la AR (7). Muchos de estos alelos se asocian solo débilmente y
probablemente interactian con otros genes y el medio ambiente (8). Ademas, se

han observado modestos efectos acumulativos cuando hay varios alelos de riesgo

(9).

También existe la variabilidad de susceptibilidad genética entre diferentes etnias.
Por ejemplo, las mutaciones en el gen de la proteina tirosina fosfatasa no
receptor tipo 22 (PTPN22) pueden incrementar el riesgo de AR en un 84% en

etnias no asiaticas (10).

Comprender la regulacion génica es crucial para definir qué genes son
importantes en qué tipos de células para la predisposicion a la AR, lo que, a su
vez, contribuira a la identificaciéon de vias clave que conducen la enfermedad y
permitird la estratificacion de la poblacién con AR en grupos basados segun

dichas vias génicas.

La AR predomina en las mujeres, presentdandose en una relacién aproximada de

3:1 con respecto al sexo masculino (11, 12).

La mayor frecuencia de AR en las mujeres se atribuye, en parte, a los efectos
estimulantes del estrégeno en el sistema inmune. Pero aun existe controversia

sobre el papel de los factores hormonales en el desarrollo de la AR.
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En las mujeres, la nuliparidad a menudo aumenta el riesgo de AR, mientras que
el embarazo a menudo se asocia con la remision de la enfermedad, aunque los

brotes de la enfermedad son comunes en el periodo posparto (13).

Ademas, muchas mujeres debutan de su enfermedad cerca de la mediana edad
o de la menopausia. Los hombres suelen tener un inicio tardio de la enfermedad,
son mas propensos a ser positivos para FR y tienen titulos mas altos de ACPA (2,

13).

El tabaco es el factor ambiental mdas importante de la AR, tanto por el peso en la
enfermedad como ser por prevenible. El fumar tiene un efecto dosis-
dependiente en el riesgo de desarrollar AR variando entre un 26-94% segun la
carga tabaquica acumulada (14). El riesgo llega a duplicarse entre los fumadores
con un historial de 20 anos de consumo en comparaciéon con los no fumadores

(15), pero incluso los fumadores con una baja exposicién se ven afectados (14).

El aumento del riesgo podria estar mediado por modificaciones epigenéticas, ya
que el tabaquismo puede generar hipometilacién de ciertas regiones de ADN,
efecto contrario al producido con el tratamiento con farmacos antirreumaticos

modificadores de la enfermedad (FAMEs) (16).

El tabaquismo se asocia con mayores niveles de citocinas proinflamatorias y
mayor actividad de la enfermedad (17). La relacién parece ser mas fuerte en los
enfermos ACPA positivos y en aquellos con al menos una copia del epitopo

compartido (18).

Otro factor de riesgo medioambiental es la exposicion a la silice (19). La
exposicion laboral al polvo textil también se ha relacionado con un mayor riesgo

de desarrollar AR en una poblacién de mujeres de Malasia (20).
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La microbiota parece englobar un vinculo entre el medio ambiente, |a genética, y

la autoinmunidad en la AR.

La periodontitis también se asocia con un mayor riesgo de desarrollar AR. Ambas
entidades comparten ciertas similitudes, como la inflamacién crénica y erosiones
dseas (21). Se cree que la relacidon esta mediada en parte por la microbiota oral

(Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans) (22, 23).

La relaciéon no estd circunscrita a la microbiota oral, también la microbiota

intestinal parece desempeiar un papel importante en la enfermedad.

Diferentes observaciones respaldan esta teoria: 1) una menor diversidad de la
microbiota intestinal en individuos con AR en comparacién con la poblacidn
general; 2) el aumento de especies infrecuentes (actinobacterias) en pacientes
con AR (24); 3) mayor colonizacién intestinal de Prevotella copri en los pacientes
con AR temprana no tratado en comparacidon con aquellos con enfermedad
establecida o la poblacién general (25); 4) una secuencia peptidica casi idéntica
entre especies bacterianas intestinales y autoantigenos aislados a partir de

moléculas HLA-DR de pacientes con AR (26).

Los factores de estilo de vida modificables también se han implicado en la AR. Por
ejemplo, la obesidad se ha asociado de manera constante e independiente con
un aumento modesto en el riesgo de AR, con una odds ratio de 1.45 en aquellos
con obesidad en comparacién a los normo-pesos segun el indice de masa corporal

(27).

Una dieta sana y equilibrada como la dieta mediterranea, parece disminuir el

riesgo de AR en el estudio sueco EIRA (28).

También se ha reportado que el consumo moderado de alcohol a largo plazo

reduce el riesgo de AR (29).
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El desarrollo de la AR esta determinado por un genotipo predisponente sobre el
cual los factores ambientales operan para dar lugar a la respuesta inflamatoria en
la sinovial. Aun continuamos sin comprender completamente como y cuando

interactuan todos los agentes involucrados.

Los factores ambientales como el tabaco pueden actuar sobre las células de la
mucosa respiratoria y promover la conversion postraduccional de aminodacidos
(por ejemplo, arginina a citrulina) contenidos en una amplia variedad de
proteinas, incluidas las proteinas intracelulares (histonas) y las proteinas de la
matriz (fibronectina, colageno, fibrinégeno, enolasa y vimentina). Todo ello
sucede mediante la induccidon de peptidil arginina deiminasas en un proceso

enzimatico llamado citrulinacién (también conocido como deiminacién) (30).

La microbiota también puede inducir la citrulinacion mediante la P. gingivalis,
bacteria comun en la periodontitis. Este microorganismo expresa peptidil
arginina deiminasas y puede inducir la citrulinacién y, por lo tanto, promover la

generacion de ACPA (31).

Ademas de la citrulinacion, existen otras modificaciones postraduccionales como
la acetilacidn o carbamilacidon que han sido descritas de forma mas reciente y que

comentaremos mas adelante.

Los péptidos modificados se unen a los heterodimeros de proteinas del complejo
mayor de histocompatibilidad, especialmente aquellos que contienen el epitopo
compartido, lo que lleva a la presentacidon de antigeno a las células T, que a su
vez estimulan las células B para sintetizar una gama de anticuerpos que

reconocen autoproteinas.

Los anticuerpos que reconocen autoproteinas son los anticuerpos contra

proteinas modificadas (AMPAs) y se dirigen a proteinas citrulinadas,
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homocitrulinadas y acetiladas (32). Hasta este punto podriamos considerar que

es la respuesta normal y esperada del sistema inmune frente a un antigeno.

La presencia de autoanticuerpos (como los AMPA y FR), citocinas y quimiocinas
proinflamatorias circulantes se pueden detectar varios anos antes del inicio de la
enfermedad clinica, lo que apunta a la activaciéon inmune durante el periodo
preclinico (33). Pero las muestras de biopsia sinovial de individuos con artralgias
positivos para autoanticuerpos a menudo son normales (34), aunque es posible
encontrar infiltracidon sinovial de células inflamatorias en ausencia de signos y

sintomas clinicos (35).

Los AMPAs también se asocian con un curso de enfermedad mds grave y, por lo
tanto, no son solo marcadores de diagndstico sino también marcadores

prondsticos (36).

La presencia de AMPAs por si sola no es suficiente para causar sinovitis.
Probablemente se requiera un estimulo adicional (por ejemplo, formacion de
inmunocomplejos o la activacién del complemento) para iniciar una sinovitis

clinica.

La AR es una enfermedad sistémica que involucra varios eventos inmunoldgicos
que ocurren fuera de la articulacion. No obstante, la membrana sinovial de las

articulaciones diartrodiales es la diana del proceso inflamatorio en esta entidad.

Existen dos cambios patogénicos vitales en la membrana sinovial de pacientes
con AR. Primero, el revestimiento intimo se expande debido a un aumento y
activacion de sinoviocitos, que son una fuente prominente de citocinas y
proteasas. Estos son responsables del dafio del cartilago y poseen el potencial de
migrar de una articulacion a otra propagando la enfermedad (37, 38) . El segundo
cambio es la infiltracidén de células del sistema inmune adaptativo en la sinovial.

Aproximadamente la mitad son células T CD4 +, que se infiltran en el tejido y
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forman centros germinales ectépicos en los que las células B proliferan, se
diferencian y producen anticuerpos. Las células B y células plasmaticas también
estan presentes en la sinovial produciendo autoanticuerpos (39). Sin embargo, la
contribucidn relativa de las vias sinoviales en la patogénesis no esta claramente
dilucidado, ya que la mayor parte de la maduracion por afinidad ocurre antes del

inicio de la enfermedad clinica.

El dafio al cartilago y al hueso subcondral debido a la invasién sinovial en
estructuras articulares adyacentes es un signo cardinal de la AR. Las vias
involucradas son muchas y varian entre los enfermos que son positivos para ACPA
y los ACPA negativos. Los macrofagos, los neutrdfilos y los mastocitos
contribuyen al dafio articular mediante la liberacién de citocinas vy
metaloproteinasas de la matriz (MMP). Pero, las células predominantes en la
destruccion del cartilago son los sinoviocitos similares a fibroblastos (FLS)-100
cadherina-11 positivo. Estos ultimos producen varias MMP, como colagenasas y

estromelisinas (40).

Las erosiones dseas se deben en gran medida a la maduracién y activacion de los
osteoclastos por el activador del receptor del ligando del factor nuclear kB
producido por células T, junto con TNF, IL-6 e IL-1 producidas por macrdéfagos y

FLS en el revestimiento sinovial (41).

Varios estudios han demostrado un papel proinflamatorio del factor de necrosis
tumoral y la IL-6 en la activacion de leucocitos, la produccion de MMP, la
angiogénesis y la promocion del dolor. Es en la sinovial donde se producen las
citoquinas que actuan de forma paracrina o autocrina y pueden promover y

perpetuar la inflamacion de la AR.

La hipdtesis de la red de citoquinas ha conducido a la introduccidon exitosa de

agentes terapéuticos inmunodirigidos. Sin embargo, la diversidad de citoquinasy
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la heterogeneidad en la respuesta a los tratamientos avanzados inmunodirigidos
sugieren que el fenotipo clinico de la AR representa un sindrome en lugar de una

entidad unica.

La patogénesis de la AR comienza mucho antes, incluso afios de que los sintomas
se manifiesten. En realidad, la AR se contempla como una secuencia continua que
comienza con una etapa de alto riesgo o susceptibilidad que se basa
principalmente en factores genéticos y ambientales. La secuencia continda hacia
la AR preclinica y posteriormente surge la inflamacidn articular (AR temprana).
Finalmente, en los individuos donde la inflamacidn no se resuelva y se perpetua,
se desarrolla la AR establecida. Se cree que los mecanismos implicados operan a
través de este continuo patoldgico, creando oportunidades para intervenciones

especificas en cada etapa que podrian prevenir la enfermedad.

La expresion "AR preclinica" se utiliza para definir aquella fase de la enfermedad
en gque se pueden observar fendmenos autoinmunes sistémicos (por ejemplo,
autoanticuerpos circulantes) en ausencia de sinovitis persistente clinicamente

evidente (42).

Para estandarizar la terminologia de las fases que conducen a la AR, la liga
europea contra el reumatismo (EULAR) ha propuesto una nomenclatura, que
incluye seis categorias o fases: 1) factores de riesgo genéticos 2) factores
ambientales, 3) autoinmunidad sistémica asociada con AR, 4) sintomas sin artritis
clinica, 5) artritis indiferenciada, 6) AR. Estas fases son el resultado y estdn

limitadas al conocimiento actual sobre la etiologia de la AR.

Es relevante notar que este concepto no implica que todos los enfermos
progresen a través de todas las fases, o que las fases individuales sean

mutuamente excluyentes. Ademas, el término, AR preclinica solo debe usarse en
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forma retrospectiva, ya que muchos de los sujetos en riesgo nunca desarrollaran

artritis clinica (43).

Con cierta frecuencia podemos encontrar personas que aquejan de “dolor
articular” tiempo antes de la aparicion de la artritis. No obstante, debemos tener
en cuenta que la artralgia es un sintoma inespecifico y prevalente en la poblacion
general. Solamente, una minoria de estos individuos con artralgias son referidos
al reumatdlogo, y un reducido niumero de pacientes sera diagnosticado de AR.
Debemos recordar que la naturaleza bioldgica del dolor “articular®™ es muy

diversa, por lo tanto, el riesgo de progresar a AR varia segun el escenario.

Recientemente, EULAR desarrollé6 una definicion de artralgia clinicamente
sospechosa de progresion a AR (44) que discrimina con alta sensibilidad a los
individuos en riesgo de desarrollar esta enfermedad (45). Si ademds a este
concepto le sumamos la presencia de biomarcadores como los anticuerpos y

reactantes de fase aguda el cribado sera también altamente especifico (46, 47).

Aparte de la artralgia clinicamente sospechosa, contamos con otros grupos en
riesgo de desarrollar AR. Entre estos podemos destacar; las artralgias
seropositivas, los sintomas musculoesqueléticos inespecificos seropositivos, el

reumatismo palindrémico y los familiares en primer grado de pacientes con AR.

Al hablar de pre-AR o AR preclinica, estamos casi obligados a introducir la AR
establecida ya que son fases entrelazadas de la misma enfermedad.
Habitualmente relacionamos la AR establecida con la inflamacidn crénica y una
alta carga de enfermedad con dafio articular y acompafiada de comorbilidades

consecuentes a la inflamacion crdnica.

Una definicién cronoldgica no nos asegura una clara diferenciacién entre la
enfermedad temprana y la establecida, porque el diagndstico puede retrasarse
significativamente. Del mismo modo, una definicién radiolégica tampoco asegura

una clara diferenciaciéon, debido a la gran variabilidad en la poblacién de
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pacientes con AR, donde algunos pacientes nunca desarrollan dafo estructural,

incluso después de muchos afios de enfermedad (48).

No existe una definicién aceptada universalmente de AR establecida, pero varios
expertos recomiendan utilizar el término AR establecida desde el momento de
un diagnodstico clinico definitivo, independientemente de la duracidon de los
sintomas o la presencia de dafio irreversible, para distinguir la enfermedad
establecida de una etapa de artritis indiferenciada o pre-AR, que quizds nunca

progrese a AR (48).

Identificar a las personas en riesgo de AR es de vital trascendencia. El racional de
un diagndstico y tratamiento temprano es para aprovechar la ventana de
oportunidad o el periodo en el que la inflamacidn es mds susceptible a medidas
preventivas (intervenciones dietéticas y de estilo de vida) y a los tratamientos

inmunomoduladores.

El diagndstico de AR es fundamentalmente clinico. Aunque no existen criterios de
diagnéstico, los criterios de clasificacion que incluyen manifestaciones clinicas y
pruebas seroldgicas (autoanticuerpos y reactantes de fase aguda) informan el

diagndstico clinico.

La tumefaccién de la articulacion junto con el dolor de caracter inflamatorio son
las caracteristicas clinicas clave de la AR. La terminologia clinica de AR temprana,
establecida y tardia, se ajusta bastante a la caracterizacion de diferentes fases de
la enfermedad, que padecen la gran mayoria de pacientes. Podriamos definirlas

de la siguiente manera (49):

AR temprana: caracterizada por una inflamacién leve, apenas perceptible, de las

articulaciones. No suele encontrarse lesiones dseas en las radiografias.
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AR establecida: ademas de la tumefaccion mas clara, puede acompaiarse de
diversas deformidades, incluida la subluxacién en las articulaciones, las
deformidades en cuello de cisne o la deformidad Z del pulgar. En esta fase las
radiografias ya pueden mostrar estrechamiento del espacio articular, erosiones

Oseas y subluxaciones articulares.

AR tardia y grave: puede presentarse con afectacion mutilante de las
articulaciones. En las radiografias se observan cambios en el cartilago entre los
huesos del carpo generalmente, los cuales se agotan y se unen para formar casi
un tipo de hueso 'unico’, erosiones graves, deformidades de lapiz en copa y la
destruccidon dsea de huesos largos como por ejemplo el radio y el cubito. En esta
fase incluso se puede llegar a afectar el esqueleto axial con formacidn grave de
pannus, tipicamente en la articulacién atlantoaxial, pudiendo llegar a comprimir
la médula. Hoy en dia, la evolucién hasta la fase mutilante, que compromete
gravemente la movilidad e incluso conducir a un estado de postracidon en cama,

rara vez se ve.

Las articulaciones involucradas en la AR son bastante especificas y distintas en
comparacion a otras enfermedades articulares. Suele afectar las articulaciones
metacarpofalangicas y la articulacion interfalangica proximal de manos y en los
metatarsofalangicas de los pies, y las articulaciones de muneca, tobillo, codo,

hombro, rodilla y cadera (50).

En esta enfermedad hay un claro predominio por las articulaciones periféricas. El
predominio de las articulaciones interfalangicas distales es excepcional. La
afectacion de la regidn cervical en especial de articulacién C1-C2 (atlantoaxial) es
relativamente frecuente. La AR también se distingue de otras formas de artritis
por su naturaleza altamente destructiva, que conduce a la degradacién

inflamatoria del cartilago y la destruccién del hueso articular y periarticular.

A pesar de estos hallazgos tipicos, muchas entidades imitan la AR, lo que dificulta

el diagndstico diferencial, particularmente en la fase temprana. Entre ellos se
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incluyen la artritis viral, artritis de Lyme, enfermedad mixta del tejido conectivo,
espondiloartritis periférica, artritis psoriasica, artrosis (especialmente la forma
erosiva) y enfermedades metabdlicas, especialmente la artritis por

microcristales.

La AR es una enfermedad inflamatoria sistémica, que puede afectar diferentes
drganos y sistemas como los ojos, pulmones, sistema nervioso y corazéon entre

otros.

Los nddulos reumatoides y la vasculitis son dos de las manifestaciones
extraarticulares tipicas. Suelen observarse en la AR grave, aunque hoy en dia son

menos comunes.

La enfermedad pulmonar intersticial es considerada como la manifestacion
extraarticular mas grave de la AR, ya que se acompafa de una alta mortalidad y
su incidencia parece estar aumentando, probablemente debido a una mayor

conciencia de su existencia por parte de la comunidad médica.

La AR también puede acompanarse del sindrome de Sjogren secundario y fatiga.
Ademas, el proceso inflamatorio crénico puede conducir al desarrollo de

enfermedades cardiovasculares, amiloidosis, osteoporosis y linfoma.

Existe aun cierto debate en como categorizar estas manifestaciones
(manifestaciones extraarticulares vs. complicaciones de la enfermedad vs.
comorbilidades). Independientemente de ello, cada vez tenemos mas claro que
la aparicidon de éstas se correlaciona con la carga inflamatoria de la enfermedad
y que pueden atenuarse o incluso desaparecer con un tratamiento efectivo de la

AR (51, 52).

La falta de criterios de diagndstico para la AR se debe sobre todo a la

heterogeneidad interindividual e intraindividual de la enfermedad.
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Como para la mayoria de las otras afecciones reumatoldgicas, solo estan
disponibles los criterios de clasificacion. Los criterios de clasificacion actuales son
los del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) y EULAR establecidos en 2010
(ver Tabla 1.1) los cuales son sensibles, pero con una especificidad relativamente

baja (53).

Tabla 1.1 Criterios de Clasificacion de AR ACR/EULAR 2010

Variables puntaje

Articulaciones comprometidas

1 articulacion grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequenas afectadas 2
4-10 articulaciones pequeias afectadas 3
> 10 articulaciones pequefas afectadas 5
Serologia

FR y ACPA negativos 0
FR y/o ACPA positivos bajos (< 3 VN) 1
FR y/o ACPA positivos alto (> 3 VN) 2
Reactantes de fase aguda

VSG y PCR normales 0
VSG y/o PCR elevadas 1
Duracién de los sintomas

<6 semanas 0
26 semanas 1

Un paciente serd clasificado de AR si la suma total es igual o superior a 6

Debemos recordar que el objetivo de los criterios es estratificar a los pacientes

con caracteristicas similares para la investigacion clinica. Se pueden emplear para
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la toma de decisiones de diagndstico en la practica clinica, pero con riesgo de
clasificar positivamente a un paciente con un diagndstico negativo o viceversa

(54), y por lo tanto el criterio del reumatélogo sigue siendo importante.

A finales del siglo pasado, la AR era considerada como una enfermedad altamente
discapacitante con una alta tasa de morbilidad y mortalidad, para la que no
existian tratamientos muy efectivos. Sin embargo, en las ultimas décadas, hemos
sido testigos de una mejora espectacular en el prondstico y los desenlaces de esta
enfermedad. Todo ello se debe a varios cambios en el paradigma en el manejo y

tratamiento de la AR.

Primero, hemos aprendido a como usar los FAMEs como el metotrexato (MTX)
de manera Optima, y este farmaco se ha convertido en la piedra angular
terapéutica (55). En segundo lugar, se han desarrollado instrumentos fiables para
la evaluacidon clinica que pueden utilizarse para la investigacion y la practica
clinica como los indices compuestos de actividad de la enfermedad, donde
destaca el DAS28, que nos permiten monitorizar y estratificar a los pacientes. En
tercer lugar, el diagndstico temprano y el inicio rdpido de una terapia han
demostrado ser eficaces (56) y se han vuelto practicamente obligatorios, tanto es
asi que dieron lugar a nuevos criterios de clasificacién que involucran a pacientes
con AR temprana (53). En cuarto lugar, la estrategia del tratamiento ha cambiado,
con un enfoque de tratamiento por objetivos (“treat to target™) junto con un
control estricto ("tight control”) de los sintomas clinicos y la pronta adaptacion
del tratamiento (56, 57). Estos objetivos son cada vez mas ambiciosos y buscan la
obtencién de la remision. Finalmente, la introducciéon de las nuevas terapias
inmunodirigidas en el campo de la AR, han proporcionado una gran efectividad
en aquellos casos que fallan o no toleran las terapias convencionales. Estos son
los pilares que han sentado la base para la obtencién de la considerable mejoria

en el prondstico y la calidad de vida de los pacientes con AR en los ultimos afios.
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En cuanto a farmacos, los agentes sintomaticos, como los analgésicos o los AINE,
mejoran los signos y sintomas, pero no modifican el proceso subyacentey, por lo
tanto, no interfieren con los mecanismos que conducen al dafio articular, aunque
alivian el dolor y la hinchazdn generalmente debido a la inhibicion de la sintesis
de prostaglandinas. Los glucocorticoides tienen actividad modificadora de la
enfermedad, pero sus efectos adversos impiden su uso a largo plazo. No
obstante, dada su rapida actividad antiinflamatoria, pueden administrarse
durante un periodo limitado junto con los FAMEs hasta que estos ultimos hayan

ejercido su maxima capacidad antiinflamatoria.

Como hemos mencionado antes la AR es una enfermedad inflamatoria sistémica,
por lo que su tratamiento requiere de la interferencia del proceso inflamatorio
mediante el uso de FAMEs. Entre estos agentes terapéuticos se distinguen los

FAMESs sintéticos convencionales y las terapias inmunodirigidas avanzadas.

Los FAMES sintéticos convencionales son un grupo heterogéneo de
medicamentos compuesto por farmacos quimicos. Dentro de esta familia
contamos con agentes cuyos modos de accién no son del todo conocido como el
MTX, sulfasalazina, cloroquina, hidroxicloroquina o sales de oro. Ademas de la
leflunomida cuya diana terapéutica (inhibicion de la dihidroorotato

deshidrogenasa) estd claramente definida.

Hoy en dia contamos con 5 familias de terapias inmunodirigidas avanzadas (ver
Tabla 1.2). Los inhibidores del factor de necrosis tumoral (TNF), los inhibidores
del receptor de IL-6 y los inhibidores de la Janus-quinasa. Estas terapias bloquean
la accidn de las citocinas proinflamatorias implicadas en el inicio y progresion de
la AR. También contamos con el rituximab (un agente que reduce los linfocitos
B) y abatacept (se dirige a la coestimulacién de las células T) que se dirigen contra
eventos iniciales en la produccidn de citocinas, que conducen finalmente a una

regulacidn a la baja de estas citocinas proinflamatorias (58).
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Tabla 1.2 Fdrmacos antirreumdticos modificadores de la enfermedad para la AR segun diana
terapéutica.

Diana no claramente definida MTX, sulfasalazina, cloroquina,
hidroxicloroquina y sales de oro

Dihidroorotato deshidrogenasa Leflunomida

Factor de necrosis tumoral Adalimumab, certolizumab, etanercept,
golimumab e infliximab

Receptor de IL-6 Tocilizumab y sarilumab

CD80 y CD86 (implicados en la Abatacept

coestimulacion de células T):

CD20 (expresado por células B) Rituximab
Janus quinasas Tofacitinib, baricitinib, upadacitinib y
filgotinib

En general, todas estas terapias han demostrado ser eficaces con una seguridad
aceptable en ensayos clinicos y estudios observacionales. Pero varios
metaandlisis y ensayos comparativos han revelado que cuando se combinan con
MTX, todas las terapias inmunodirigidas avanzadas tienen una eficacia similar en
practicamente todos los objetivos estudiados, independientemente de su diana
(58-61). Desconocemos la razén de este techo terapéutico, la hipétesis de cuello
de botella parece serla causa mas probable. Dicha hipdtesis expone que
independientemente de la diana del tratamiento, todos los agentes apuntan a
disminuir los efectos del TNF y / o IL-6, explicando la similitud de las tasas de

respuesta general (49).

En un entorno de la vida real, el 30-40% de los pacientes tratados con terapias

inmunodirigidas experimentan la interrupcién del farmaco debido a ineficacia o
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a eventos adversos (62, 63). Es importante resaltar, que la tasa de respuesta
disminuye con el aumento de la duracion de la enfermedad o al nimero fracasos

de lineas de tratamiento previas (64, 65).

Desconocemos hoy en dia la mejor estrategia a seguir en los pacientes que han
fracasado a un FAMEsc (basicamente MTX), ya que como comentamos los
diferentes fdrmacos bioldgicos y terapias sintéticas dirigidas (inhibidores de JAK)
obtienen resultados similares. Esta circunstancia se refleja en las
recomendaciones internacionales para manejo de AR, donde no se prioriza una

terapia sobre otra (55, 66).

A pesar de no existir una jerarquia terapéutica, datos de registros nacionales
muestran que los anti-TNF se utilizan como primera opcién en la gran mayoria de
los casos (>70%) (67, 68). Posiblemente, se debe a que histéricamente fueron los
primeros agentes disponibles. Ademas, ejemplifica la carencia de conocimientos
basados en la evidencia para elegir el tratamiento mas adecuado, por lo que estos
farmacos se prescriben de forma de “prueba y error”. Empujando a los médicos
a realizar una rotacién empirica entre los diferentes farmacos, hasta encontrar el
farmaco correcto. Mientras tanto, los no respondedores estan innecesariamente

expuestos a eventos adversos junto con el empeoramiento de su condicion.

Por otra parte, esta forma de actuar acarrea a una disminucién en la rentabilidad
de los tratamientos y aumenta la carga econdmica (69). Al contrario de lo que
sucede con la tasa de respuesta, los costes sanitarios aumentan de forma gradual

a medida que se incrementa el nimero de fracasos de tratamientos (70).

Asi pues, una de las necesidades insatisfechas en el tratamiento de la AR, es que
no podemos predecir en virtud de biomarcadores que paciente individual

respondera mejor a un determinado farmaco.

Los ACPA constituyen un biomarcador de mal prondstico en la AR (71), también

la presencia de estos anticuerpos marca una mejor respuesta a ciertos agentes
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terapéuticos como pueden ser el abatacept (ABA) y rituximab (60, 72).
Concretamente en el caso de ABA, existe una amplia evidencia que apoya su uso
en los pacientes ACPA positivos derivada de ensayos clinicos y grandes estudios
observacionales (73, 74). Adicionalmente, este tratamiento parece modular la
respuesta hacia los antigenos citrulinados, observandose una disminucién

progresiva en los titulos de ACPA con el tratamiento con ABA (75).

No obstante, todavia se necesita mucha mas investigacién para vincular los
factores (genéticos, epigenéticos, ambientales, anticuerpos, etc.) como
biomarcadores de respuesta para tener éxito en la busqueda de terapias eficaces.
Por lo tanto, la medicina de precision sigue siendo un tema fundamental en la
agenda de los cientificos basicos y clinicos, que esperamos sea logrado dilucidar

en un futuro préximo.
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REUMATISMO PALINDROMICO

El reumatismo palindréomico (RP) es un sindrome clinico particular caracterizado
por brotes de dolor, tumefaccidn y eritema, que afecta a la articulacion y a los
tejidos circundantes, y que se resuelve sin causar un dano residual. Los brotes son
a menudo monoarticulares, duran solo horas o unos pocos dias y su frecuencia
es muy variable (76). Es relativamente frecuente encontrar pacientes con RP en
la practica clinica de un reumatdlogo. Sin embargo, el diagndstico puede ser
desafiante dado que los brotes son transitorios e impredecibles, y el examen
fisico, las pruebas de laboratorio y de imagen generalmente son normales.
Asimismo, no existen criterios de clasificacion universalmente utilizados para esta

entidad.

Los pacientes con RP pueden evolucionar a una enfermedad reumatica crdnica,
la mayoria de las veces a AR (77-79). Esta entidad comparte varias caracteristicas
con la AR, incluidos los factores genéticos, los autoanticuerpos y la distribucion
de las articulaciones afectadas, sugiriendo que podria ser una forma recurrente-
remitente de AR. No obstante, la naturaleza de los brotes del RP no son tipicos
de un fenotipo autoinmune, mas bien se asemejan mas al de un proceso
autoinflamatorio (80). Considerando lo anterior, no esta claro si el RP es un
sindrome clinico separado, una forma abortiva de AR o simplemente una fase

preclinica de AR.

La prevalencia exacta del RP es desconocida. Existen muy pocos estudios que

analicen la frecuencia de esta enfermedad.

En una cohorte retrospectiva de 4900 pacientes con enfermedades
musculoesqueléticas, se encontrd6 una prevalencia de RP del 3%
aproximadamente (81). De forma reciente, se ha reportado que hasta el 42% de

los pacientes con AR, presentan sintomas compatibles con RP previo al debut de
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la AR (82). En Espafia, un estudio multicéntrico catalan documento que el 16% de
los pacientes con AR inician en forma de RP (83). Similar a la AR, la distribucién
por sexo predomina en el sexo femenino, pero la edad de aparicidén parece ser

ligeramente inferior (84).

2.2 Etiopatogenia

El RP y la AR presentan una relacién muy estrecha, comparten perfil

inmunogénico y serolégico.

La alta prevalencia de autoanticuerpos en los pacientes con RP fue descrita por
primera vez en 1977 por Wajed et al. Aquel estudio reportd, positividad del FR en
15 de 39 pacientes con RP (85). En 2003, se describié por primera vez la
presencia de ACPA (86), desde entonces varios estudios han confirmado la alta
prevalencia de estos dos anticuerpos en esta poblacién, en especial los ACPA (en

torno a 39-68%; ver Tabla 2.1) (79, 87-89).

Tabla 2.1. Prevalencia de Anticuerpos en el Reumatismo Palindromico

Autor (afio) N Duracidén FR+
casos  meses %

Salvador et al. (2003) 32 90 42 56
Russell et al. (2006) 61 <12 51 55
Powell et al. (2008) 51 42 53 49
Tamai et al. (2010) 28 63 82 46
Khabazzi et al. (2012) 69 47 46 42
Emad et al. (2014) 90 15 33 39
Cabrera-Villalba et al. (2014) 54 139 57 67
Mankia et al. (2018) 79 * * 59

*no reportado
Caracteristicamente las concentraciones de ACPA en los pacientes con RP suelen

ser similares a las observadas en la AR. No obstante, difieren en sus caracteristicas
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ya que en los pacientes con RP la respuesta a antigenos citrulinados suele estar
mas restringida respecto al nUmero de especificidades antigénicas reconocidas y

utiliza con menor frecuencia los isotipos IgA e IgM (90).

También hay evidencia de similitud genética entre ambas entidades. En la década
de 1980 se evidencid, en grupos relativamente pequefios de pacientes con RP, la
presencia de diferentes antigenos HLA (91-93). Un estudio canadiense de
principios del siglo XXI reportd una alta prevalencia (65%) del alelo del epitopo
compartido, principalmente por los alelos DRB1-0401 y DRB1-0404. EI mismo
estudio también reveld que solo la homocigosidad para los alelos epitopo
compartido era un factor de riesgo independiente significativo para la progresion
hacia una enfermedad crénica (94). De forma interesante, algunos de los alelos

(HLADRB1 * 03 y * 1302) reportados en el RP, no se han descrito en la AR (95).

Los tipicos brotes agudos pero transitorios que caracterizan el RP sugieren una
respuesta del sistema inmune innato que se asemejan a un fenotipo
autoinflamatorio en lugar de un genotipo autoinmune tipico. La presencia de
genes autoinflamatorios en pacientes con RP, se analizé en un estudio espafiol
observdndose que un 12% de casos eran portadores de mutaciones en el gen de
la fiebre mediterranea familiar (MEFV). Dichas mutaciones se observaron casi
exclusivamente en pacientes sin autoanticuerpos. Este estudio sugiere que
algunos casos de RP seronegativo podrian estar relacionado con mutaciones del

MEFV incluso en ausencia de criterios diagndsticos de FMF (96).

Aunque en estudios de imagen se ha observado afectacion de la membrana
sinovial (sinovitis) similar a la AR durante las crisis palindrémicas (97), otros
apuntan a que el RP presenta una mayor apetencia por los tejidos extracapsulares
(98, 99). La “inflamacién extracapsular™ durante los episodios agudos engloba a
la tenosinovitis y la inflamacién periarticular de los tejidos blandos, en ausencia
de sinovitis intraarticular. Dichos hallazgos suelen estar ausentes durante el

periodo inter-crisis (98), confirmandose la naturaleza intermitente del proceso en
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la mayoria de casos. La afectacidon de los tejidos extracapsulares también se ha
encontrado en otras formas de AR preclinica. Los eventos intermedios entre la
inflamacion extracapsular y la progresion de la inflamacidn sinovial evidentes en

la AR son aun desconocidos (80, 100).

El RP parece un sindrome de superposicion compuesto por la autoinmunidad y
autoinflamacion. Es posible que dentro del RP emerjan distintas entidades con un
fenotipo clinico similar, que varia desde las formas mas clasicas asociadas a
autoanticuerpos con frecuente evolucidon a AR hasta formas asociadas a genes

autoinflamatorios especialmente en pacientes seronegativos.

Los brotes autolimitados de muy corta duraciéon (usualmente <72 horas) de dolor,
tumefaccion y en ocasiones eritema por inflamacién articular y periarticular, que
no causan daino residual es la marca distintiva del RP. De hecho, en la descripcion
original del RP, Hench y Rosenberg eligieron el nombre "reumatismo
palindrdmico" en lugar de "artritis palindromica" sobre la base de la periartritis
observada en algunos de sus pacientes (101), hallazgos que han sido confirmados

de forma posterior. (76, 102).

La distribucidon de las articulaciones afectadas es similar a la de la AR, ambas
tienen predilecciéon por articulaciones periféricas, siendo las muiecas, las
metacarpofalangicas y las interfalangicas proximales las articulaciones mas
frecuentemente afectadas. La afectacion del esqueleto axial es anecddtica y
cuando se presenten, debemos considerar otras alternativas diagndsticas (76, 87,

88, 102).

En el curso evolutivo de la enfermedad las crisis palindrémicas alternan con
periodos asintomaticas inter-crisis con una periodicidad variable entre pacientes
(89). Tipicamente los brotes son monoarticulares, aunque pueden ser

oligoarticulares y mds raramente poliarticulares (90).
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La definicidon de caso de RP es controvertida. Varios autores han propuestos sus
propias definiciones de caso o criterios de clasificacidon, pero ninguna de estas es
universalmente aceptada, por lo que el diagndstico continda basandose en el
juicio clinico. A pesar de ello, los diferentes criterios parecen coincidir en algunos
aspectos: una duracién de los sintomas de al menos 6 meses, ausencia de lesiones
radioldgicas, observacion directa de un brote por un médico, duracidn de la crisis

inferior a una semana y la exclusién de otras causas de artritis (76, 81, 103).

Los criterios propuestos por Guerne y Weisman en 1992, son los mas utilizados.
Para cumplir con la definicién de RP, el paciente debe cumplir los siguiente 5
criterios: una historia de 6 meses de episodios breves, repentinos y recurrentes
de monoartritis o, raramente, poliartritis o inflamacidon del tejido blando;
observacion directa de un ataque por un médico; la participacion de al menos
tres articulaciones en diferentes ataques; la ausencia de erosiones en las
radiografias; y la exclusion de otras formas de artritis (76). Debe tenerse en
cuenta el diagnostico diferencial con otras entidades especialmente las artritis
por microcristales, la enfermedad de Whipple y la fiebre mediterranea familiar

entre otros.

Un alto porcentaje de pacientes con RP progresan a AR. En comparacion a la
poblacion general, los pacientes con RP presentan un riesgo de >100 veces de

padecer de AR segun un estudio poblacional (104).

El primer estudio longitudinal en esta poblacién publicado en 1959, constatd
progresién hacia AR en 18 de 28 pacientes con RP (64%) tras 8 afios de
seguimiento (105). Desde entonces varias cohortes de diferentes puntos
geograficos han confirmado la alta tasa de progresién, que va desde un 23% hasta

un 58% (77-79, 102, 106). La disparidad en las tasas de progresién podria deberse
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a diferencias en los criterios de inclusion, duracidon de los sintomas, tratamientos

recibidos, disefio de los estudios y a las diferencias étnicas.

Los pacientes con RP presentan una alta prevalencia de anticuerpos relacionados
con la AR. Estos anticuerpos parecen jugar un papel importante en la progresion
hacia la AR. En realidad, son los biomarcadores mas estudiados hasta la fecha, en
especial los ACPA. Las tasas de progresion hacia una AR practicamente se
duplican cuando el paciente presenta estos anticuerpos (78, 88). Una cohorte de
RP espafiola, encontrd una razén de probabilidad positiva del estado ACPA para
la AR del 1,45 tras un seguimiento a largo plazo (78). Ademads, la ausencia de
dichos anticuerpos tiene un alto (81%) valor predictivo negativo para la
progresion hacia AR (79). A pesar de la importante correlacién de los ACPA con
la progresidén hacia AR, no todos los RP seropositivos desarrollan AR incluso
después de un seguimiento a largo plazo (78). Otros factores de riesgo que se han
relacionados con la progresién, entre los que podemos mencionar; el FR,
homocigosidad para alelos HLADRB* del epitopo compartido, |la afectacion de las

articulaciones de las manos y el sexo femenino (78, 79, 81, 87, 94).

También se ha descrito progresion a otras enfermedades como el lupus, artritis
psoriasica, sindrome de Sjogren, vasculitis y miopatias inflamatorias entre otras
(78, 81). En comparacion a la AR, las tasas de progresién hacia estas

enfermedades son mucho menores (104).

El tabaquismo es el factor ambiental mas vinculado a la AR y a la generacidon de
anticuerpos. Aunque se ha reportado una alta prevalencia de tabaquismo (63%)
en la poblacién de pacientes con RP (82), hasta la fecha no se ha estudiado si el

tabaco es un factor de riesgo para desarrollar AR en pacientes con RP.

Un pequeno estudio observacional, encontré que hasta 1 de cada 3 pacientes con
RP puede presentar brotes desencadenados por la ingestidn de ciertos alimentos
(pescado, huevos, verduras enlatadas y queso procesado). De forma interesante,

el evitar dichos alimentos resulté en el cese completo o parcial de los brotes
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palindrdmicos y la reexposicion al mismo resulté en la reanudacion de los

sintomas (107).

Los programas para dejar de fumar podrian prevenir en algunos casos la
progresion hacia AR sin incurrir en riesgos. Otras estrategias de modificacion de
factores de riesgo podrian incluir una dieta saludable, pérdida de peso y la
eliminacion de posibles desencadenantes en la dieta. No obstante, carecemos de

estudios sobre la relacion de otros factores asociados con el estilo de vida y el RP.

A fecha de hoy, no contamos ensayos clinicos que respalden el uso de un farmaco
sobre otro en el RP. En la literatura podemos encontrar algunos estudios
observacionales, retrospectivos, con un tamafio de muestra relativamente
pequeno que demuestran cierta eficacia de tratamientos utilizados en la AR para

controlar la actividad enfermedad en el RP.

En un estudio israeli, se observé una respuesta favorable a los AINEs sobre brotes
palindrémicos tipicos (108), pero este hallazgo no ha sido reproducido en otras

cohortes (109).

Algunos FAMEs utilizados en el pasado para la AR, como la sulfasalazina,
penicilaminay la sales de oro (108, 110) parecen tener buenas tasas de respuesta
en el control de los brotes. No existen estudios sobre la eficacia de FAMEs mas

contemporaneos como el MTX, leflunomida o terapias bioldgicas.

Los antimalaricos (colchicina e hidroxicloroquina), ademas de reducir la
frecuencia y gravedad de los brotes (111), son los Unicos farmacos que parecen
retrasar, pero no evitar el tiempo hasta el desarrollo de artritis persistente (106).
Un estudio retrospectivo que incluia 113 pacientes con RP evidencié que el uso
de antimaldricos redujo el riesgo de desarrollar AR. Aunque las proporciones de
pacientes tratados y no tratados (24% vs 35%) con estos agentes que finalmente

desarrollaron AR no alcanzaron una diferencia estadisticamente significativa, la
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mediana de tiempo de progresion fue de 162 meses en aquellos tratados con

antimaldricos y de 56 en los no tratados (106).

La verdadera eficacia de los medicamentos debe considerarse con precaucién por
el disefio de los estudios. La busqueda de un tratamiento efectivo es de sumo
interés, dado que una intervencion terapéutica efectiva en esta fase podria

hipotéticamente evitar el paso a artritis cronica a estos pacientes.
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ENFERMEDAD PULMONAR INSTERSTICIAL ASOCIADA A LA
ARTRITIS REUMATOIDE

La AR es una enfermedad inflamatoria sistémica. Durante su curso se pueden
producir manifestaciones extraarticulares sobre la piel, los ojos, el corazon, el
sistema nervioso o los pulmones (112). El sistema respiratorio es donde la AR
extraarticular se manifiesta mas comiunmente, afectando entre un 60-80% de los

pacientes (113).

La enfermedad pulmonar asociada con la AR es capaz de afectar cualquiera de los
compartimientos pulmonares. Puede ser secundaria a la misma AR subyacente,
o ser desencadenada por una infeccion o como toxicidad de algun farmaco. Entre
las forma de afectacidén pulmonar en la AR, la enfermedad pulmonar intersticial
(EPI) es de gran interés, debido a que se asocia con una alta morbimortalidad

(114, 115).

El periodo preclinico de la AR se caracteriza por la aparicion de autoanticuerpos
y marcadores de inflamacién sistémica (citoquinas proinflamatorias y
guimiocinas) que son detectables en la sangre y en el pulmdn, en ausencia de
sintomas articulares (116). La mayoria de los pacientes con EPI asociada a AR
(EPI-AR) presentan una enfermedad articular de larga evolucién. Sin embargo, en
1 de cada 3 pacientes la EPI se presenta antes o cerca del diagndstico de AR (115).
Los mecanismos de desregulacion de respuesta inmunitaria a los antigenos
propios del pulmoén parecen ser relevantes para la generacion de autoinmunidad

sistémica en la AR.

La EPI-AR es una complicacién cada vez mas reconocida, que afecta incluso desde
etapas muy precoces de la enfermedad (117). La creciente investigacién en este
tema nos ha revelado varios de los factores de riesgo relacionada a esta

manifestacion extraarticular. Sin embargo, el conocimiento sobre la evaluacidn
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Optima de la enfermedad, el tratamiento y el cribado de esta complicacién es

limitado.

Se estima que la EPI afecta entre el 3-50% de los pacientes con AR (118). En un
analisis transversal de una cohorte de pacientes con AR seleccionados
aleatoriamente en 34 centros espafoles (estudio EMECAR), la prevalencia de EPI

fue de un 3.7% (1IC95% 2.4 a 5.0) (119).

La incidencia de esta complicacidn parece ser constante con el paso de los afios
(120). Estudios de base poblacional sugieren que la incidencia acumulada de EPI
definida por tomografia computarizada de alta resolucién (TACAR) sintomatica,
(con pruebas de funcién pulmonar (PFR) alterada) es del 5% a los 10 afios (112),

6.3% a los 15 anos (121) y 6.8% al cabo de 30 afios de seguimiento (120).

Aunque la AR predomina en el sexo femenino, la EPI-AR prevalece mas en los
hombres (9.8%) en comparacion a las mujeres (6.8%) (122). Ademas del sexo
masculino (114, 123, 124), existen otros factores de riesgo reconocidos para EPI
en la poblacidn con AR. Las asociaciones mas consistentes entre los estudios
incluyen la edad avanzada (114, 121), la alta actividad de la AR (125),
seropositividad para el FR o ACPA (126-128) y el tabaquismo (124, 126, 127).

A pesar de los datos presentados, la prevalencia e incidencia de EPI, asi como sus
factores de riesgo fluctian entre las diferentes cohortes de AR estudiadas hasta
el momento. La variabilidad parte es debida a las diferencias en los métodos de

cribado, la poblacién examinada y los criterios utilizados.

El primer paso en la induccién de la EPI-AR implica la aparicion de lesiones de las
células epiteliales alveolares y de las vias respiratorias en sujetos genéticamente

predispuestos (como el HLA — B54, HLA — DQ1B* 0601, HLA — B40 y el gen que
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codifica el inhibidor de la proteasa a-1) (129). Estas lesiones aparecen como
consecuencia del tabaquismo y la exposicidn a factores ambientales que causan
oxidacidon, como una infeccién o la aspiraciéon de saliva con Porphyromonas
gingivalis. La lesidn persistente o repetitiva de la mucosa de las vias respiratorias

activa el sistema inmune innato y produce una respuesta inflamatoria.

En aquellos con predisposicion genética, la tolerancia inmune falla y se
desencadena una respuesta autoinmune, que resulta en la generacién de
anticuerpos asociados con la AR. En respuesta a estos anticuerpos, las células
dendriticas orquestan la liberacion de citocinas inflamatorias, que prevalece
sobre los mecanismos de curacion y homeostasis del tejido pulmonar,
culminando en la transicion epitelial a mesenquimal y la remodelacion de las vias

respiratorias, junto a la fibrosis (113, 130, 131).

Pero la historia natural de la EPI-AR nos hace considerar dos vias potenciales que
vinculan la afectacidn articular y pulmonar. En la primera via, la enfermedad
comenzaria en el tejido sinovial después de una respuesta inmune contra
proteinas modificadas que posteriormente reaccionan de forma cruzada con
antigenos similares en el pulmdn. La plausibilidad de esta hipétesis se deriva de
la observacion de que la mayoria de los pacientes con EPI-AR desarrollan
enfermedad articular antes de la afectacion pulmonar. En el segundo paradigma,
la desregulacion de la tolerancia inmune tiene lugar en el pulmén, y la EPI
desencadena una respuesta inmune contra proteinas modificadas que se
disemina secundariamente a las articulaciones. Esta hipdtesis se respalda en que
la EPI puede preceder, inclusive por varios anos, los sintomas articulares, y la
presencia de péptidos citrulinados en el parénquima pulmonar de pacientes

fumadores y en sujetos en riesgo de desarrollar AR (30, 132).
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Establecer sila EPI esta realmente asociada con la AR, requiere de una evaluacién
exhaustiva para excluir causas alternativas, como infeccién respiratoria, efectos
toxicos del medicamento, exposicion ambiental o lesion pulmonar inducida por

aspiracion entre otros.

No existe una taxonomia oficial propia para la EPI-AR. Pero se suele utilizar la
clasificacion oficial de la Sociedad Toracica Estadunidense y la Sociedad
Respiratoria Europea para las neumonias intersticiales idiopdticas de 2011 (133).
Segun esta, las formas de EPI relacionada a las conectivopatias incluyen las

siguientes:

Neumonia intersticial usual

Neumonia intersticial no especifica

Bronquiolitis respiratoria enfermedad pulmonar intersticial
Neumonia intersticial aguda

Neumonia intersticial descamativa

Neumonia organizada criptogénica

Neumonia intersticial linfocitica

La EPl en pacientes con AR a menudo suele ajustarse al patrén neumonia
intersticial usual (NIU) en los estudios de imagenes y muestras de tejido (134). La
discriminacion entre los fenotipos NIU y no-NIU es muy importante, ya que existe

grandes diferencias prondsticas entre ambos fenotipos.

La supervivencia de pacientes con AR con NIU es mucho menor (135, 136). Los
pacientes con este patron suelen experimentar un mayor numero de
hospitalizaciones relacionadas con problemas respiratorios y al requerimiento de

oxigenoterapia (135).

Otro tema para considerar es el hecho de que la enfermedad pulmonar puede ser

la forma de presentacién de una enfermedad sistémica. Aproximadamente el
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15% de las personas que sufren de fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), con el paso
del tiempo, son diagnosticadas de una conectivopatia asociada (137). Para el
subgrupo de pacientes que presentan afectacion pulmonar junto con
caracteristicas clinicas o de laboratorio de una conectivopatia, pero insuficientes
para clasificarlos, se han propuestos los siguientes términos: 1) conectivopatia
indiferenciada (138), 2) conectivopatia dominante en pulmoén (139), y 3) EPI con

caracteristicas autoinmunes (140).

Caracterizar los subgrupos de enfermedad pulmonar asociada a AR por endotipos
implicaria la consideracion de distintos mecanismos funcionales o
fisiopatologicos relevantes para cada subgrupo, que en ultima instancia podria
tener utilidad para dirigir la terapia y medidas preventivas o determinar el
prondstico como en la esclerosis sistémica. Donde la clasificacidon precisa de la
enfermedad ha ayudado a llevar a cabo con éxito ensayos clinicos de

tratamientos eficaces (141).

La NIU en pacientes con ARy la FPI comparten ciertos rasgos que abren el debate
sobre si estas dos enfermedades presentan vias comunes de desarrollo. En
realidad, estas dos entidades son practicamente indistinguibles a nivel histoldgico
o radioldgico (ver Figura 3.1). Clasificaremos un patrén de fibrosis pulmonar de
NIU-AR o FPIl segun nos enfrentamos a un paciente con AR o si la fibrosis no tiene

una causa identificable.



INTRODUCCION

£

Figura 3.1 TACAR con patrdn de Neumonia intersticial fibrosante con opacidades reticulares
subpleurales y bronquiolectasias de distribucion difusa sin claro predominio basal.

De forma interesante, se han reportado un aumento de proteinas citrulinadas en
el pulméon de fumadores, pacientes con EPI-AR y pacientes con FPl en

comparacion con los controles sanos (30, 147, 148).

Similar a la AR, se pueden encontrar ACPA en suero en un subgrupo de pacientes
con FPl (149). Curiosamente, los niveles de estos autoanticuerpos se
correlacionan con peores desenlaces respiratorios (150, 151). Adema3s, una parte
de los pacientes FPI ACPA-positivo desarrollara AR (152). Todo ello sugiere una
respuesta inmune adaptativa desregulada al menos en un subconjunto de las FPI

y realza la idea de mecanismos de enfermedad superpuestos entre la FPl y la AR.

3.5 Manifestaciones clinicas, diagndstico y cribado

Los sintomas de presentacién mas comunes son la tos no productiva y disnea de
esfuerzo. Esta ultima puede enmascararse debido a la movilidad limitada por el

dolor, en pacientes con artritis.

Los signos fisicos de afectacion respiratoria pueden ser minimos o ausentes a
pesar de la presencia de anormalidades radiograficas, pero la taquipnea y los

crepitantes inspiratorios bibasales son signos comunes (153). También

36
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encontramos roces pleurales y, en la enfermedad avanzada, puede aparecer
cianosis, edema y signos de hipertensiéon pulmonar. Esta ultima, debe
sospecharse en presencia de acropaquias o desaturacién arterial inducida por el

ejercicio desproporcionada al grado de la afectacion pulmonar.

Las radiografias convencionales son imprecisas e insensibles para detectar
fibrosis en el parénquima pulmonar. En un estudio que incluia pacientes
asintomaticos respiratorios con AR temprana, la radiografia de térax mostré EPI
en el 6% de los pacientes, mientras la TACAR detecto fibrosis en el 33% (123). La
frecuencia de los hallazgos no solo depende de la precision del método de cribado
sino también de la poblacién estudiada. En un estudio de 84 pacientes con AR
establecida, las anormalidades en el TACAR fueron detectadas en 29% pacientes

asintomaticos y 69% de los pacientes sintomaticos (154).

Las PFR pueden revelar un defecto ventilatorio restrictivo con disminucién de la
capacidad de difusién del pulmdén para el mondxido de carbono (DLCO) incluso
en ausencia de sintomas (123). La DLCO es altamente sensible para detectar la
presencia de EPIl, mientras que los voliUmenes pulmonares son mds utiles para
evaluar la extension de la enfermedad (155). Similar a la FPI, los cambios a lo largo
del tiempo que se consideran clinicamente relevantes incluyen una disminucidn
en la capacidad vital forzada de >10% o una disminucion en la DLCO de 215%

durante 6 - 12 meses (156).

Se han propuesto otras novedosas técnicas de imagen para el cribado de la EPI,
como la tomografia por emisidn de positrones (157) y la ecografia pulmonar (158)

que podrian adquirir gran relevancia en el futuro.

Los biomarcadores séricos son otra linea de gran interés para el cribado de esta
complicacién. Los ACPA son considerados como el biomarcador mas conocido de
EPI-AR. En un metaanalisis reciente, la positividad de ACPA se asocié con un
mayor riesgo de EPI (OR: 4.7, 1IC 95% 2.1-10.6) (159). Pero su sensibilidad y valor

predictivo son bajos ya que la gran mayoria (67-90%) (159) de pacientes con AR
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son positivos a dichos anticuerpos, por lo que su papel para cribado de esta
complicacion esta en entredicho. Otros biomarcadores como las MMP-7, la
proteina D tensioactiva y Krebsvon del Lungen-6 (128, 160) han adquirido gran
interés de forma mas reciente. No obstante, dichas pruebas aun requieren de

validacién externa para su uso universal.

A pesar de todas estas técnicas de cribado, la pericia del meédico es
probablemente la herramienta mas importante para discriminar el riesgo de EPI
entre los pacientes con AR. Un modelo basado en las caracteristicas utilizadas en
la practica clinica, como la edad, el sexo, el tabaquismo, el FR y ACPA, tiene una
potente capacidad de deteccidon tanto de la EPI-AR sintomatica y la subclinica

(128).

En comparacion con la poblacion general, la AR conlleva un riesgo 50% mayor de
mortalidad (161). Las enfermedades cardiovasculares y neoplasias son las dos

principales causas de muerte en esta poblacidn.

En las ultimas décadas, las tasas de mortalidad relacionadas con estas
enfermedades han disminuido (162, 163), posiblemente atribuidas a un
diagndstico mas temprano y a la estrategia de tratamiento por objetivos. Por el
contrario, las muertes por enfermedad pulmonar se han mantenido estables
(163). Una mujer con AR seropositiva tienen un riesgo de morir debido a la
enfermedad respiratoria 3 veces mayor en comparacién con otra mujer de la
misma edad sin AR (164). Considerando todo lo anterior, es posible que las
muertes de causa pulmonar se conviertan en la principal causa de muerte en los

pacientes con AR en un futuro.

La EPI-AR juega un papel importante en las muertes relacionadas con
enfermedades pulmonares y constituye una necesidad no cubierta, incluso con

las opciones de tratamiento disponibles. En una gran cohorte de pacientes con
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AR del Reino Unido, la fibrosis pulmonar fue la causa principal de muerte o
contribuyd como condicién comédrbida en el 7% de las defunciones (165).
Ademas, debemos de tener en cuenta que la hipertensién pulmonar asociada a
la EPI contribuye a la alta incidencia de muertes relacionadas con enfermedades

cardiovasculares.

Entre los predictores de mortalidad en |la EPI-AR, |a edad avanzada es la variable
de mal prondstico mas consistente. Otras variables asociadas con la mortalidad
de la EPI-AR incluyen: el sexo masculino, la gravedad de la enfermedad segun lo
evaluado por las PFR, el grado de fibrosis en la TACAR, un patrén NIU,
exacerbacién aguda y actividad de la enfermedad de la AR (115, 121, 127, 166,
167) .
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ANTICUERPOS ANTI-PROTEINAS CARBAMILADAS

Los anticuerpos representan una de las barreras fundamentales de la defensa
inmune. Pero junto a los anticuerpos protectores, algunas personas también
producen anticuerpos autorreactivos que pueden causar dafio tisular. Dichos
anticuerpos pueden dirigirse contra una serie de moléculas que normalmente

estan presentes en el organismo.

Como ejemplo, las modificaciones postraduccionales (PTM) de proteinas propias
pueden conducir al no reconocimiento de estas como propias y resultar en la

generacién de autoanticuerpos.

Las PTM son mecanismos esenciales utilizados por las células eucariotas para
diversificar sus funciones proteicas y coordinar dinamicamente sus redes de
sefalizacion. Ademas, las PTM influyen en casi todos los aspectos de la biologia
celular y en la patogénesis. Entre los procesos de modificacion proteico se
incluyen la carbamilacién, la citrulinaciéon, la acetilacién, la fosforilacion y la

glicosilacion (168).

En situacion de homeostasis celular, estas modificaciones no son "visibles" para
el sistema inmune. Sin embargo, es probable que se inicie una respuesta inmune

contra aquellas proteinas que se saltan el proceso de seleccion negativa.

La seleccion negativa se refiere a la eliminacidon de aquellas PTMs reconocidas
como extrafias y potencialmente perjudiciales. Por lo tanto, una proteina
carbamilada o citrulinada en condiciones fisioldgicas no iniciard una respuesta
inmune, mientras que, cuando la misma modificacién se presenta de manera

aberrante al sistema inmune, puede inducir una respuesta inmune (32, 169).

De forma amplia, los anticuerpos que actuan frente a estas PTMs son conocidos

como familia AMPA (por sus siglas en inglés; anti-modified protein antibodies).
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Los AMPA han recibido una gran atencion en las ultimas décadas por su relacion

con varias enfermedades autoinmunes.

En este apartado nos centraremos en la carbamilacidn, asi como en la respuesta

inmune contra las proteinas carbamiladas, especialmente en el contexto de la AR.

La carbamilacion se define por la unién no enzimatica de un resto "carbamilo"” (-
CO-NH2) a grupos funcionales libres de proteinas, péptidos y aminoacidos libres.
Esto se produce como resultado de la interaccién entre un compuesto
electrofilico (generalmente acido isocidnico) y un grupo funcional nucleofilico, la

mayoria de las veces un grupo amino.

La reaccion de la carbamilacidn tiene lugar preferentemente en los grupos a-
amino de aminoacidos, péptidos o proteinas. Pero también sucede en los grupos
€-amino (a una velocidad 100 veces menor debido a su menor pKa) de cadenas
laterales de residuos de lisina. En el segundo caso, la carbamilacién conduce a la

formaciéon de una e-carbamil-lisina, también llamada homocitrulina (170).

La via mas comun que conduce a la formacién de acido isocianico es la disociacion
espontanea de urea en amoniaco y cianato en soluciones acuosas. La urea se
disocia de manera reversible de acuerdo con un equilibrio que estd
principalmente a favor de la urea (fisioldgicamente, la proporcién es de 100: 1),
pero como el subproducto formado (acido isocidnico) es altamente reactivo, se
une inmediatamente a proteinas u otros sustratos, que mueve el equilibrio a la
forma de disociacién. A pesar de la baja concentracién de cianato, se puede

detectar una pequeiia cantidad de carbamilacidn en personas sanas.

La urea es el subproducto final del metabolismo del nitréogeno en la especie
humana y durante mucho tiempo se ha considerado solo una sustancia residual
no reactiva. Sin embargo, su disociacidn en compuestos reactivos en el origen de

las reacciones de carbamilaciéon demuestra que ese no es el caso.
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Las concentraciones de urea en sangre aumentan en pacientes con enfermedad
renal crénica, asi como las concentraciones de acido isocianico, lo que explica que
la intensidad de la reaccién de carbamilacién se mantenga en tales circunstancias
(171). Una fuente alternativa de 4acido isocianico se ha desvelado mas
recientemente. Un precursor del acido isocianico es generado tras la accidon
enzimatica de la mieloperoxidasa (MPQO) (83) sobre el tiocianato en presencia de
peroxido de hidrégeno (172). El tiocianato es aportado por la dieta,
especialmente por frutas y verduras, asi como por los subproductos lacteos y por
el humo. Se sabe que la MPO es una enzima abundante contenida en las células
inflamatorias, como los neutrdéfilos polimorfonucleares y los monocitos /
macroéfagos, que transforma el tiocianato en acido hipotiocidnico y cianato.
Debido a su localizacion preferencial en las paredes arteriales, su papel en la
formacion de acido isocianico ha sido defendido principalmente en las placas
aterosclerdticas (173). Un tercer mecanismo para el suministro de &acido
isocianico o sus precursores al organismo, es la transportacion de cianato por la
respiracion del aire, como resultado de la combustién de biomasa y el humo del
tabaco (174). También se hipotetiza que el cianato puede ser aportado por

nutrientes especificos como la raiz de la yuca (175).

A grandes rasgos, podemos decir que la carbamilacidon de bajo grado ocurre en
condiciones fisioldgicas a lo largo de toda la vida, pero su produccién o acumulo
excesivo pueden llevar a procesos patoldgicos. El impacto de la carbamilacidon en

las propiedades de las proteinas es inmenso y les afecta en varios niveles.

De forma dosis dependiente la carbamilacidon genera cambios en la estructura y
funcion de proteinas y pequefias moléculas. Estas variaciones pueden interferir
con las funciones celulares y desencadenar trastornos sistémicos. Por lo tanto, las

consecuencias de la carbamilacidén ocurren a nivel proteico, celular y sistémico.
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La carbamilacion puede conducir a una disminucién de la actividad de enzimas y
hormonas, como en el caso de la ceruloplasmina, la apo-aspartato

aminotransferasa, la MMP-2 y la insulina (176).

La carbamilacion puede influir en una funcién de una determinada hormona,
mientras que otras propiedades funcionales permanecen sin cambios. Por
ejemplo, la eritropoyetina carbamilada pierde su funcidn eritropoyética y
angiogénica pero no su funciéon protectora del tejido. Por lo tanto, la
carbamilacion de la eritropoyetina contribuye a la aparicion de anemia en las

personas con enfermedad renal (177).

También se puede alterar la afinidad de unién a los ligandos tras la carbamilacién
de la hemoglobina Ay la albumina sérica humana, observandose un aumento de
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, y una disminucidn de afinidad de la

albumina a pequenas moléculas acidas.

Otros efectos moleculares descritos de la carbamilacidn en las proteinas incluyen
el cambio de su capacidad de polimerizacidon (colageno, tubulina y actina),
sensibilidad a las proteinasas (MMP y colagenasa), perdida de la funcién
antioxidante de aminodcidos, asi como el aumento de avidez de unién entre

antigenos y anticuerpos (176).

La exposicidn a concentraciones relativamente altas de cianato es citotdxica. Por
ejemplo, la incubacidn in vitro con cianato disminuye la sintesis proteica de las
células de la médula ésea y la secrecion de insulina de las células B pancredticas.
Igualmente, el isocianato reduce la tasa de respiracion de las mitocondrias y la

produccién de especies de oxigeno reactivas de neutréfilos humanos (176, 178).
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Como consecuencia de los efectos sobre las proteinas y las funciones celulares,
la carbamilacién también puede desencadenar efectos sistémicos como la

nefrotoxicidad y la hepatotoxicidad.

El cianato se ha utilizado para tratar a los pacientes con anemia de células
falciformes. Pero la neurotoxicidad y la catarata se presentan como efectos
secundarios de este tratamiento. Estas consecuencias también pueden ocurrir en
pacientes con enfermedad renal crénica por acumulacién de una concentracién
relativamente alta de cianato (179). La toxicidad parece estar inducida por la
alteraciéon del metabolismo anaerobio de la cisteina y el aumento del estrés

oxidativo por aumento en la concentracion del cianato.

Las proteinas carbamiladas se acumulan en los tejidos sobre todo en aquellas
proteinas con una vida media larga, como las proteinas de la matriz, el colageno
tipo | y la elastina. Curiosamente, la tasa de acumulacion de éstas se correlaciona
inversamente con la longevidad (180). Este es el caso de las proteinas del
cristalino que son propensas a esta reaccién, que puede conducir al desarrollo de
cataratas, una enfermedad relacionada con la edad. Por lo tanto, la carbamilacion
de proteinas puede considerarse un sello distintivo del envejecimiento en
especies de mamiferos que pueden contribuir significativamente en los dafios

estructurales y funcionales del tejido encontrados durante el envejecimiento.

Los pacientes que padecen uremia tienen niveles aumentados de carbamilacidon
en diferentes moléculas, incluyendo aminoacidos libres, hemoglobina A,
lipoproteina de baja densidad (LDL), albumina, proteinas plasmaticas, proteinas

de la membrana eritrocitaria y proteinas renales (172, 177, 178).
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El grado de carbamilacidn esta relacionado con el grado de exposicidon ala ureay
la adecuacion de la dialisis en estos pacientes (181). Tanto asi, que los niveles de
proteinas carbamiladas se correlacionan con marcadores de la funcién renal. Este
hecho, dificulta acreditar cual es el grado de contribucién de la carbamilacion a
la disfuncién renal. No obstante, el papel de la carbamilacién como factor de
riesgo independiente en la progresion del deterioro renal ha sido reflejado por
dos hallazgos importantes; 1) el porcentaje de albumina carbamilada es el factor
de riesgo mds importante para predecir mortalidad en dos cohortes de enfermos
con enfermedad renal en etapa terminal y 2) en un modelo animal de
enfermedad renal la inyeccion de proteinas carbamiladas genero el

almacenamiento de proteinas vy la fibrosis peritubular renal (176).

En consecuencia, podemos decir que el grado de carbamilacién parece ser un
importante marcador prondstico independiente en pacientes con enfermedad
renal. Aun asi, desconocemos cuales son los mecanismos involucrados en este

proceso.

La catarata se informd por primera vez como un efecto secundario del
tratamiento con cianato en pacientes con enfermedad de células falciformes
(179). Diferentes estudios sobre modelos in vitro e in vivo sugieren una posible
contribucién de la carbamilacién a la formacién de cataratas. En 15 perros que
recibieron cianato de sodio, 14 desarrollaron cataratas y 5 desarrollaron lesiones
corneales. Asimismo, se han detectado restos carbamilados en el cristalino de
pacientes con cataratas. La incubacion de cristales cristalinos con cianato causa
agregacion al alterar sus estructuras terciarias y secundarias y aumenta la

formacion de enlaces disulfuro entre cadenas (182).

La carbamilacidon también parece contribuir en la patogénesis de la enfermedad

cardiovascular (ECV). Se han descrito niveles aumentados de carbamilacion de
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proteinas plasmaticas en pacientes con ECV aterosclerdtica e insuficiencia
cardiaca (169). Asimismo, el aumento de carbamilaciéon se relaciona con la

aparicion de eventos clinicos adversos de estos pacientes (172, 183).

Varios estudios se han centraron en la relacion entra la ECV con las lipoproteinas
carbamiladas. Entre los hallazgos mas relevantes tenemos, que el grado de
carbamilacion en las lipoproteinas de alta densidad (LDH) en las placas
aterosclerdticas se correlaciona con la gravedad de las lesiones y el estrés
oxidativo mediado por MPO. Asimismo, la carbamilacién de la apolipoproteina
A1l induce la acumulacién de colesterol en los macréfagos (184). Ademas, la
carbamilacion del LDH disminuye su actividad antioxidante y la capacidad de

transferir colesterol de las células al higado (185).

La carbamilacion también ha sido implicada en enfermedades neuroldgicas.
Estudios en ratas han demostrado una correlacidn positiva entre los déficits de
memoria y los niveles de carbamilacién en el cerebro de rata (186). En humanos,
tales complicaciones neuroldgicas pueden observarse en poblaciones de Africa
subsahariana que subsisten con productos alimenticios derivados de yuca
(altamente cianogénica) insuficientemente procesada que contienen
compuestos que son toxicos para la mitocondria. Los signos de toxicidad a largo
plazo incluyen una paralisis espastica distinta e irreversible, conocida como Ia
enfermedad de Konzo, asi como déficits cognitivos. Estos resultados insindan que
la carbamilacion puede estar involucrada en la neuropatia desarrollada en

pacientes urémicos (187).

A modo resumen, la formacién de proteinas carbamiladas a menudo se refiere
en contextos patoldgicos caracterizados por una exacerbacién de la reacciéon de
carbamilacion, como la insuficiencia renal crénica, trastornos degenerativos o
enfermedades inflamatorias crénicas como la AR (que comentaremos en la

siguiente seccion). Sin embargo, esta reaccidn también ocurre en condiciones
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fisiolégicas a un nivel basal que, aunque es menos importante, conduce a la
acumulacién de proteinas carbamiladas en el organismo durante el proceso de

envejecimiento.

Las PTM tienen la capacidad de romper la tolerancia inmunolégica e inducir
respuestas en forma de autoanticuerpos. Los ACPA son el biomarcador mas
especifico de la AR y dividen a los pacientes en 2 subconjuntos distintos
(seropositivos versus seronegativos) que tienen diferentes cursos de enfermedad
y de perfiles de riesgo genético y ambiental. Estos anticuerpos estan presentes
en alrededor del 60% de los pacientes con AR temprana, en el 70% de las
poblaciones de AR establecidas y se relaciona con una enfermedad mas grave y
un peor prondstico (188). No obstante, parte de los pacientes con AR ACPA
negativo también tienen dafio articular grave, por lo que existe la necesidad de
biomarcadores adicionales para identificar a los pacientes que necesitan una

intervencion mas intensa y precoz.

Dado que la homocitrulina tiene una alta similitud estructural con la citrulina (ver
Figura 4.1), en 1984 Steinbrecher et al. introdujeron la nocidon de que la
carbamilacion era capaz de inducir una respuesta autoinmune (168). Estas
observaciones fueron confirmadas en modelos animales, en donde se observo
gue la inmunizacion con péptidos que contienen homocitrulina generan
guimiotaxis, activacion de células Ty produccion de anticuerpos contra proteinas

carbamiladas (anti-CarP) (189, 190).
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Figura 4.1 Modificaciones postraduccionales de arginina y lisina que son epitopos en la artritis
reumatoide
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La arginina y la lisina son aminodcidos cationicos a pH neutro. La adicion de un grupo ureido (NH2CONH)
ala arginina y la lisina da lugar a los aminodcidos citrulina y homocitrulina no cargados, respectivamente.
Las argininas que estdn presentes en los péptidos (peptidilarginina) son deiminadas por las enzimas
peptidilarginina deiminasas. La lisina es carbamilada por el cianato, que puede surgir del efecto de la MPO
y el perdxido de hidrdgeno sobre el tiocianato. Imagen tomada de la referencia (191) (Rigby et al.)

En 2011 un equipo de investigaciéon de Leiden (192), describe por primera vez la
presencia de anti-CarP en suero de pacientes con AR. Se observé que los anti-
CarP se unen a los antigenos carbamilados mediante los dominios F (ab) 2 de IgG.
Los anti-CarP estaban presentes tanto en pacientes ACPA negativo (IgG: 16%, IgA:
30%) como en ACPA positivo (IgG: 73%, IgA: 51%). Ademas, estos anticuerpos se
relacionan con una enfermedad mas grave, especialmente en los pacientes ACPA

negativos.

En aquel trabajo los autores utilizaron el suero de ternera fetal y el fibrindgeno
carbamilados como antigenos para identificar anticuerpos anti-CarP (192). No
obstante, se han identificado otras proteinas y péptidos carbamilados como
epitopos para la generacion de anticuerpos anti-CarP en la AR, como secuencias
derivadas de la filagrina (189), coldgeno (190), vimentina(193), albumina (194) y

a -enolasa (195).

48
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Se desconoce el mecanismo molecular exacto de la patogénesis y el origen
anatomico de estas proteinas homocitrulinadas. Los antigenos carbamilados
identificados hasta ahora (filagrina, vimentina, albumina, etc.) son proteinas que
se producen naturalmente en el cuerpo humano. El papel de los neutroéfilos en la
AR ha suscitado interés ya que se ha sugerido la formacion de trampas
extracelulares de neutréfilos o NETs como el origen de los antigenos

carbamilados en el liquido articular y pannus sinovial (196).

La MPO es una enzima que esta presente en los granulos de los neutrdfilos y tiene
una funcion clave en la defensa del huésped. La MPO utiliza iones con carga
negativa (por ejemplo, cianato) para distorsionar las proteinas bacterianas y asi
inhibir su funcién. Cabe recordar que la adicion de cianato a la cadena lateral de
lisina crea homocitrulina. Se han encontrado MPO (en los granulos de neutréfilos)
y residuos carbamilados en sitios activos de inflamacidn en los tejidos sinoviales
de pacientes con AR (197). También se ha descrito carbamilaciéon de proteinas
dependiente de especies reactivas de oxigeno, no relacionados con la NETosis

(proceso por el que se producen las NETs) (198).

Por lo tanto, la presencia de altos niveles de proteinas homocitrulinadas y otras
PTM en el organismo podria sobre estimular el sistema inmune del huésped
mediante la inmunizacidn repetida contra estos antigenos, hasta superar el punto
critico del sistema y desencadenar como consecuencia la autoinmunidad
sistémica. Esta teoria se conoce como la auto-vacunacion repetida, la cual explica
el origen y propagaciéon de autoanticuerpos (199). Sin embargo, la mera
existencia de PTMs no es suficiente para inducir la formaciéon de anticuerpos
(200), por lo que se especula que también se necesita cierta predisposicion

genética.

La prevalencia de los anti-CarP circulantes en los pacientes con AR varia entre un
28% y un 80%. En comparacion con los ACPA, estos anticuerpos tienen una menor

sensibilidad y una especificidad similar. De hecho, en un metaanalisis reciente
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gue incluia 16 estudios, estima una sensibilidad y especificidad de los anti-CarP
en pacientes con AR de un 43.1% y 94.4%, respectivamente (201). Esta
variabilidad se explica en parte segin el momento del curso de la enfermedad
(AR temprana vs establecida), el método de laboratorio, los factores ambientales

(tabaco) y los antecedentes genéticos (PTPN-22) (170, 193).

Se ha descrito un alto grado de reactividad cruzada de anticuerpos anti-CarP
contra antigenos citrulinados. Sin embargo, hay pacientes anti-CarP positivos y
ACPA negativos. Ademads, parte de los pacientes con ACPA / anti-CarP doble
positivo albergan anticuerpos anti-CarP que no reaccionan de forma cruzada a las
proteinas citrulinadas (192, 202). En general, los sueros de personas con AR doble
positivo contienen anticuerpos ACPA y anti-CarP que se unen solo a proteinas
citrulinadas o carbamiladas y también contienen anticuerpos que pueden unirse
a ambas. En una pequefia cohorte de AR doble positivo, se encontré que el 70%
(rango intercuartilico: 47%—87%) de los anti-CarP no reacciona de forma cruzada

contra las proteinas citrulinadas (202).

A pesar de la reaccidon cruzada con otros anticuerpos, los anti-CarP han
demostrado estar relacionados de forma independiente a peores desenlaces y
complicaciones de la enfermedad. En el articulo original de Shi et al., encontraron
una asociacién entre los anti-CarP y la enfermedad erosiva (192). Dicho hallazgo
ha sido reproducido en otras cohortes (203, 204). Estos anticuerpos también se
asocian significativamente con un mayor grado de discapacidad y una mayor
actividad de la enfermedad, en especial en el subgrupo de pacientes ACPA
negativos (205). Asimismo, aquellos pacientes positivos para los anti-CarP
requieren de mayor uso de agentes bioldgicos en comparacién a los anti-CarP

negativos (206, 207).

Los anti-CarP se han relacionado a complicaciones frecuentes de la AR como el
riesgo cardiovascular (208) o la osteoporosis (209). En un estudio prospectivo

espafiol de pacientes con AR, se evidencié un aumento de la mortalidad en los
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individuos positivos para los anti-CarP, sobre todo en aquellas muertes de causas

respiratorias (210).

Todo lo anterior refleja como los anti-CarP son capaces de identificar pacientes
con peores desenlaces a largo plazo, especialmente en pacientes seronegativos
para otros anticuerpos, por lo que podemos afirmar que proporcionan

informacidn adicional util a los anticuerpos utilizados de forma rutinaria en la AR.

Se han detectado anti-CarP en suero en diferentes grupos con alta probabilidad
de desarrollar AR, como es el caso de las artralgias inflamatorias (211, 212) o
familiares de primer grado de pacientes con AR (213). Estos anticuerpos pueden
encontrarse incluso muchos afios antes del inicio de los sintomas articulares.
Estudios de muestras de biobanco han revelado presencia de anti-CarP hasta 14
aflos (media 7 afios y rango intercuartilico 3-10 afios) antes del diagndstico de la
AR (214). Por otra parte, hay aumento gradual en la frecuencia de positividad y
en los niveles de los anti-CarP a medida que se acerca al momento del inicio de
los sintomas, alcanzando su punto méaximo tras el diagndstico definitivo de la AR
(215). El riesgo de desarrollo de la AR aumenta en un 56% en los sujetos con
artralgias inflamatorias con anti-CarP de forma independiente a otros
anticuerpos (211). Con estos hallazgos es tentador especular que dichos

anticuerpos participan en la patogénesis de la AR.

El solapamiento de los anti-CarP con otros anticuerpos pone en entredicho su
valor diagnéstico y predictivo en situaciones de riesgo de desarrollar AR. Un
metaanalisis reciente intenta responder a esta cuestidn. Los autores concluyen,
que al anadir los anti-CarP al arsenal de biomarcadores utilizados en practica
clinica de rutina (FR y ACPA) resulta en una mayor especificidad y probabilidad de
detectar aquellos individuos que desarrollaran AR, a expensas de una

disminucidn en la sensibilidad. La relacion costo-beneficio fue mas favorable en
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los sujetos que carecen de otros autoanticuerpos. La utilizacion de estos
anticuerpos también reduce la posibilidad de clasificar erroneamente los

controles no AR (216).

El fenotipo clinico de presentacion de la AR varia segin el nimero de anticuerpos
(anti-CarP, FR, ACPA) presentes al debut de su enfermedad. En aquellos con
mayor numero de anticuerpos suelen ser mas jovenes, a menudo fumadores, con
una mayor duracidn de los sintomas y mayores niveles de reactantes de fase
aguda (217), reflejando que la amplitud de la respuesta autoinmune humoral

puede repercutir en el fenotipo clinico inicial.

Aunque el papel de los anti-CarP en la clasificacién de pacientes con AR es
cuestionable, estos anticuerpos estan envueltos en el desarrollo de la AR y tienen
potencial para estratificar a las AR y los sujetos en riesgo de desarrollar AR, y asi
identificar aquellos que podrian beneficiarse de medidas preventivas o

tratamiento mas intensivos en las etapas tempranas.

El aumento de la carbamilaciéon por si solo no es suficiente para una ruptura de la
tolerancia contra las proteinas carbamiladas. La insuficiencia renal, la
enfermedad inflamatoria intestinal y el tabaquismo son condiciones donde esta
aumentada la concentracidn de cianato. A pesar de ello, no se ha detectado un
aumento significativo de anti-CarP en comparacion a la poblacion sana (200).
Posiblemente, el no aumento de anticuerpos dirigidos contra la homocitrulina en
situaciones con altas concentraciones de cianato se debe a |la ausencia de otros

factores (genéticos o ambientales) necesarios para la induccién de anticuerpos.

Se han detectado anticuerpos contra proteinas homocitrulinadas en otras formas
de artritis inflamatorias diferentes a la AR, como la artritis psoridsica (218) o la
artritis idiopatica juvenil (219). También se han identificado anti-CarP en otras

enfermedades autoinmunes sistémicas como en el sindrome de Sjégren primario
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(220), lupus eritematoso sistémico (221) y la esclerosis sistémica (222) . En
comparacion a la AR, la prevalencia de anti-CarP en estas enfermedades es
mucho menor. Aun asi, estos anticuerpos se relacionan con un mayor grado

actividad de la enfermedad en cada una de estas enfermedades (220-222).

Arginina y lisina se distinguen como los aminodcidos mds bdsicos (catidnicos).
También son el objetivo de muchas modificaciones postraduccionales, por
ejemplo, la acetilacidn, citrulinacidn, hidroxilacion, metilacién y la ubiquitinacion.
Las PTMs permiten un amplio rango de funcionalidades por una sola proteina,
incluyendo la regulacion de la transcripcién, reparacion y replicacion del ADN.
Ademas de sus funciones en condiciones fisiolégicas normales, algunas de estas
modificaciones proteicas han sido reconocidas como desencadenantes

inflamatorios y objetivos de reacciones autoinmunes.

De hecho, como ya mencionamos antes, las proteinas modificadas pueden ser
reconocidas como antigenos extrafios y generar anticuerpos dirigidos contra
éstas. En forma amplia, a estos anticuerpos se les conoce como la familia AMPA
(Anticuerpos contra proteinas modificadas) las cuales parecen ser un sello
distintivo en la AR. A fecha de hoy, la citrulinacién, la carbamilacién y la
acetilacion son las modificaciones postraduccionales reconocidas con capacidad
de promover la formacidon de anticuerpos en esta enfermedad. Estas tres
modificaciones generan polipéptidos no estdndar a partir de aminoacidos
basicos. A pesar de la gran similitud estructural entre ellas, los mecanismos por
los que se producen, y los factores genéticos y ambientales envueltos en su

aparicion difieren (ver Tabla 4.1).
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Tabla 4.1 Similitudes y Diferencias entre la Homocitrulina y la Citrulina
SIMILITUDES
Tanto la homocitrulina y la citrulina son aminodcidos no estandar que
provienen de aminoacidos catiénicos (lisina y arginina, respectivamente).
Semejanza estructural: Ambos se caracterizan por la presencia de un grupo
ureido (-NH-CO-NH2); Se diferencian en la longitud de las cadenas laterales
(homocitrulina es un metileno mas largo).
La formacion de residuos de citrulina y homocitrulina puede incrementarse con
la inflamacion crénica y por el humo de tabaco. Aunque por mecanismos
distintos.
DIFERENCIAS
Procesos envueltos en su produccion
Reaccidn quimica (cianato reacciona Reaccidon enzimatica (deiminacién de
con la lisina) arginina)
Factores genéticos
PTPN-22 Epitopo compartido
Factores ambientales relacionados
Situaciones de hiperuricemia como la Infeccién por Porphyromonas

insuficiencia renal gingivalis

La citrulinacidn proteica (o deiminacidn) es la conversién enzimatica de peptidil-
arginina en peptidil-citrulina, mediada por la familia de las peptidil-arginina
deiminasas. La pérdida de una carga de la lisina al reaccionar con el cianato da
lugar a la generacién de homocitrulina. Curiosamente, la homocitrulina es
estructuralmente muy similar a la citrulina, solo difieren en un unico grupo
metilo, a pesar de que provienen de diferentes aminoacidos. Como en la

homocitrulinacién, la lisina es también el aminodcido objeto de la acetilacion. Las
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especies reactivas producidas en situacion de estrés oxidativo exagerado
(inflamacidn o el alcohol) desencadenan la peroxidacion de los lipidos de la
membrana mediada por las acetiltransferasas intracelulares, lo que resulta en la
formacién de acetaldehido entre otros. Este ultimo, modifica facilmente los
péptidos, con preferencia por los residuos de lisina, lo que resulta en la formacion
de aductos estables en proteinas que contienen malondialdehido acetaldehido

(223).

Desde mediados del siglo XX, conocemos de la existencia de autoanticuerpos
circulando en la sangre de los pacientes con AR (224). Pero no es hasta 1998
cuando se describe a la citrulina como el componente esencial para los
determinantes antigénicos para uno de los anticuerpos especificos esta
enfermedad, los ACPA (225). Con el descubrimiento de éstos se han logrado
avances significativos en la atencidn clinica y la comprensiéon de los mecanismos
de la enfermedad. Trece afios después de la descripcidon de los ACPA, se identific
la carbamilacion como una segunda modificacién postraduccional capaz de
generar anticuerpos (los anti-CarP) en la AR (192). En 2015, Thiele et al.
reportaron la existencia de anticuerpos contra proteinas acetiladas (anti-APA)
(226), proporcionando evidencia de una tercera PTM con potencial importancia

clinica y mecanicista en la AR.

Los ACPA son el sistema de anticuerpos predominante en la AR, estos estan
presentes entre el 60-75% de los pacientes (188), mientras que los anti-CarP y los
anti-APA en un 45% y 40% de los pacientes respectivamente (192, 227). Estos
dos ultimos sistemas se correlacionan con la seropositividad de ACPA vy las 3
clases de anticuerpos suelen concurrir en un paciente con AR. Sin embargo, son
considerados como familias independientes, dado a que se dirigen a diferentes
antigenos y que presentan una reaccidn cruzada limitada en estudios de
inhibicién (202, 227). Cualquiera de estos anticuerpos puede encontrarse en otra

enfermedad reumatica, pero la presencia simultdnea de los tres anticuerpos es
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casi anecdética. Por este motivo, el solapamiento entre las 3 familias de

anticuerpos se considera como propio de la AR.

Recientemente un equipo de investigacién del Reino Unido demostré en un
modelo animal que la exposicion de una proteina purificada que lleva una PTM
definida puede generar anticuerpos de reaccidon cruzada hacia diferentes PTM
(228). Posteriormente el mismo equipo evidencié que incluso un AMPA
altamente especifico para un antigeno en concreto es capaz de reconocer
diferentes clases de antigenos de PTM (229). De forma mas sencilla, podemos
decir que las células B reactivas a proteinas citrulinadas no solo se activan con
antigenos citrulinados, sino también con antigenos carbamilados y / o acetilados.
Lo anterior indica que el patron de reconocimiento no se limita a un tipo de
modificacion y demuestra una naturaleza de reaccidén cruzada entre AMPAs.
Estos datos son vitales para comprender la rotura de la tolerancia de las células
B contra los antigenos y la posible contribucién de estos antigenos a la

patogénesis de la AR.
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HIPOTESIS

Es probable que existan factores prondsticos relacionados con los anti-CarP aln
no establecidos que podrian tener relevancia para la poblaciéon con artritis

reumatoide y reumatismo palindrémico.

1. Se desconoce sila poblacion con RP presenta un AMPA distinto a los ACPA.
Es posible que un subgrupo de pacientes con RP presente anti-CarP en
suero. No obstante, como sucede con los ACPA, la respuesta inmune a
estos antigenos carbamilados estaria mas restringida que en la AR.

2. Los anti-CarP se asocian a un mayor grado de actividad de la enfermedad
y un peor prondstico en pacientes con AR. Pero la relacion entre los anti-
CarPy las manifestaciones extraarticulares, especialmente en aquellas con
una alta morbimortalidad tal como la EPI-AR, no han sido examinadas aun.
Similar a como ocurre con otros anticuerpos, los anti-CarP seran mas
prevalentes en aquellos pacientes con EPI-AR, por lo que podria utilizarse
como biomarcador para esta grave complicacion.

3. Dado la similitud estructural entre los ACPA y los anti-CarP, es probable
gue la seropositividad de anti-CarP sea un biomarcador de buena
respuesta a abatacept en los pacientes con AR, al igual como sucede con

los ACPA.
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OBJETIVOS

Objetivos genéricos

Determinar la presencia y caracteristicas de los anticuerpos anti-CarP en
el RP.
Establecer en pacientes con AR establecida la asociacidn entre anti-CarP y

manifestaciones extraarticulares y respuesta terapéutica a abatacept.

Objetivos concretos

1. Analizar la prevalencia de anti-CarP en pacientes con RP y comparar su
respuesta inmune contra proteinas carbamiladas frente a la de la AR
establecida.

2. Analizar la relacién entre los anti-CarP y la enfermedad pulmonar
intersticial en pacientes con AR.

3. Determinar el papel de los anti-CarP como biomarcador de respuesta

terapéutica a abatacept en pacientes con AR.
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Los trabajos incluidos en esta tesis doctoral son los siguientes:
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TITULO: Anti-carbamylated protein antibody isotype pattern differs between

palindromic rheumatism and rheumatoid arthritis.
REVISTA: Therapeutic Advances in Musculoskeletal Disease 2020;12
SEGUNDO TRABAIJO

TITULO: Rheumatoid Arthritis initiating as Palindromic Rheumatism: A Distinct

Clinical Phenotype?
REVISTA: The Journal of Rheumatology 2020; 1;47.
TERCER TRABAJO

TITULO: Anti-carbamylated proteins antibody repertoire in rheumatoid arthritis:

evidence of a new autoantibody linked to interstitial lung disease.
REVISTA: Annals of Rheumatic Disease. 2020;79.
CUARTO TRABAJO

TITULO: Anti-carbamylated protein antibodies are associated with early

abatacept response in rheumatoid arthritis.
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A continuacidn, se presentan los trabajos incluidos, junto con sus objetivos, un

resumen de los resultados y sus principales conclusiones
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Anti-carbamylated protein antibody isotype
pattern differs between palindromic
rheumatism and rheumatoid arthritis

Raul Castellanos-Moreira"=’, Sebastian C. Rodriguez-Garcia, Sonia Cabrera-Villalba,
Maria José Gomara, Georgina Salvador, Virginia Ruiz-Esquide, Julio Ramirez'*,
Jose Inciarte-Mundo, Rosa Morla, Cristina Garcia-Moreno, Andrea Cuervo,

Jose A. Gomez-Puerta, Juan D. Cafiete, Isabel Haro and Raimon Sanmarti

Abstract

Background: A restricted response against citrullinated peptides/proteins, with less isotype usage,
has been found in palindromic rheumatism (PR} in comparison with rheumatoid arthritis (RA). We
hypothesized that this different antibody response may be observed for other post-translational
modified proteins. We compared the prevalence and isotype usage of two specificities of anti-
carbamylated peptide/protein antibodies [Anti-CarP) in patients with PR and RA.

Methods: Cross-sectional study including 54 patients with pure PR and 53 patients with RA,
matched by sex, age, disease duration and ACPA. Anti-CarP specificities were determined

by home-made enzyme-linked immunosorbent assay tests using a synthetic chimeric fibrin/
filaggrin homocitrullinated peptide (CFFHP) and fetal calf serum [FCS) homocitrullinated
protein as antigens. IgG, IgA and IgM isotypes were measured.

Results: Anti-CarP were positive [CFFHP or FCS) in 24% and 64% of patients with PR and RA,
respectively (p < 0.005]. All Anti-CarP isolype proportions were significantly lower in PR than
in RA: Anti-CarP-IgG (24% versus 51%), Anti-CarP-IgA (7% versus 34%) and Anti-CarP-IgM (7%
versus 36%). Mean titers of Anti-CarP isotypes were also lower in PR. In Anti-CarP positive
patients, the isotype distribution differed between PR and RA: IgG Anti-CarP was used in all
PR patients and in 79% of RA patients. By contrast, a significantly lower isotype usage of both
IgA [31% versus 53%) and IgM (31% versus 56%) was observed in PR patients. No significant
differences in clinical or demographic characteristics were observed according to Anti-CarP
status in PR patients, except for a higher prevalence of ACPA and higher mean titers of ACPA
and rheumatoid factor in Anti-CarP positive patients.

Conclusion: Anti-CarP are found in patients with PR but in a lower proportion and with a
different isotype usage from in RA, suggesting a distinct B cell response to homocitrullinated
antigens in PR.

Keywords: ACPA, Anti-CarP, autoantibodies, B cells, palindromic rheumatism, rheumatoid
arthritis

Received: 1 July 2020; revised manuscript accepted: 3 November 2020,

Introduction

Palindromic rheumatism (PR) is an intermittent
form of arthritis/periarthritis which may progress
to persistent polyarthritis, mainly rheumatoid
arthritis (RA).>2 PR patients may have the char-
acteristic autoantibody profile seen in RA: positive

rheumatoid factor (RF) and/or positive anticitrulli-
nated peptide/protein antibodies (ACPA).? ¢ ACPA
are a biomarker for progression to RA in patients
with PR,* although a subset of ACPA-positive PR
patients do not evolve to RA in the long term.”

The ACPA repertoire of PR patients differs from
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that observed in RA, with fewer fine ACPA spe-
cificities and less isotype usage, suggesting that
some PR patients have a distinct B cell response
to citrullinated antigens that may preclude evolu-
tion to persistent RA.®

To our knowledge, ACPA are the only anti-modi-
fied protein antibody (AMPA) type that has been
analyzed in PR. Anti-carbamylated protein/peptide
antibodies (Anti-CarP) are a different AMPA that
recognize homocitrullinated antigens and have
emerged as a new antibody family frequently found
in the sera of RA patients, with a specificity close to
that of ACPA but with a lower sensitivity.? Anti-
CarP have been associated with radiographic dam-
age in RA, especially in ACPA-negative patients,™10
may predict RA progression in patients with inflam-
matory arthralgia!! and have recently been associ-
ated with RA-associated interstitial lung disease.!2

The aim of this study was to analyze the preva-
lence of two Anti-CarP specificities in PR patients
and evaluate their isotype usage antibodies with
that of patients with established RA. We hypoth-
esized that the Anti-CarP response in PR may be
more restricted than in RA, as occurs with the
ACPA response.

Patients and methods

Study design and population

We made a cross-sectional study in patients with
pure PR (not associated with any rheumatic dis-
ease at serum measurement) fulfilling the PR cri-
teria described by Guerne and Weissman!?
attending our outpatient clinic. All PR patients
were treated according to the criteria of the treat-
ing physician. Patients fulfilling diagnostic criteria
for other forms of inflammatory arthritis were
excluded. Information on the current clinical,
serological and treatment features at study entry
were used for the analysis. Further details of this
cohort are described elsewhere.®'* Patients with
established RA (1987 American College of
Rheumatology criteria) matched by age, sex,
ACPA positivity and disease duration were
included as a control group.

Autoantibody assessment

Serum samples were collected at inclusion for
autoantibody assessment. Two types of Anti-Carl
were analyzed in sera from PR and RA patients: anti-

chimeric fibrin/filaggrin homocitrullinated peptide

(Anti-CFFHP) and anti-carbamylated fetal calf
serum (Anti-FCS) fine specificities were determined
by home-made enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) tests using a synthetic homocitrulli-
nated peptide or carbamylated fetal calf serum as
antigens and the non-homocitrullinated versions as
the control peptide/protein for the homocitrulline
specificity of Anti-CFFHP and Anti-FCS.

Chimeric fibrin/filaggrin homocitrullinated pep-
tide (CFFHP): [HCit2%-625] g-fibrin(617-631)-
S306, §319 cyelo [Cys?06319, HCir*!?)filaggrin
(304-324) and its non-homocitrullinated version
were synthesized by solid-phase peptide synthe-
sis as C-terminal carboxamides on a Novasyn
TGR resin (Novabiochem Merck, Germany) fol-
lowing a 9-fluorenylmethoxycarbonyl strategy
with subsequent cyclization in solution by form-
ing a disulfide bridge as previously described for
other chimeric citrullinated peptides.1516

To determine Anti-CFFHP, home-made ELISA
assays were used. First, CFFHP and non-homoc-
itrullinated peptide as a control for homocitrulline
specificity were coupled covalently to microplates
(Nunc Immobilizer) diluted to 10pg/mL in 0.05 M
carbonate/bicarbonate (pH 9.6) buffer. 100uL of
peptide solution was added to each microplate well
and incubated overnight at 4°C. Each plate con-
tained control wells that included all reagents
except the serum sample and the peptide to esti-
mate the background reading. After incubation, the
plates were blocked with 2% BSA in 0.05 M car-
bonate/bicarbonate (pH 9.6) bufter for 1h at room
temperature. Sera were diluted 50-fold in RIA
buffer (1% BSA, 350mM NaCl, 10mM Tris-HCI,
pH 7.6, 1% wvolvol Triton X-100, 0.5% wt/vol
Na-deoxycholate, 0.1% SDS) supplemented with
10% fetal bovine serum; 100 nL/well was added and
incubated for 1.5h at room temperature. IgG, IgA
and IgM were detected using peroxidase-conju-
gated rabbit anti-human IgG, rabbit anti-human
serum IgA and rabbit anti-human IgM (Fc5p frag-
ment specific) (Jackson Immunoresearch Europe,
UK), respectively, and SIGMAFAST with o-phe-
nylenediamine dihydrochloride as substrate.

To detect Anti-FCS, an ELISA assay using both
carbamylated and non-modified FCS as antigens
were developed. FCS was carbamylated by incu-
bating a 4mg/ml concentration with 1M of
KCNO (or with 1M of KCI for the controls) for
15h at 37°C. After incubation, the samples were
desalted by centrifugation (Amicon Ultra-0.5
centrifugal filter units, Merck). Carbamylation
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efficiency was assessed by amino acid analysis of
the hydrolyzed samples in a Biochrom 30 amino
acid analyzer (Biokrom, UK) using I-Norleucine
as the internal standard. The conversion of Lys to
homocitrulline was determined as the fraction of
the total amount of amino acids.

Anti-FCS was determined by ELISA. All samples
were assayed in separate plates (Nunc MaxiSorp,
Thermo Fisher Scientific, Denmark) coated with
FCS carbamylated and non-modified as antigens
overnight at a concentration of 10ug/mL of car-
bonate-bicarbonate buffer (0.1 M pH 9.6). The
plates were blocked with 1% BSA in PBS-0.05%
Tween for 6h at 4°C and, after washing the
plates, diluted serum samples (1:50 in PBS-1%
BSA-0.05% Tween) were incubated overnight at
4°C. IgG, IgA and IgM antibodies were detected
using alkaline phosphatase-conjugated goat anti-
human IgG or rabbit anti-human serum IgA (o
chain specific) or rabbit anti-human IgM (Fc5p
fragment specific) (Jackson Immunoresearch
Europe, UK), respectively and SIGMAFAST
p-nitrophenyl phosphate as substrate.

Reactivity to non-homocitrullinated FCS and
CFFHP peptide was subtracted from the reactiv-
ity to homocitrullinated FCS and CFFHP.
Successive dilutions of a pool of sera from four
positive patients were used as a reference stand-
ard in all plates and to convert optical density
(OD) values to arbitrary units (AUSs).

A positive cut-off value was defined as >342.5
AU/mlL, >354.0AU/mlL, and >210.5AU/ml for
Anti-FCS-IgG, Anti-FCS-IgA, and Anti-FCS-IgM,
respectively, and >115.5AU/mL, >218.0AU/mlL,
>354.0AU/mL  for Ant-CFFHP-IgG, Ant-
CFFHP-IgA, and Anti-CFFHP-IgM, respectively. A
test was only considered positive and specific for
homocitrulline when UA/mL values were higher than
the respective cut-off and the difference in OD values
between carbamylated (homocitrullinated) and native
(non-homocitrullinated) antigens was =0.1.

Serum levels of ACPA were measured using a
CCP2 commercial test [ELISA; Immunoscan,
Eurodiagnostica; cut-off >50 international units
(IUs)] and RF by nephelometry (BNII, Siemens;
cut-off >201U).

Ethics approval and consent to participate
The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki and was approved by the

Hospital Clinic of Barcelona Research Ethics
Committee (approval number 2017/0679). Signed
informed consent was obtained from all patients
before study enrollment.

Statistical analysis

Between-group differences were analyzed using
descriptive statistics as appropriate. Proportions
were compared using the 42 or Fisher’s exact test.
Continuous variables were analyzed using the
Wilcoxon signed rank test or the Mann—Whitney U
test and presented as mean and standard deviation
(=) or median and interquartile range. Statistical
significance was established as two-tailed p-values
<0.05 in all analyses, which were performed using
IBM® SPSS* for Windows version 23.0. Missing
data was handled with listwise deletion.

Results

Fifty-four PR patients and 54 RA patients were
originally included in the study. Serum from one
RA patient was not available for Anti-CarP meas-
urement. Therefore, this patient was excluded
from the final analysis. Baseline information on
sex, age, disease duration, ACPA and RF positiv-
ity of PR and RA patients is presented in Table 1.
No between-group differences were found for any
of these variables.

Anti-CarP in PR

Anti-CarP (FCS or CFFHP) were observed in 13
PR patients (24%). ACPA and Anti-CarP overlap
was observed in 12 patients (92% in Anti-CarP
positive patients) Figure 1(a). No significant differ-
ences were observed in demographic data and clini-
cal or therapeutic findings according to Anti-CarP
status in PR patients. However, a significantly
higher proportion of ACPA positivity and titers was
observed in Ant-CarP PR positive patients. RF
titers were higher in these patients (Table 2).

In PR patients, IgG was the predominant isotype:
all 13 Anti-CarP positive patients used the IgG
isotype. Anti-FCS-IgG and Anti-CFFHP-IgG
were observed in 19% and 17%, respectively, of
PR patients [six patients (11%) yielded positive
results for both tests]. Anti-CarP-IgA and Anti-
CarP-IgM were each found in only four patients
(7%) [Table 3 and Figure 1{c)].

Thirteen PR patients were triple negative (nega-

tive Anti-CarP, ACPA and RF). No significant
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Table 1. Study population baseline clinical and serological features.

PR RA p value
n=54 n=53
Female, n (%) 34 [63%) 34 (64%) NS
Age, mean years (+5SD) 51.2 (+9.3) 54.5(+11.2) NS
Disease duration, mean years (=5D) 11.6 (10.7) 8.4 [+6.1) NS
Positive rheumatoid facter, n (%] 31 (57] [57) NS

Rheumatoid factor, mean titer [95% Cl)

Positive ACPA, n (%)
ACPA, mean titer [95% Cl)

96 (42-151) 221 (66-377) NSa.p

36 (67%) 36 (68%) NS
354 (219-489) 496 [335-658) NSa.p

aIncluding negative and positive patients.

bNo difference when analyzing only positive patients [data not shown).
ACPA, anti-citrullinated protein/peptide autoantibodies; Cl, confidence interval; n, number; NS, not significant; PR,
palindromic rheumatism; RA, rheumatoid arthritis; SD, standard deviation.

(b)

) ACPA

[l Anti-CFFHP
[l Anti-FCS

Triple negative

1gG
[ 1gA
o lgm
Triple negative

Figure 1. Antibodies overlap in palindromic rheumatism [PR) and rheumatoid arthritis [RA]. (a] PR patients,
overlap between Anti-FCS, Anti-CFFHP and ACPA,; (b) RA patients, overlap between Anti-FCS, Anti-CFFHP and
ACPA; (c] PR patients, Anti-CarP (Anti-FCS and Anti-CFFHP) isotypes overlap; and (d] RA patients, Anti-CarP

[Anti-FCS and Anti-CFFHP) isotypes overlap.

ACPA, anti-citrullinated protein/peptide autoantibodies; Anti-CFFHP, anti-chimeric fibrin/filaggrin homocitrullinated peptide
antibodies; Anti-FCS, anti-carbamylated fetal calf serum antibodies; lg, immunoglobulin.

differences in clinical and demographic data
were observed when comparing triple negative
versus Anti-CarP positive patients, or when com-
paring triple negative wersus ACPA positive

patients (with or without Anti-CarP; n=36)
except for a shorter flare duration (<72h) (69%
versus 94%; p= 0.036) in the latter group (data
not shown).
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Table 2. Demographic, clinical, serological and therapeutic features in patients with palindromic rheumatism accoerding to Anti-CarP
status.

Anti-CarP positive Anti-CarP negative pvalue
n=13 n=41

Female, n (%) 7 (54%) 27 (66%) NS
Age, mean years [=SD) 50.0 (+9.3) 52.2 (+11.9] NS
PR onset age, mean years (=SD) 40.9 (£8.9) 395 (=11.7) NS
Disease duration since PR symptom onset, mean years [+5D] 9.0(£6.9.4] 12.8 [£11.2] NS
Ever smokers, n (%) 8 (62%) 26 [63%) NS
Current smokers, n (%] 6 [46%) 11 (27%) NS
Smoking cumulative dose +SD 15.8+7.8 19.0+17.9 NS
Positive rheumatoid factor, n (%) 10 [77%] 21 (5%) NS
Rheumatoid factor, mean titer (95% Cl) 239 [76-443) 51 (34-74) 0.012
Positive ACPA, n (%) 12 (92%]) 24 [59%) 0.04
ACPA, mean titer (95% Cl] 781 (418-1183) 219 (124-339) <0.005
Frequency [periodicity) of PR flares

1 month 3 (23%) 3 (7%) NS

=1week 3(23%) 8 (20%) NS
PR flares duration

=<72h,n (%) 12 (92%) 35 (85%]) NS

72h<168h, n (%) 11(8%) 6 [15%]) NS
DMARDs

HCQ, n (%) 5(39%] 15 (37%] NS

MTX, n (%] 1 (8%] 5(12%) NS

DMARDs, not including HCQ, n (%) 4(31%]) 9 (22%]) NS

GC, n (%) 2 (15%) 6 (15%]) NS

ACPA, anti-citrullinated protein/peptide autoantibodies; Anti-CarP, anti-carbamylated protein/peptide antibodies; Cl, confidence interval; DMARD,
disease-modifying anti-rheumatic drug; GC, glucocorticoid; HCQ, hydroxychloroquine; h, hours; MTX, methotrexate; n, number; NS, not significant;

PR, palindromic rheumatism; SD, standard deviation.

Anti-CarP in RA

In the RA group (#=53), Anti-Carl specificities
were found in 34 patients (64%). ACPA and
Anti-CarP overlap was observed in 23 patients
(68% of Anti-CarP positive RA patients) [Figure
1(b)]. IgG was the predominant isotype in the RA
group, found in 79% of patients positive for Anti-
CarP. Anti-FCS-IgG and Anti-CFFHP-IgG were
found in 36% and 21%, respectively, of RA

patients [three patients (6%) were positive for
both tests]. IgA and IgM Anti-CarP isotypes were
found in 34% and 36%, respectively [Table 3 and
Figure 1(d)].

Anti-CarP between-group comparison
Positivity for Anti-CarP was significantly lower in

PR patients (24% wersus 64%; p<<0.005). All
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Table 3. Anti-CarP specificities in palindromic rheumatism and rheumatoid arthritis patients.

Anti-FCS Anti-CFFHP Any specificity
PR RA p value PR RA pvalue PR RA pvalue
n (%) n (%] n (%] n (%) n (%) n (%)
Positive 196G 10019 19(36) 0044 9(17) 11(21)  0.588 13 (24) 27(51)  0.004
IgA 417) 10(19)  0.093 1(2) 10019)  0.004 417) 18(34)  0.001
IgM 41(7) 131(25) 0.018 0 (0) 8(15)  0.003 417) 19 (36)  0.000
Any isotype 10 (19] 23 (43]  0.005 917 20(38) 0.074 13 (24) 3464)  0.007

Anti-CarP, anti-carbamylated protein/peptide antibodies; Anti-CFFHP, anti-chimeric fibrin/filaggrin homocitrullinated peptide antibodies; Anti-FCS,
anti-carbamylated fetal calf serum antibodies; Ig, immunoglobulin; n, number; PR, palindromic rheumatism; RA, rheumatoid arthritis.

isotype proportions were numerically higher in
RA patients. Significant differences were found
for Anut-FCS-IgG, Ant-FCS-IgM, Anti-
CFFHP-IgA and Anti-CFFHP-IgM (Table 3).
In addition, PR patients had a lower mean num-
ber of positive Anti-CarP specificities (0.52 versus
1.34, p<<0.005). Triple positivity (Anti-CarP,
ACPA and RF) was more frequent in RA patients
(36% wersus 19%; p=0.044).

All Anti-CarP isotype mean titers were higher in
RA, with mean levels ranging from 1.3- to 5-fold-
higher, although the differences were significant
only for the Anti-FCS-IgG, Anti-FCS-IgA and
Anti-CFFHP-IgM isotypes (»<<0.05 for all com-
parisons). A trend to significance was observed for
Anti-FCS8-IgM and Anti-CFFHP-IgA (Figure 2).
However, when analyzing only Anti-CarP positive
patients, there was no significant between-group
(PR Anti-CarP positive versus RA Anti-CarP posi-
tive) difference for either specificity titer.

Discussion

Our results show, for the first time, the presence
of Anti-CarP, an AMPA different from ACPA, in
patients with pure PR. Anti-CarP isotype usage
pattern in PR differed from that observed in RA,
with a smaller proportion and lower titers in all
specificities and isotypes in PR.

Two antigens were chosen to ensure the veracity of
the results. First, FCS are by far the most widely-
described antigen to test Anti-CarP.%1%17 Second,
CFFHP? is the homocitrullinated version of a chi-
meric citrullinated peptide bearing fibrin and filag-
grin domains developed by our group. This antigen
has been studied in a large series of patients with
various theumatic conditions, together with healthy

controls, and has demonstrated the presence of dif-
ferent peptide sequences within the same molecule
rendered synergistic effects compared with mono-
meric peptides.'>'$1* Ag in a previous study,'?

Anti-FCS and Anti-CFFHP behaved similarly.

We found Anti-CarP in over half of RA patients.
IgG was the most prevalent isotype (range 21—
36%, according to the specificity), in agreement
with that reported in patients with established
RA.%2% Anti-CarP were found in only 24% of PR
patients. As in RA,?! Anti-CarP were clearly asso-
ciated with ACPA positivity, even though there
was a greater overlap between the two antibodies
in PR patients than in RA. Inhibition studies have
demonstrated that the overlap between antibodies
is not simply due to the remarkably similar chemi-
cal structure in the antigenic targets of Anti-CarP
and ACPA.?2 However, even a highly specific
ACPA monoclonal antibody can cross-react toward
various post translational modifications (citrulline,
homocitrulline and acetylide).?32*  Likewise,
immunization with a specific antigen can generate
different AMPA.?> An individual patient may have
various AMPA clones with distinct reactivity pro-
files capable of recognizing multiple amino acid
motifs, rather than specific proteins.®>25 It might
be speculated that PR AMPA clones have a
narrowed amino acid motif recognition profile,
ensuing a lower cross reactivity.

Besides the association with other auteoantibodies,
no differences in demographic, clinical or thera-
peutic characteristics were observed according to
Anti-CarP status in PR. The relapsing—remitting
nature of palindromic flares resembiles the clinical
picture of an autoinflammatory disorder,? and a
subgroup of PR patients (mostly ACPA negative)
have MEFV mutations, suggesting innate immune
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Figure 2. Anti-CarP titers in palindromic rheumatism and rheumatoid arthritis.
Anti-CarP, anti-carbamylated protein/peptide antibodies; Anti-FCS, anti-carbamylated fetal calf serum antibodies; Anti-
CFFHP, anti-chimeric fibrin/filaggrin homocitrullinated peptide antibodies; AU, arbitrary unit; g, immunoglobulin; mL,

milliliter.

activation in PR.?¢® Nonetheless, the presence of
autoantibodies supports the hypothesis that the
adaptative immune system is activated in most
PR patients.

In established RA, a broad spectrum of Anti-
CarP isotypes (IgG, IgM and IgA) have been
documented, as in our cohort.?! The isotype dis-
tribution is quite different in PR, where IgG
clearly predominates, and few patients used the
IgA or IgM isotype. IgA is the major Ig isoform
produced at mucosal surfaces and plays a major
role in the tissue immune function. ACPA-IgA
have been found within inflamed lungs and gas-
trointestinal tissues of RA patients.?” The greatest
differences were observed with the IgM isotype.
Given the short half-life of IgM, the small propor-
tion of IgM Anti-CarP seen in PR patients may be
interpreted as a sign of discontinuous activation
of the B cell immune response to modified pro-
teins.?® ACPA followed a similar isotype pattern
in PR when analyzed in a previous study.?

The differing AMPA profile in PR patients, with a
more restricted pattern, has also been described in

the preclinical phases of RA' and in unaffected
relatives of RA patients®® and may account for a
less pathogenic role of these autoantibodies.?®
ACPA and Ant-CarP may be present several
years before RA onset,'?' and the specificities
and titers of both antibodies seem to increase close
to RA onset.!%32 Although all ACPA isotypes may
be present in the pre-RA stage,?! IgG is the pre-
dominant isotype and appears earlier than IgM
and IgA.3® It is likely that Anti-CarP isotypes
behave similarly in individuals at risk of RA, such
as PR patients. Whether this more isotype-
restricted AMPA repertoire pattern, with less IgA
and IgM isotype use in PR patients, is associated
with less propensity to RA progression is unclear.
Other factors, such as Fe-glycosylation, have been
suggested to play a critical role.?8

Our study has the limitations of a small sample
size and a selection bias towards treated PR
patients with a longstanding disease course, who
are probably less prone to evolving to RA, and the
results probably cannot be extrapolated to
patients with recent onset PR. In addition, the
cross-sectional design limited our ability to draw
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conclusions on the clinical significance or the pre-
dictive value for RA progression of our findings.

Conclusion

In conclusion, as with RF and ACPA, Anti-CarP
are found in patients with pure PR. Although it is
unclear whether PR is a separate entity or a pre-
clinical or abortive form of RA,2%3 the similar
serological profile observed in PR, even without
evolution to persistent arthritis fulfilling RA crite-
ria, strongly suggests that PR may form part of
the clinical spectrum of RA. A restricted pattern,
with a lower proportion and less isotype usage of
Anti-CarP in PR than in RA, suggests a distinct
B-cell response against post-translational anti-
gens, which may explain the non-evolution to RA
in some patients. However, further studies includ-
ing recent-onset PR patients are needed to vali-
date our findings, as are long-term prospective
evaluations of the clinical significance of the
restricted AMPA pattern in PR patients.
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El RP es una forma intermitente de artritis / periartritis que puede progresar a
poliartritis persistente, principalmente AR, en la mayoria de los casos. Los
pacientes con RP pueden tener el perfil caracteristico de autoanticuerpos que se
observa en la AR. Los ACPA son un biomarcador para la progresion a AR en
pacientes con RP. Estos anticuerpos son el uUnico tipo de AMPA que se ha
analizado en RP. Los anti-CarP son un AMPA diferente a los encontrados con
frecuencia en los pacientes con AR. Los anti-CarP también se han descrito en
poblaciones de riesgo de progresar hacia AR (familiares de primer grado de AR o
artralgias inflamatorias) y se han posicionado como un biomarcador de

progresion de la AR en estos sujetos.

El objetivo del presente estudio es analizar la prevalencia de dos especificidades
de anti-CarP en pacientes con RP y comparar la respuesta de isotipos (IgG, IgA e

IgM) de anti-CarP con el de los pacientes con AR.

Se incluyeron 54 pacientes con RP y un grupo control de pacientes con AR
pareado por sexo, edad, positividad de ACPA y duracién de la enfermedad. Los
anti-CarP fueron positivos (CFFHP o FCS) en el 24% y el 64% de los pacientes con
RPy AR, respectivamente (p <0,005). Todas las proporciones de isotipos anti-CarP
fueron significativamente mds bajas en RP que en AR: anti-CarP-1gG (24% vs 51%),
anti-CarP-IgA (7% vs 34%) y anti-CarP-IgM (7% vs 36%). Los titulos medios de los

isotipos anti-CarP también fueron mas bajos en los pacientes con RP.

En cuanto a la distribucion de los isotipos, se observaron ciertas diferencias entre
el RP y la AR. Entre los pacientes con anti-CarP positivo, la respuesta de IgG anti-
CarP fue similar en ambos grupos (100% en RP vs 79% en AR). Sin embargo, la
respuesta de isotipos fue significativamente menor en la IgA (31% vs 53%) e IgM

(31% vs 56%) en pacientes con RP.
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No se observaron diferencias significativas en las caracteristicas clinicas o
demograficas segun el estado de anti-CarP en pacientes con RP, excepto por una
mayor prevalencia de ACPA y titulos medios mas altos de ACPA vy factor

reumatoide en pacientes con anti-CarP positivos.

Conclusion: Los anti-CarP se encuentran en pacientes con RP, aunque con menor
frecuencia y con un patron restringido de isotipos en comparacion a la AR
establecida. Todo ello sugiere una respuesta distinta de las células B a los

antigenos homocitrulinados en el RP.
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ABSTRACT. Objective. To analyze the prevalence of preexisting palindromic rheumatism (PR} in patients with

established rheumatoid arthritis (RA) and to evaluate whether these patients have a distinctive clinical
and serological phenotype.

Methods. Cross-sectional study in patients with established RA. Preexisting PR was determined using
a structured protocol and confirmed by retrospective review of medical records. Demographic, clinical,
radiological, immunological, and therapeutic features were compared in patients with and without
PR.

Results. Included were 158 patients with established RA (78% female) with a mean discase duration
since RA onset of 5.1 + 2.7 years. Preexisting PR was recorded in 29 patients (18%). The median
time from the onset of PR to progression to RA was 1.2 years. No between-group differences in
demographic features, current disease activity, radiographic erosive disease, or disability were
observed. Patients with PR had a higher prevalence of smoking (72% vs 40%). Positive rheumatoid
factor, anticitrullinated peptide antibodics, and anticarbamylated protein antibodies were numerically
higher in patients with PR. No differences in treatment were observed except for greater hydroxy-
chloroquine (HCQ) use in patients with PR (38% vs 6%). Palindromic flares persisted in a significant
proportion of patients during the RA course, including patients in clinical remission or receiving
biological disease-modifying antirheumatic drugs.

Conclusion. Eighteen percent of patients with RA had a history compatible with PR previous to RA
onset. No specific clinical or serological phenotype was identified in these patients, although higher
HCQ use and smoking prevalence were identified. Palindromic flares may persist during the RA
disease course despite treatment. (First Release January 15 2020; J Rheumatol 2020;47:652-7,

The Journal of

Rheumatology

s

doi:10.3899/jrheum.190061)
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Palindromic rheumatism (PR) is a form of intermittent
arthritis that may evolve to chronic rheumatic disease, mainly
rheumatoid arthritis (RA)!L. It is unclear whether PR is a
separate clinical syndrome, an abortive form of RA, or justa
preclinical phase of RA23, It is possible that PR forms part
of the same spectrum as RA, given the high rate of
progression toward RA (in up to 67% of cases in 1 series®)
and a similar autoantibody profile, including rheumatoid
factor (RF) and anticitrullinated peptide antibodies (ACPA)?.
However, PR is intermittent, periarticular inflammation
occurs during flares, and not all patients evolve to RA,
suggesting that in some cases PR can be considered a distinct
disease entity2€. Positive autoantibody status is a biomarker

—| Personal non-commercial use only. The Journal of Rheumatology Copyright © 2020. All rights reserved. }—
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for progression to RA’, although a significant proportion of
seropositive patients with PR do not develop RA in the long
term, with intermittent arthritis persisting®.

Studies have analyzed prognostic factors and progression
to RA in patients with PR789.10.11 "aven though none has
reported the prevalence of preexisting PR in patients with
established RA or whether these patients have a distinctive
clinical and/or serological phenotype. In clinical practice, we
have observed various patients with preexisting PR who
presented typical palindromic flares after RA was diagnosed,
including patients in clinical remission.

The aims of our study were to analyze the prevalence of
intermittent arthritis compatible with PR before RA onset,
differences in the clinical phenotype and immunological and
therapeutic features among established RA patients with and
without preexisting PR and whether typical intermittent
arthritis flares continued after RA onset.

MATERIALS AND METHODS

We conducted a cross-sectional study in consecutive patients attending the
Arthritis Unit, Rheumatology Department, Hospital Clinic of Barcelona,
Catalonia, Spain, between July 2017 and July 2018. Inclusion criteria were
RA according to the 2010 American College of Rheumatology/European
League Against Rheumatism criteria, with a disease duration < 10 years
since RA onset. Exclusion criteria were other inflammatory arthritis or
connectlive tissue diseases diagnosed belore the inclusion visit according to
standard criteria. Medical records were reviewed retrospectively in all
patients.

The following variables were collected: demographic characteristics,
smoking status (current or previous smoking and cumulative exposure), RA
duration, extraarticular manifestations (EAMS) according to predefined
criteria'?, current discase activity measured by the 28-joint count Discasc
Activity Score (DAS28), the Simplified Disease Activity Index, and the
Clinical Disease Activity Index. Data collected were patient-reported
outcomes such as the Routine Assessment of Patient Index Data 3, and
disability as measured by the Health Assessment Questionnaire-Disability
Index. A pain visual analog scale was administered. The number and distri-
bution of joints involved at RA onset were collected retrospectively: hand
and [ool radiographs were obtained at study entry and radiographic erosions
were evaluated. Previous and current conventional synthetic discase-modi-
fying antirheumatic drugs (csDMARD), biological DMARD (bDMARD),
and glucocorticoid use were evaluated.

Current autoantibody status was measured: RF by nephelometry, ACPA
by anticyclic citrullinated peptide antibodies (QUANTA Flash CCP3, chemi-
luminescent immunoassay), and anticarbamylaled protein antibodies
(anti-CarP) by a homemade ELISA test using fetal calf serum, as previously
described by Montes, et a3, Autoantibody status for RF and ACPA was also
cvaluated during the PR phasc in patients with available data. Anti-CarP data
were not available during this period, because they are not routinely tested
in clinical practice.

One objective of our study was to identify patients with a history
compatible with PR before RA diagnosis. A specific questionnaire
(Supplementary Data 1, available with the online version of this article) was
administered at study entry, asking patients for the presence of acute inter-
mittent joint attacks of short duration (< 1 week) compatible with PR,
defined as pain with or without swelling or erythema. PR flares/symptoms
associated with articular or periarticular inflammatory signs (swelling and/or
erythema) that were directly observed by the treating physician and
documented in the medical record were also assessed. In patients with a
history compatible with previous PR not explained by other causes, we deter-
mined whether these typical acute [lares persisted alter RA diagnosis until
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study entry, especially regarding the number and characteristics of flares in
the 12 months before study inclusion. Medical records were completely
reviewed to corroborate symptoms compatible with PR before RA onset and
whether the flares were observed by the treating physician, Owing to the
retrospective design of the study, no specific classification criteria for PR
were used. Only patients with both an inclusion visit protocol and medical
records compatible with PR were categorized as PR, unless symptoms could
not explain by other causes. PR disease duration was defined as date from
PR onsct to RA onsel. RA discase duration was calculated from RA discasc
onset to the inclusion visit.

Our study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki

and was approved by the Hospital Clinic of Barcclona Clinical Rescarch
Ethics Committee (ethics approval number 2017/0679). Signed informed
consent was obtained [rom all patients belore study enrollment.
Statistical analysis. We compared the study variables in RA patients with
and without preexisting PR. Proportions were calculated using the chi-square
test or Fisher’s exact test when expected counts were < 5. Continuous
variables were analyzed using the parametric Student t test or the nonpara-
metric Mann-Whitney U test when there was a non-normal distribution. A
cumulative probability plot was constructed to assess the time from PR onset
to RA onset. Continuous data are presented as means and SD or median and
interquartile range, according to the distribution and categorical variables as
absolute frequencies and percentages. The level of statistical significance
was established as < 0.05. The analysis was made using IBM SPSS lor
Windows version 23.0.

RESULTS

Prevalence of PR before RA onset. A total of 158 patients
(78% female) were included, with a mean age of 58.8 £ 13.1
years and a disease duration since RA onset of 5.1 + 2.7
years. Twenty-nine patients (18%) presented a history
compatible with PR before RA onset, with joint flares,
typically monoarticular, mostly lasting < 72 h, which could
not be explained by other diseases, such as crystal arthritis.
Eighteen patients who reported PR symptoms in the question-
naire were [inally classified as having inflammatory
arthralgia (n = 13) or polymyalgia-like syndrome (n = 5)
because of more persistent symptoms (> 1 week) and clinical
characteristics after review of medical records. These patients
were included and analyzed in the non-PR group.

The mean age at PR diagnosis was 47.9 + 142 years. The
median time between PR onset and RA onset was 1.2 years
(percentile 25-p75: 0.5-3.9; Figure 1). Before RA onset,
patients with PR were treated with on-demand nonsteroidal
antiinflammatory drugs (76%) and glucocorticoids (21%),
and 7 patients (24%j) received a csDMARD, in most cases
hydroxychloroquine (HCQ; 17%}).

Clinical, therapeutic, and immunologic features in patients
with and withour PR. No significant differences were
observed in demographic features, disease duration, current
disease activity, remission rates, disability indices, and the
frequency of erosive disease between patients with and
without preexisting PR {Table 1). A significantly higher
prevalence of ever smokers (current or previous) was
observed in patients with preexisting PR (72% vs 40%),
although no significant difference was observed in current
smoking (24% vs 16%) or cumulative smoking exposure
(24.1 £ 11.8 pack-yrs vs 23.5 £ 14.0 pack-yrs). At RA onset,
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Figure /. Cumulative probability plot of time (years) from PR diagnosis to RA onset. The median time between PR onset
and RA onset was 1.2 (black dot) years (p25-p75: 0.5-3.9). PR: palindromic rheumatism; RA: rheumatoid arthritis.

patients with preexisting PR had a lower mean number of
joints involved (4.8 £ 3.1 vs 6.2 + 2.8), and a slightly higher
prevalence of large joint involvement (45% vs 38%),
although the differences were not significant. Thirty-six
patients presented EAMS, including interstitial lung disease
(7% vs 12%), sicca syndrome (21% vs 15%), rheumatoid
nodules (14% vs 9%), episcleritis (0% vs 1%}, and serositis
(0% vs 1%), with no significant differences between patients
with or without previous PR.

At study inclusion, autoantibody-positive status was
higher in patients with preexisting PR, including RF (72% vs
59%), ACPA (79% vs 66%) and anti-CarP (52% vs 45%)
although the differences were not statistically significant. No
significant differences in serum titers were found. Only 1
patient with preexisting PR was seronegative for all 3 auto-
antibodies (Figure 2).

Autoantibody status for RF and ACPA was available in 23
and 21 patients, respectively, during the palindromic phase,
before RA onset. RF and ACPA were positive in 11 (48%)
and 13 (62%) of these patients, respectively. At study
inclusion, positive seroconversion of RF and ACPA was
documented in 6 (26%) and 3 (14%) patients, respectively.
No patient switched to a negative status.

No differences were observed in current or previous
antirheumatic therapy during the RA disease course, except
for greater use of HCQ in patients with preexisting PR (38%
vs 6%). Current prescription of glucocorticoids and DMARD

is shown in Table 1 and detailed current biologic treatment
is described in Supplementary Table 1 (available with the
online version of this article).

PR flares after RA diagnosis. At least 1 intermittent flare
compatible with PR was recorded in 25 (87%) of the 29
patients with preexisting PR after the diagnosis of RA.
Fourteen patients (48%) reported PR flares in the 12 months
before the inclusion visit: during this period the median
number of flares reported was 6 (range: 1-15). Intermittent
flares were reported in this 12-month period in patients in
DAS28 clinical remission (n = 7) and in those receiving
bDMARD (n = 5) at the inclusion visit. In 10 of these 14
patients, direct observation of a palindromic flare associated
with articular or periarticular inflammatory signs was
documented by the treating physician. During these flares
observed by the physician, patients were in remission (30%),
low disease activity (40%), or moderate/high disease activity
(30%) according to DAS28. No differences in drug
treatment, including HCQ (40% vs 36%), were found
between patients who did or did not report PR flares in the
last 12 months.

DISCUSSION

Our results show that 18% of patients with established RA
reported intermittent symptoms compatible with PR before
RA onset. No differences were observed between RA patients
with or without preexisting PR in disease activity status,
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Table 1. Demographic, clinical, and therapeutic features of rheumatoid arthritis patients with and without palindromic rheumatism (PR) before disease onset.

Variables PR at Initiation, n= 29 No PR at Initiation, n = 129 p
Female 21 (72 4%) 102 (79.1%) NS
Age at RA onset, yrs, mean (+ SD) 51.2(15.1) 543 (12.8) NS
RA disease duration, yrs, mean (x SD) 42(2.5) 5327 NS
Extraarticular manifcstation 6(20.7%) 30 (23.3%) NS
Smoking, past or current 21(72.4%) 51(39.5%) < 0.005
RA family history 6(20.7%) 16 (12.4%) NS
Large joint involved at onset (%) 13 (44 8%) 48 (37.5%) NS
Joint number involved at RA onset. mean (+ SD) 4.8 (3.1 62(2.8) NS
Hand joint involvement at RA onset (%) 28 (96.6%) 108 (85.0%) NS
RF-positive (%) 21 (72.4%) 76 (58.9%) NS
RF titer, IU, mean (+ SD) 152 (199.7) 2283 (246.8) NS
ACPA-positive 23 (79.3%) 85 (65.9%) NS
ACPA titer, IU, mean (£ SD) 798.4 (1001.5) 1225.1 (1068.5) NS
Anti-CarP-positive (%) 15 (51.7%) 58 (45.0%) NS
Anti-CarP titer, IU, mean (+ SD) 1089 (843.9) 924.7 (801.2) NS
DAS28 mean (£ SD) 28(1.1) 29(1.2) NS
DAS28 remission rate 44 8% 47.3% NS
DAS28-CRP mean (+ SD) 2.7 (L0y 2.5(1.2) NS
DAS28-CRP remission rate 51.7% 66.7% NS
CDAI mean (+ SD) 7.7 (7.1) 82(7.3) NS
CDALI remission rate 34.5% 21.7% NS
SDAI mean (= SD) 8.5(7.4) 9.0 (7.90) NS
SDAI remission rate 31.0% 23.3% NS
RAPID-3 mean (+ SD) 7.4 (6.6) 79(6.35) NS
RAPID-3 remission rate 37.9% 31.7% NS
HAQ-DI mean (+ SD) 0.40 (0.45) 036 (0.47) NS
Pain analog scale, mm, mean (+ SD) 25.6 (28.4) 31.4(90.0) NS
Erosive disease 16 (55.2%) 67 (52.9%) NS
Current drug therapy
Glucocorticoid 18 (62.1%) 75 (58.6%) NS
csDMARD 26 (89 .7%) 108 (83.7%) NS
MTX 20 (69%) 84 (65.1%) NS
HCQ 11 (37.9%) 8(6.2%) < 0.005
bDMARD 8 (27.6%) 32 (24.8%) NS
Anti-TNF 6 (20.7%) 18 (14.0%) NS
Non-anti-TNF 2 (6.9%) 14 (10.9%) NS

NS: not significant: RA: rheumatoid arthritis; RF: rheumatoid factor; ACPA: anticitrullinated peptide antibodies; anti-CarP: anticarbamylated protein antibodies;
DAS28: 28-joint count Disease Activity Score; CRP: C-reactive protein; SDAI: Simplified Disease Activity Index; CDAIL Clinical Disease Activity Index;
RAPID-3: Routine Assessment of Patient Index Data 3; HAQ: Health Assessment Questionnaire—Disability Index: csDMARD: conventional synthetic
disease-modifying antitheumatic drugs; MTX: methotrexate; HCQ: hydroxychloroquine; bBDMARD: biological DMARD; TNF: tumor necrosis factor.

disability, or erosive disease. PR symptoms persisted in a
significant proportion of patients during the RA course.
There are few data on the exact prevalence of PR before
RA onset. Our results were very similar to those observed in
a multicenter Catalan study that found a prevalence of
15.8%'4. In the Canadian CATCH early RA cohort study, the
reported prevalence was 40%, although the definition of
intermittent arthritis possibly reflecting PR was only analyzed
using a self-reported questionnaire!®. The latency period of
1.2 years between the onset of PR and the onset of RA
confirms that most patients, and especially those with auto-
antibodies, develop RA in the first years of PR symptoms®,
Whether PR represents a specific clinical phenotype of
RA is unclear. We found no significant differences in disease
activity, remission rates, disability, and erosive disease

between patients with and without PR. However, we found a
higher proportion of smokers in patients with preexisting PR,
although no differences in current smoking or the cumulative
exposure were found. The prevalence of current smokers
(24%) was similar to that seen in patients with PR in the only
2 studies that address this issue, which was 21-32%%16¢ and
similar to the 25% found in the Spanish RA population in the
COMORA study'”? and the 30% in our early RA cohort!'¥. We
have no satisfactory explanation for this finding and cannot
say whether it may reflect the high proportion of seropositive
disease observed in these patients, because a clear trend to
RF and ACPA positivity was found in ever smokers. Smoking
has been associated with seropositive RA and named as a risk
factor for RA in patients with arthralgia and ACPA
positivity!?20, It may be hypothesized that patients with PR,
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Figure 2. Serum autoantibodies in RA according to the presence of PR at initiation. RA: rheumatoid arthritis; PR: palindromic rheumatism; anti-CCP: anticyclic
citrullinated peptide antibodics; RF: theumatoid factor; anti-CarP: anticarbamylated protein antibodics.

where ACPA positivity is frequent, with a history of smoking
during the PR phase and a high cumulative smoking exposure
might be more prone to evolve toward RA. A high prevalence
of smoking was identified in RA patients with previous inter-
mittent symptoms in the CATCH study!5.

Autoantibody status was similar in both groups, but there
was a trend to greater autoantibody seropositivity in patients
with PR, in line with the high prevalence of RF and ACPA in
patients with PR without RA>'". A lower rate of ACPA fine
specificities and isotypes has been reported in PR when
compared to RA2!, although we did not evaluate these ACPA
features. However, similar ACPA characteristics were
expected in this cohort, because all patients included had
established RA (mean duration 5.1 yrs)} when autoantibodies
were analyzed. Information on anti-CarP antibodies in PR is
scarce; our group recently found that the prevalence of
anti-CarP antibodics in patients with PR was 16.7%%2.

A significant proportion of patients with preexisting PR
had flares typical of PR after RA onset, to our knowledge a
previously unreported finding. This suggests that these
patients retain this phenotype after RA onset and may be
refractory to DMARD that might achieve satisfactory control
of persistent arthritis but not of palindromic flares. Typical
PR flares persist after RA onset in some patients, even though
RA itself remained in remission/low disease activity or under
biologic therapy. We have no satisfactory explanation for this
finding. Palindromic flares, with the abrupt onset and rapid
resolution of the crisis, the intermittent character, and the
involvement of periarticular tissues may resemble an auto-
inflammatory disorder; therefore, the pathogenesis of this
clinical phenotype, with a more relevant role for the innate
immunity than in persistent chronic synovitis, cannot be
excluded?. We have previously reported an unexpectedly high
frequency of MEFV mutations in patients diagnosed as PR,

although almost all had seronegative disease (RF or ACPA)?3,
However, more recently, Savic, et al®* reported a series of
patients with seropositive RA with sudden onset of severe
self-limiting flares, in whom mutations or single-nucleotide
polymorphisms of autoinflammatory genes were confirmed,
suggesting that, in rare cases, RA and an autoinflammatory
disorder may coexist. We did not analyze autoinflammatory
genes, although no other features were recorded, such as
fever, cutaneous involvement, or serositis.

No differences in csDMARD, bDMARD, or glucocor-
ticoid use were observed between the 2 groups, although we
observed a significantly greater use of HCQ in combination
with other DMARD in patients with RA and PR. This is not
unexpected considering that this drug is commonly used in
PR with good results®. Tt is difficult to establish whether
HCQ use may prevent palindromic flares in the RA phase.
We found a similar prevalence of persistence of palindromic
flares in patients with or without HCQ use, but this may be
due to confounding by indication. The study design does not
permit definitive conclusions on the effectiveness of HCQ.

The study had some limitations. First, the diagnostic
criteria of PR were not applied because of the retrospective
design of the study: the definition of palindromic flares was
noted in the medical record but focused on the typical
symptoms of PR, in which our group have extensive
experience! 38162123 Second, the data on RA features at
disease onset were recorded retrospectively and we did not
determine whether, in this early phase, the clinical or
serological phenotype may differ between patients with or
without PR, although we found a lower number of affected
joints at RA onset. Third, the small sample size is one reason
why the conclusions should be considered with caution.

Almost 1 in 5 patients with RA in our cohort had a history
compatible with PR previous to RA onset. No differences in
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disease severity and no distinctive clinical or serological
phenotypes were found in these patients in the RA phase,
although palindromic flares may persist in a significant
proportion of patients even after the use of DMARD. The
role of smoking in PR and the possible effects of HCQ in
these patients in aborting palindromic flares merit further
investigation.

ONLINE SUPPLEMENT

Supplementary material accompanies the online version of this article.
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Online supplement to Rheumatoid Arthritis Initiating as Palindromic Rheumatism: A
Distinct Clinical Phenotype? The Journal of Rheumatology, doi:10.3899/jrheum.190061

Supplementary Data 1. Specific questionnaire administered at study entry to
determined if intermittent symptoms compatible with palindromic rheumatism
flares were present before RA onset and if these flares persisted after RA
diagnosis with especial interest in the las 12 months.

o At your disease onset, did you presented intermittent flares/attacks of pain, with
or without swelling and/cr redness of a joint that last less than a week?

e Yes
e No

If the answer is yes, continue to the next question.

If the answer is no you have finished the questioner, pleased give back this form to the
interviewer.

o After RA diagnosis, have you presented these intermittent flares/attacks that
last less than a week?
¢ Yes
* No

If the answer is yes, continue to the next question

If the answer is no you have finished the questioner, pleased give back this form to the
interviewer.

o Do you recall any of these flares in the last 12 months?
* Yes
* No

If the answer is yes, continue to the next question

If the answer is no you have finished the questioner, pleased give back this form tc the
interviewer.

o On average, how many flares or attacks (less than a week of duration) have
occurred in the last year
* Number of flares/attacks:

you have finished the questioner, pleased give back this form to the interviewer.
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Online supplement to Rheumatoid Arthritis Initiating as Palindromic Rheumatism: A
Distinct Clinical Phenotype? The Journal of Rheumatology, doi:10.3899/jrheum.190061

Supplementary Table 1. Current biologic treatment in rheumatoid arthritis patients according
to the presence of palindromic rheumatism (PR) at disease initiation.

PR at initiation No PR at initiation
p value

n: 29 n: 129
Infliximab 0 (0%) 1 (0.8%) NS
Etanercept 5(17.2%) 9 (7.0%) NS
Adalimumab 1(3.4%) 1 (0.8%) NS
Certolizumab 0 (0%) 6 (4,7%) NS
Golimumab 0 (0%) 1 (0.8%) NS
Abatacept 0 (0%) 4 (3.1%) NS
Rituximab 1(3.4%) 5(3.9%) NS
Tocilizumab 1(3.4%) 5(3.9%) NS
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Hoy en dia, sabemos que un subgrupo de pacientes con AR debuta de su
enfermedad en forma de RP. Los estudios realizados hasta la actualidad se han
centrado en analizar los factores prondsticos y de progresién a AR en la poblacién
con RP. Aunque la alta tasa de progresion es una circunstancia bien conocida, no
hay estudios que hayan cuantificado claramente la prevalencia de RP
preexistente en pacientes con AR establecida o si estos pacientes tienen un

fenotipo seroldgico o clinico distintivo.

Los objetivos de este estudio fueron analizar la prevalencia de artritis
intermitente compatible con RP previo al inicio de la AR, las diferencias en el
fenotipo clinico y perfil de anticuerpos (incluidos los anti-CarP) entre pacientes

con AR establecidos con y sin RP preexistente.

Se incluyeron 158 pacientes con AR establecida (78% mujeres) con una duracion
media de la enfermedad desde el inicio de la AR de 5,1 + 2,7 afos. La RP
preexistente se registrd en 29 pacientes (18%). La mediana del tiempo desde el
inicio de RP hasta la progresiéon a AR fue de 1,2 afios. No se observaron diferencias
entre los grupos en las caracteristicas demograficas, la actividad actual de la
enfermedad, enfermedad erosiva radiografica o discapacidad. No se observaron
diferencias en el tratamiento, excepto por un mayor uso de hidroxicloroquina en
pacientes con RP (38% vs 6%). La tasa tabaquismo fue mayor en el grupo de
pacientes con RP, tanto como antecedente previo (72% vs 42%), como al
momento de inclusion en el estudio (24% vs 16%) o al comparar dosis acumulada

de tabaquismo.

Al analizar el perfil seroldgico, la positividad de anticuerpos fue numéricamente
mas alta para los pacientes con RP preexistente, tanto en los anti-CarP (52% vs

45%), ACPA (79% vs 66%) y FR (72% vs 59%) aunque las diferencias no fueron
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estadisticamente significativas. Tampoco se encontraron diferencias

significativas en los titulos séricos.

Los brotes palindromicos tipicos persistieron en una proporcion significativa
(87%) de pacientes durante el curso de la AR, incluso en aquellos en remision

clinica o que recibieron FAMEs bioldgicos.

En conclusion, el 18% de los pacientes de nuestra cohorte de AR, presentan
antecedentes compatibles con RP antes del inicio de la AR. No se identificd un
perfil seroldgico especifico en estos pacientes. No encontramos diferencias en el
fenotipo clinico, salvo un mayor uso de hidroxicloroquina, mayor prevalencia de
tabaquismo y persistencia de crisis palindrémicas en un subgrupo importante de

pacientes tras el diagnostico AR, a pesar del tratamiento.
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CLINICAL SCIENCE

Anti-carbamylated proteins antibody repertoire in
rheumatoid arthritis: evidence of a new autoantibody
linked to interstitial lung disease

Raul Castellanos-Moreira

,' Sebastian Cruz Rodriguez-Garcia @,

1

Maria Jose Gomara,” Virginia Ruiz-Esquide,’ Andrea Cuervo,' Ivette Casafont-Solé,?
Julio Ramirez,' Susana Holgado,® Jose A Gémez-Puerta,' Juan D Cafiete," Isabel Haro,?

Raimon Sanmarti’

ABSTRACT

Objective To analyse the association between
anti-carbamylated protein antibocies (Anti-CarP) and
interstitial lung disease (ILD) in rheumatoid arthritis (RA)
patients.

Methods Cross-sectional study including RA

patients fulfilling the 2010 ACR/EULAR criteria.

The main population comprised two groups: (1) RA
patients diagnosed with RA-ILD (RA-ILD group); (2}

RA patients without ILD (non-ILD RA group). Non-ILD
RA patients in whom ILD was suspected underwent a
diagnostic work-up and, if ILD was diagnosed, were
switched to the RA-ILD group. ILD was diagnosed by
high-resolution computed tomography and confirmed
by a multidisciplinary committee. An independent
replication sample was also obtained. Three Anti-CarP
lgG autoantibodies against fetal calf serum (Anti-FCS),
fibrinogen (Anti-Fib) and chimeric fibrine/filagrine
homocitrullinated peptide (Anti-CFFHP) and one Anti-
CarP IgA against FCS (Anti-FCS-IgA) were determined
by home-made ELISA. Associations between Anti-CarP
and ILD were analysed using multivariable logistic
regression adjusted by smoking, sex, age, RA disease
duration, rheumatoid factor and anticitrullinated protein
antibodies.

Results We enrolled 179 patients: 37 (21%) were
finally diagnosed with RA-ILD. Anti-CarP specificities
were more frequent in RA-ILD patients {(Anti-FCS 70%
vs 43%; Anti-Fib 73% vs 51%; Anti-CFFHP 38% vs
19%; Anti-CarP-IgA 51% vs 20%, p<0.05 for all
comparisons). Serum titers of Anti-CarP were significantly
higher in RA-ILD patients. Anti-CarP specificities showed
a robust effect towards increasing the odds of ILD in
the multivariate analysis (Anti-FCS (OR: 3.42; 95% Cl:
1.13 t0 10.40), Anti-Fib (OR: 2.85; 95% CI: 0.83 to
9.70), Anti-CFFHP (OR: 3.11; 85% CI: 1.06 10 9.14) and
Anti-FCS-IgA (OR: 4.30; 95% CI: 1.41 to 13.04)). Similar
findings were observed in the replication sample.
Conclusions Anti-CarP were strongly associated with
ILD. The role of homocitrullination in RA-ILD merits
further investigation.

INTRODUCTION

Interstitial lung disease (ILD) is a severe extra-
articular manifestation of rheumatoid arthritis (RA),
that affects 4%-50% of RA patients depending
on the screening method and the population

Key messages

What is already known about this subject?

» Rheumatoid arthritis-associated interstitial
lung disease (RA-ILD) entails a high mortality.
Therefore, an early detection is crucial in
establishing an individualised treatment
strategy.

» Anti-carbamylated protein antibodies (Anti-
CarP) are associated with poor disease
outcomes in RA patients and have been
detected in various chronic lung diseases
regardless of the RA history.

What does this study add?

» For the first time an assaciation between RA-
ILD and Anti-CarP has been found, which was
independent of smoking, sex, age, RA disease
duration, anticitrullinated protein antibody and
rheumatoid factor.

How might this impact on clinical practice or

future developments?

» These findings suggest a possible link between
homacitrullination and the development of ILD
in RA patients exists.

examined.' RA-associated ILD (RA-ILD) entails a
shortened survival with a mortality rate up to 10
times higher than those without TLD,? prompting a
great effort to achieve an earlier diagnosis.

Various risk factors have been identified, including
smoking, male sex, higher disease activity, longer
disease duration, older age, positive rheumatoid
factor (RF) and anticitrullinared protein antibodies
(ACPAs)."” In recent years, several biomarkers have
been proposed for RA-ILD screening,” * although
there is no universally accepted screening test.

Anti-carbamylated protein  antbodies (Anti-
CarP) recognise homocitrullinated peptides, which
are generated by a post-translational medification
(PTM) of lysine residues.® First described in 2011,
Anti-CarP have been associated with poor disease
outcomes in RA patients, including higher disecase
activity and radiographic progression.”™ A recent
study found higher mortality in Anti-CarP positive
RA patients, which was particularly attributed to

BM)

Castellanos-Mareira R, et af. Ann Rheum Dis 2020;79:587-594. doi:10.1136/annrheumdis-2019-216709

eular *#

88



INVESTIGACION Y RESULTADOS

Rheumatoid arthritis

respiratory diseases.'” Interestingly, Anti-CarP have been found
in patients with various non-ILD chronic lung discases irrespec-
tive of smoking or RA history.™*

The objective of this study was to analyse the association
between Anti-CarP and ILD in a population of RA patients.

METHODS

Study design

We performed a cross-sectional study including RA patients diag-
nosed according to the 2010 ACR/EULAR criteria assessed in a
rheumatology department outpatient clinic of a tertiary univer-
sity hospital. Individuals fulfilling other inflammatory arthritis
or connective tissue disease diagnostic criteria were excluded.

Study population

The main population comprised two groups; (1) patients diag-
nosed with RA-ILD before study inclusion (RA-ILD group); (2)
consecutive patients with RA with no diagnosis of ILD, assessed
by a single rhenmatologist (RC-M) berween July 2017 and July
2018 (non-ILD RA group).

All non-ILD RA patients in whom ILD was suspected, under-
went an appropriate work-up (see RA-ILD diagnosis section).
Subjects resulting in a new diagnosis were switched to the
RA-ILD group. Criteria for suspicion were based on the presence
of RA-ILD risk factors or persistent symptoms such as dyspnoea
or cough. An independent replication sample with similar char-
acteristics was obtained from another hospital.

RA-ILD diagnosis

RA-ILD was diagnosed using high-resolution computed tomog-
raphy and classified according to the American Thoracic Society/
European Respiratory Society 2013 multidisciplinary classifica-
tion criteria of idiopathic interstitial pneumonias.'’ Diagnoses
were confirmed by a multdisciplinary committee including
pneumologists, radiologists, pathologists, clinical immunolo-
gists, internists and rheumartologists.

Demographic, clinical, therapeutic and serological data

In the main population, the variables analysed included demo-
graphics (age, sex and ethnicity), disease duration at study inclu-
sion, smoking status and smoking cumulative dose (number of
packs per dayxXnumber of years of smoking). Discasc activity
and disability were assessed using the Disease Activity Score in
28 joints (DAS28) and the Health Assessment Questionnaire
Disability Index (HAQ-DI), respectively. Current conventional
synthetic and biological disease-modifying antirheumatic drugs
(csDMARDs and bDMARDs, respectively) and glucocorticoid
use were evaluated, Hand and footr X-rays were obrained at
study entry for analysis of radiological damage.

Antibodies measurement

Autoantibody status was measured in sera collected ar study
enrolment. Three carbamylated antigens, namely fetal calf serum
(FCS), fibrinogen (Fib) and chimeric fibrin/filaggrin homoc-
itrullinated peptide (CFFHP) were obtained. CFFHP and its
non-homocitrullinated version were synthesised by solid-phase
peptide synthesis following a 9-fluorenylmethoxycarbonyl/t-bu
tyl strategy with subsequent cyclisation in solution by forming a
disulfide bridge."* ** Four Anti-CarP autoantibodies were deter-
mined by home-made ELISA tests with either carbamylated
proteins or CFFHP as antigens, respectively; three IgG specific-
ities namely Anti-FCS, Anti-Fib and Anti-CFFHP and one IgA
specificity against carbamylated FCS (Anti-FCS-IgA). Receiver

operating characteristic (ROC) curve analysis and regression
analysis were conducted using the GraphPad Prism3 programme
and the cut-off values were determined with a specificity of 95%
compared with a healthy population of blood donors (n=179).
A series of successive dilutions of a pool of sera from four posi-
tive patients was used as a reference standard in all plates and to
convert optical density (OD) values to arbitrary units (AU).

A positive cut-off value was defined as 2173.5 AU/mL, =166.9
AU/mlL, =146.5 AU/ml. and =257.0 AU/ml for Anti-FCS,
Anti-Fib, Anti-CFFHP and Anti-FCS-IgA, respectively. A test
was only considered positive and specific for homocitrulline
when the AU/mL values were higher than the respective cut-off
and the OD value difference berween carbamylated (homocitrul-
linated) and native (non-homocitrullinated) antigens was at least
0.1 in agreement with the methodology previously reported.'®
Further details on the ELISA techniques are provided in the
online supplementary text.

RF was measured by nephelometry and ACPA was assessed
by anti-CCP3 chemiluminescent immunoassay (QUANTA Flash
CCP3, Inova Diagnostics). The cut-offs for positive values were
25 international units (TU) and 20 chemiluminescence units
(CU), respectively.

Statistical analysis

Between-group differences were analysed using descriptive
statistics as appropriate. Proportions were compared using the y?
or Fisher’s exact test. Continuous variables were analysed using
the Student’s t-test or the Mann—Whitney U test and presented
as means with SD (+) or medians with IQR.

The association between Anti-CarP and ILD was evaluated
using logistic regression including a set of variables known to
be related to the development of ILD such as smoking, sex, age,
RA disease duration, ACPA and RF and others taken from the
univariate analysis (p<0.2). Potential confounders such as treat-
ments or disease activity were not included in the models because
of concerns regarding timing, dosing and study design. Differentc
models were built using the all possible equations approach and
the final models were chosen according to the Akaike informa-
tion criterion and the area under the ROC curve after assessing
possible first order interactions.

Exploratory analysis, including the association between Anti-
FCS-IgA and RA-ILD, and the unadjusted assessment of the
overlap between antibodies and the association between Anti-
CarP and smoking were performed in the main population.

There was only one observation missing for HAQ in the main
population which was imputed using the average HAQ values in
the respective group.

Two-tailed p values <0.05 were established to be statistical
significance in all analyses, which were performed using both
IBM SPSS for Windows V.23.0 and STATA V.15.

Ethics

Signed informed consent was obtained from all patients before
study enrolment. The Strengthening the Reporting of Observa-
tional Studies in Epidemiology guidelines were followed.

RESULTS

Study population baseline features

One hundred and seventy-nine patients were enrolled in the
main population: 31 in the RA-ILD group and 148 in the non-
ILD group. The diagnostic work-up resulted in six new ILD
diagnoses: these patients were relocated to the RA-ILD (see
figure 1). Thus, 37 patients (21%) were finally included in the
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Figure 1 Main population flow chart. ILD, interstitial lung disease; RA,
rheumatoid arthritis.

RA-ILD group and 142 in the non-ILD RA group. The repli-
cation sample was composed of 25 patients with RA-ILD and
50 RA patients without [LD. The baseline features of the main
population and the replication sample are summarised in table 1
and online supplementary table S1, respectively.

In the main population, RA-ILD patients had a mean age at
ILD diagnosis of 64.2 (+9.7) years and a mean time from RA
diagnosis to ILD diagnosis of 8.5 (+7.4) years. Usual inter-
stitial pneumonia (38%) and non-specific pneumonia (38%)
were the most frequent ILD patterns, followed by respiratory
bronchiolitis-associated ILD (11%), cryptogenic organised pneu-
monia (8%) and desquamative interstitial pneumonia (5%).

Subjects within the RA-ILD group were older and had a longer
disease duration than their counterparts at inclusion (p<0.005)
as well as greater disease activity (DAS28 3.71 (+1.35) vs 2.74

(=1.05), p<0.005), a higher proportion of erosive disease (70%
vs 449, p<0.005) and functional disability (HAQ-DI =1; 27%
vs 129, p value: 0.02). No differences in current (19% vs 16%, p
value: 0.69) and ever-smoking (57% vs 44%, p value: 0.15) were
observed, although patients with RA-ILD had a higher smoking
cumulative dose (30.7 (=11.1) vs 21.8 (*x12.0) packs/year,
p<0.005). No between-group differences in the proportions of
current ¢sDMARDs (89% vs 8§69, p value: 0.60), bDMARDs
(30% vs 25%, p value: 0.59) or glucocorticoids (70% vs 58%, p
value: 0.17) were observed.

Anti-CarP and RA-ILD

The proportions of positive Anti-CarP in the main population
were 49%, 56%, 23% and 27% for Anti-FCS, Ant-Fib, Anti-
CFFHP and Anti-FCS-IgA, respectively. All Anti-CarP fine spec-
ificities were more frequent in the RA-ILD group (Anti-FCS:
70% vs 43%; Ant-Fib: 73% vs 51%; Anti-CFFHP: 38% vs
19%; Anti-FCS-IgA: 51% vs 20%, p<0.05 for all comparisons)
(table 2). Similar results were observed in the replication sample
{Anti-FCS: 929 vs 48%, p<0.003; Ant-Fib: 76% vs 58%, p
value: 0.12; Anti-CFFHP: 36% vs 18%, p value: 0.08).

In addition, the mean titers were higher in the RA-ILD group,
ranging from approximately 1.3 for Ant-Fib to nearly fourfold
for Anti-CFFHP; the differences were statistically significant for
Anti-FCS, Anti-CFFHP and Anti-FCS-IgA (figure 2A-C,F).

A logistic regression model adjusted for age, RA disease dura-
tion, ACPA, RF, sex and smoking cumulative dose showed that
Anti-FCS (OR: 3.42; 95% CI: 1.13 to 10.40), Anti-CFFHP (OR:
3.12; 95% CI: 1.06 to 9.14) and Anti-FCS-IgA (OR: 4.30; 95%
CI: 1.41 to 13.04) were independently associated with ILD. The
results of the analysis for Anti-Fib (OR: 2.85; 95% CI: 0.83 to
9.71) followed a similar trend, although not significant. This
tendency was confirmed in the replication sample; Anti-FCS
(OR: 10. 42; 95% CI: 1.68 to 64.46); Anti-Fib (OR: 1. 65; 95%
CI: 0.40 to 6.86) and Anti-CFFHP (OR: 1. 49; 95% CI: 0.42 to
5.29) (table 3).

Table 1 Main population demographic, clinical and therapeutic features
Main population, n: 179 RA-ILD, n: 37 Non-ILD RA, n: 142 P value

Female (%) 141 (79) 25 (68) 116 (82) NS
Age mean (+5D) 59.7 (13.0) 67.3(10.1) 57.7(12.9) <0.005
Mean disease duration (=SD) 6.6 (5.0) 11.6 (7.1) 5.3(13.3) <0.005
Current smokers (%) 30017) 7(19) 23 (16) NS
Ever smokers (%) 83 (46) 21 (57) 62 (44) NS
Smoking cumulative dose (+5D) 241 (13.0) 30.7 (11.1) 21.8(12.0) <0.005
Caucasian (%) 151 (84} 31 (84) 120 (85) NS
Other EAMs

Sicca syndrome (%) 33(18) 8(22) 25(18) NS

Rheumatoid nodules (%) 21{12) 7(19) 14(10) NS

Serositis (%) 3(2) 1(3) 21} NS
Treatment

Glucocorticoids (%) 108 (60) 26 (70) 82 (58) NS

sDMARDs (%) 155 (87) 33(89) 132 (86) NS

MTX (%) 115 (64) 20 (54) 95 (67) NS

hDMARDS (%) 47 (26) 11(30) 36 (25) NS
Mean DAS28 (+5D) 2.94(1.18) 3.71 (1.35) 2.74(1.05) <0.005
Erosive disease (%) 89 (50) 26 (70) 63 (44) <0.005
Mean HAQ-DI (95% CI) 0.39(0.32 to 0.46) 0.69 (0.53 to 0.85) 0.31 (0.24 10 0.38) <0.005
Functional disability HAQ-DI =1 (%) 27{(15) 10(27) 17 (12) 0.024

bDMARDs, biolegical disease-modifying antirheumatic drugs; csDMARDSs, conventional synthetic disease-modifying antitheumatic drugs; DAS28, Disease Activity Score in 28

joints; EAMs, extra-articular manifestations; HAQ-DI, Health Assessment Questionnaire Disability Index; ILD, interstitial lung disease; MTX, methotrexate; NS, not significant; RA,

theumatoid arthritis.
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Table 2 Main population autoantibody status in patients with and without ILD

Main population,n: 179 RA-ILD, n: 37 Non-ILD RA, n: 142 P value
ACPA positive (%) 128 (72) 29 (78) 99 (70) NS
Median titer ACPA (IQR) CU 222 (1341) 674 (2215) 143 (1132) NS
RF positive (%) 111 (62) 28 (76) 83 (59) NS
Median titer RF (IQR) IU 40 (182) 105 (298) 34(110) NS
Anti-FCS positive (%) 87 (49) 26 (70) 61 (43) <0.005
Median titer Anti-FCS (IQR) AU/mL 168 (354) 332 (1700) 136 (304) <0.005
Anti-Fib positive {%) 100 (56) 27 (73) 73 (51) 0.019
Median titer Anti-Fib (IQR) AU/mL 186 (305) 281 (357) 175 (277) NS
Anti-CFFHP positive (%) 41(23) 14 (38) 27 (19) 0.015
Median titer Anti-CFFHP (IQR) AU/mL 16 (131) 33 (834) 14 (115) 0.030
Anti-FCS-IgA positive (%) 48 (27) 19 (51) 29 (20) <0.005
Median titer Anti-FCS-IgA (IQR} AU/mL 102 (285) 258 (528) 79 (222) <0.005

ACPA, anticitrullinated protein antibody; Anti-CFFHP, IgG antibodies against chimeric fibrineffilagrine homocitrullinated peptide; Anti-FCS, IgG antibodies against carbamylated
fetal calf serum; Anti-FCS-1gA, IgA antibodies against carbamylated fetal calf serum; Anti-Fib, IgG antibodies against carbamylated fibrinogen; AU, arbitrary units; CFFHP, chimeric
fibrin/filaggrin homacitrullinated peptide; CU, chemiluminescence units; ILD, interstitial lung disease; IU, international units; NS, not significant; RA, rheumatoid arthritis; RF,
rheumatoid factor.
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Figure 2 Boxplots of autoantibody titers in patients with and without ILD. ACPA, anticitrullinated protein antibody; Anti-CFFHP, IgG antibodies
against chimeric fibrineffilagrine homocitrullinated peptide; Anti-FCS, IgG antibodies against carbamylated fetal calf serum; Anti-Fib, lgG antibodies
against carbamylated fibrinogen; Anti-FCS-IgA, IgA antibodies against carbamylated fetal calf serum immunoglobulin A; AU, arbitrary units; CU,
chemiluminescence units; ILD, interstitial lung disease; IU, international units; RA, rheumatoid arthritis; RF, rheumatoid factor.
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Table 3  Logistic regression models for the association between Anti-CarP specificities with RA-ILD
Main population Replication sample
OR P>z 95% Cl OR p>Pz| 95% Cl
Anti-FCS 34n 0.030 1.125 to 10.404 10419 0.012 1.684 t0 64.459
Age 1.068 0.008 1.017t0 1.120 1.045 0.211 0974t01.122
RA disease duration 1.291 0.000 1.161 10 1.436 0.989 0.708 0.933 to 1.047
ACPA 0.525 0.300 0.155t0 1.775 0.708 0.809 0.043t011.624
RF 2.016 0.246 0.616 to 6.596 5.080 0.080 0.823t031.330
Sex 0.492 0.201 0.166 to 1.459 3.594 0.128 0.692 to 18.670
Smoking cumulative dose 1.023 0.145 0.992 to 1.055 0.962 0.061 0.923 to 1.001
Anti-Fib 2.846 0.095 0.834109.708 1.649 0.491 0.396 to 6.856
Age 1.070 0.006 1.020 t0 1.123 1.047 0.142 0.984t0 1.115
RA disease duration 1.276 0.000 1.147 10 1.420 0.983 0.518 0.934t0 1.034
ACPA 0.618 0.427 0.188 10 2.026 1.768 0.641 0.160t0 19.419
RF 1.688 0.431 045910 6.212 5.613 0.056 0.956 to 32.952
Sex 0.475 0.179 0.160 to 1.408 2.406 0.229 0.575 to 10.066
Smoking cumulative dose 1.026 0.089 0.996 to 1.057 0.969 0.083 0.935 to 1.004
Anti-CFFHP 3.115 0.039 1.061 t0 9.138 1.494 0534 0.421 10 5.291
Age 1.058 0.016 1.010 to 1.107 1.046 0.147 0.984t01.113
RA disease duration 1.285 0.000 1.157 to 1.426 0.985 0.586 0.937 to 1.037
ACPA 0.494 0.268 0.142 to 1.720 1.868 0.605 0.174 t0 19.948
RF 2.617 0.104 0.819 to 8.357 6.231 0.037 1.113 to 34.888
Sex 0.382 0.092 012410 1.1 2.030 0321 0.501 to 8.215
Smoking cumulative dose 1.023 0.143 0.992 to 1.055 0.971 0.126 0.937 to 1.008

ACPA, anticitrullinated protein antibody; Anti-CarP, anti-carbamylated protein antibodies; Anti-CFFHP, IgG antibodies against chimeric fibrine/filagrine homocitrullinated peptide;

Anti-FCS, 1gG antibodies against carbamylated fetal calf serum; Anti-Fib, IgG antibodies against carbamylated fibrinogen; ILD, interstitial lung disease; RA, rheumatoid arthritis;

RF, rheumatoid factor.

ACPA, RF and RA-ILD

No differences were found in the proportion of patients who
tested positive for ACPA (78% vs 70%, p value: 0.29) or RF
(76% vs 59%, p value: 0.06) according to ILD status. Numeri-
cally higher titers of both antibodies (median (IQR), 674 (2215)
vs 143 (1132) CU, p value: 0.07) and (105 (298) vs 34 (110) IU,
p value: 0.06) ACPA and REF, respectively) were observed in the
RA-ILD group (see table 2 and figure 2D,E), although statistical
significance was not reached.

Overlap between Anti-CarP with ACPA and RF

The overlap between Anti-CarP specificities in ACPA and RF
positive patients is shown in table 4. Among those patients nega-
tive to both RF and ACPA, a small subset of positive Anti-FCS
(9%), And-Fib (149), Anti-CFFHP (3%) and Anti-FCS-IgA
(6%) was observed. ACPA and RF titers were significantly higher
in patients seropositive for Anti-FCS, Anti-Fib, Ant-CFFHP and
Anti-FCS-IgA (p<0.003 for all comparisons).

Anti-CarP and smoking

Numerically higher proportions of all Anti-CarP were observed
in ever and current smokers, although the difference was only
significant for Anti-FCS (58% vs 41% and 67% vs 45%, respec-
tively), Anti-Fib (65% vs 48% and 77% vs 520, respectively)
and Anti-FCS-IgA (37% vs 18% and 50% vs 22%), p<0.05
for all comparisons. No differences in the smoking cumulative
dose according to the Anti-CarP status were observed. Details in
the unadjusted association between Anti-CarP and smoking are
provided in online supplementary table S2 and S3.

DISCUSSION

This is the first study to analyse the association between Anti-
CarP and RA-ILD. We found higher proportions and titers up to
nearly fourfold greater of different Anti-CarP specificities in the
RA-ILD group when compared with patients without this lung
involvement. All Anti-CarP showed a consistent effect towards

Table 4 Overlap between Anti-CarP specificities with ACPA and RF in the main population

Anti-FCS Anti-Fib Anti-CFFHP Anti-FCS-IgA
Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative
n: 87 n: 92 n: 100 n:79 n:41 n: 138 n: 48 n: 131
ACPA  Positive, n: 128 76 {59%) 52 {41%) 85 (66%) 43 (33%) 40 (31%) 88 (69%) 43 (34%) 85 (66%)
Negative, n: 51 11 (22%) 40 (78%) 15 (29%) 36 (71%) 1 (2%} 50 (98%) 5 (10%}) 46 (90%)
Median titer (IQR) CU 760 (2034) 26 (473) 732 (2062) 28 (415} 994 (2278) 75(929) 154 (313) 12 (167)
RF Positive, n: 111 71 {64%) 40 (36%) 87 (78%) 24 (22%) 32 (29%) 79 (71%) 45 (41%) 66 {59%)
Negative, n: 68 16 (24%) 52 (76%) 13 (19%) 55 (81%) 9{13%) 59 (87%) 3 {4%) 65 {96%)
Median titer (IQR) IU 102 (260) 18 (48) 115 {261} 12 24 105 {190} 32(117) 184 (336) 0(93)

ACPA, anticitrullinated protein antibody; Anti-CFFHP, 1gG antibodies against chimeric fibrine/filagrine homocitrullinated peptide; Anti-FCS, IgG antibodies against carbamylated fetal calf serum;
Anti-FCS-lgA, IgA antibodies against carbamylated fetal calf serum immunoglobulin A; Anti-Fib, 1gG antibodies against carbamylated fibrinogen; CU, chemiluminescence units; IU, international

units; RF, rheumatoid factor.
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increasing the odds of TLD, even after adjustment for pertinent
confounders using logistic regression modelling.

Compared with the general population, RA entails a 50%
higher risk of mortality.”” Over the past two decades, the
mortality rate has declined, mostly due to a reduction in deaths
related to cardiovascular disease and malignancies,'® ' possibly
attributed to an earlier diagnosis and treat-to-target strate-
gies. Conversely, incident deaths from pulmonary discase have
remained stable' and may become the leading cause of death
in RA patients. RA-ILD plays a major role in the burden of
pulmonary-related deaths and constitutes an unmet need, even
with available treatment options. RA-TLD patients usually have
greater comorbidity and a higher incidence of infection, reflected
by a higher mortality” ?° 2! and a greater disability. Therefore,
early detection is crucial in establishing an individualised treat-
ment strategy.

Various novel candidates have been proposed for RA-TLD
screening, including imaging techniques such as positron emis-
sion tomography and pulmonary ultrasound,” ** or serum
bicmarkers such as the martrix metalloproteinases 7, surfactant
protein D and Krebsvon del Lungen-6.* ¥ RA-ILD has been asso-
ciated with different antimodified protein antibodies (AMPAs)
based on citrulline® * and more recently, malondialdehyde—
acetaldehyde adducts.?® Screening techniques can increase
RA-ILD diagnostic accuracy, although a model based on features
used in clinical practice such as age, sex, smoking, RF and ACPA
has a potent screening capacity for symptomatic and subclinical
RA-TLD,* Based on these findings, we decided to include these
features in addition to RA disease duration as adjusting variables
in our models,

The relationship between ACPA and ILD has been addressed in
different studies with most showing a higher seroprevalence and
titers in RA-ILD cohorts.' 2 However, no association between
ACPA and RA-ILD has been confirmed in other cohores™ *' and
up to 17% of patients with RA-ILD are reported to be ACPA-
negative.”’ In a recent meta-analysis, ACPA positivity was asso-
ciated with a higher risk for ILD (OR: 4.7, 95%CI: 2.1 to 10.6)
although a single study contributed almost 75% to the weighted
average and was not specifically concerned with RA-TLD,” We
found that ACPA and RF were numerically higher in patients with
ILD, but the differences were not significant, unlike Anti-CarP.

The association between Anti-CarP and RA-ILD observed in
the main population and the replication sample opens a debate
on the potential role of homocitrullination (carbamylation) and
its antibody response on its development. So far, no studies
have evaluated homocitrulline in lung tissue of RA patients as
opposed to citrulline.”* However, carbamylated peptides have
been detected in the synovial of RA patients™ and lung tissue
from smokers and asthma patients.™ ** Interestingly, Anti-CarP
have been found in subjects with bronchiecrasis, cystic fibrosis
and chronic obstructive pulmonary disease with no smoking or
RA history,"" 7

Carbamylation can change the structure, function and anti-
body antigen binding avidity of a wide range of proteins.”® Thus,
Anti-CarP may target homocitrullinated peptides found in the
lung and promote a subsequent inflammarory response, which is
essential in the genesis and progression of ILD.”” ** An alterna-
tive explanation is a direct pulmonary insult by the inflammatory
cascade precipitated by an increased sensitivity of proteinases
and the presence of free radicals and other inflammatory medi-
ators enhanced by carbamylated free amino acids found in the
lung.*® Notably, the association berween TLD and Anti-CarP-TgA
presented the greatest effect size, fuelling the hypothesis that
RA-related antibodies originate in the respiratory mucosa.’

Although ACPA and Anti-CarP present important differences
in their genetic®’ and environmental*' backgrounds, both anti-
body systems form part of the AMPA family and have great struc-
tural similarity.*® As in previous studies,” * a subsrantial overlap
between autoantibodies was observed in our cohort. However,
inhibition studies and the fact that a subset of ACPA negative
patients can harbour Anti-CarP (up to 29% in our population)
support the hypothesis that the overlap is only partial.” * Recent
evidence indicates that exposure to a purified specific PTM such
as homocitrulline, acetaldehyde or citrulline can induce AMPAs
against antigens containing other PTMs.* Hence, a single PTM
can generate a breaking of tolerance against multiple modified
antigens.

Smoking, the leading environmental risk factor for RA and
RA-ILD is also a known risk factor for breaking tolerance against
multiple modified antigens.* Smoking can induce carbamyla-
tion directly by inhalation of thiocyanate or via myeloperoxi-
dase release by neutrophils at inflammation sites.® ™ ¢ Like a
previous study,™ we found a higher seroprevalence of Anti-CarP
among smokers. There were no between-group differences in
ever or current smoking according to the presence of ILD, yet
a higher smoking cumulative dose was observed. No interaction
berween the smoking cumulative dose and Anti-CarP specifici-
ties was observed in the regression models, suggesting that the
association between Anti-CarP and ILD is not a simple surrogate
marker for smoking.

QOur smdy has some limitations. First, a relatively small
proportion of patients with RA-ILD was included, so we had
to be conservative while building our models because of the
risk of overfitting, so residual confounding cannot be ruled-out.
Treatment and disease activity were not included; the former
due to concerns about the accuracy of timing and dosing and
current literature’s inability to validate a true relationship
between RA-ILD and methotrexate® or bDMARDs.**™ The
latter, because of the design of the sindy with only a single
measurement, which has not shown to be relevant in previous
reports,* *” as opposed to its longitudinal evaluation.”" Likewise,
we cannot rule-out subclinical RA-ILD in the control group,
mainly due to the lack of a universally accepted evidence-based
screening approach. Finally, most of our patients are of Mediter-
ranean Caucasian origin, which has been associated with a less
aggressive RA course and a lower prevalence of extra-articular
disease.™

In conclusion, a robust association between different Anti-CarP
and RA-ILD was found after adjusting for multiple confounders
including ACPA and RF. These findings pose the debate whether
a link between homocitrullination and the development of this
devastating extra-articular manifestation exists. However, our
results should be interpreted with caution and further studies
validating our findings are needed.

Correction notice This article has been corrected since it published Online First
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Anti-CarP home-made ELISA technique

To detect IgG or IgA antibodies against carbamylated fetal calf serum (Anti-FCS and Anti-
FCS-1gA, respectively) and 1gG fibrinogen (Anti-Fib), an ELISA assay using both
carbamylated FCS and Fib with non-modified FCS or Fib as antigens was developed. FCS
and Fib were carbamylated by incubating a 4mg/ml concentration for FCS or 2mg/ml for
Fib with 1M of KCNO (or with 1M of KCl for the controls) for 15 hours at 372C. After
incubation, the samples were desalted by centrifugation (Amicon Ultra-0.5 centrifugal
filter units, Merck). Carbamylation efficiency was assessed by amino acid analysis of the
hydrolysed samples in a Biochrom 30 amino acid analyser (Biokrom, UK) using L-
Norleucine as the internal standard. The conversion of Lys to homocitrulline was
determined as the fraction of the total amount of amino acids.

Anti-FCS and Anti-Fib were determined by ELISA. All samples were assayed on separate
plates (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific, Denmark) coated with FCS or Fib
carbamylated and non-modified as antigens overnight at a concentration of 10 pg/mL of
carbonate-bicarbonate buffer (0.1 M pH 9.6). Diluted serum samples (1:50 in PBS-1%
BSA-0.05% Tween) were incubated overnight at 42C and IgG or IgA antibodies detected
using goat anti-human IgG-AP or a rabbit anti-human serum IgA-AP (Jackson
Immunoresearch Europe, UK) and SIGMAFAST p-Nitrophenyl phosphate as substrate.
Chimeric Fibrin/Filaggrin Homocitrullinated peptide (CFFHP): [HCit620,625] a-
fibrin(617-631)-5306, S319 cyclo [Cys306,319, HCit312]filaggrin (304-324) and its non-
homocitrullinated version were synthesized by solid-phase peptide synthesis as C-
terminal carboxamides on a Novasyn TGR resin (Novabiochem Merck, Germany) following
a 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) strategy with subsequent cyclization in selution by
forming a disulfide bridge (1-2).

To determine IgG antibodies against CFFHP (Anti-CFFHP) home-made ELISA assays were
performed. Firstly, CFFHP and non-homocitrullinated peptide as a control for

homocitrulline specificity were coupled covalently to the microplates (Nunc Immobilizer)
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diluted to 10pg/ml in 0.05 M carbonate/bicarbonate (pH 9.6) buffer. 100 pL of peptide
solution was added to each microplate well and incubated overnight at 42C. Each plate
contained control wells that included all reagents except the serum sample and the
peptide in order to estimate the background reading. After incubation, the plates were
blocked with 2% BSA in 0.05 M carbonate/bicarbonate (pH 9.6) buffer for 1 hour at room
temperature. Sera were diluted 50-fold in RIA buffer (1% BSA, 350 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCl, pH 7.6, 1% vol/vol Triton X-100, 0.5% wt/vol Na-deoxycholate, 0.1% SDS)
supplemented with 10% foetal bovine serum; 100pL/well was added and incubated for
1.5 hours at room temperature. After washing 6 times with PBS/0.05% Tween-20, 100
uL/well of the anti-human secondary [gG antibody conjugated to peroxidase in RIA buffer
was added and bound antibodies were detected using SIGMAFAST with o-
phenylenediamine dihydrochloride as substrate.

Reactivity to non-homocitrullinated FCS, Fib and CFFHP peptide was subtracted from the
reactivity to homocitrullinated FCS, Fib and CFFHP. A series of successive dilutions of a
pool of sera from four positive patients was used as a reference standard in all plates and
to convert optical density values to arbitrary units (AU). ROC curve analysis and
regression analysis were conducted using the GraphPad Prism5 program and the cut-off
values were determined with a specificity of 95% compared with a healthy population of
blood donors (n=179). A positive cut-off value was defined as = 173.5 AU/mL, > 166,9
AU/mL, > 146.5 AU/mL and = 257.0 AU/ml for Anti-FCS, Anti-Fib, Anti-CFFHP and Anti-
FCS-IgA respectively. The magnitude of the reactivity against FCS-CarP and Fib-CarP vs.
native proteins rendered differences in OD values higher than 0.2 and 0.8, respectively;
these differences were lower for the chimeric carbamylated peptide (>0.1). A test was only
considered positive and specific for homocitrulline when the UA/mL values were higher
than the respective cut-off and the OD difference between carbamylated

(homocitrullinated) and native (non-homocitrullinated) antigens was at least 0.1, in
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INVESTIGACION Y RESULTADOS

Supplementary material Ann Rheum Dis

agreement with the methodology previously reported by van der Woude et al. for

citrullinated peptide antigens (3).
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TABLE S1. Demographic, clinical and serological features according to the presence of ILD in the replication
sample

Replication sample RA-ILD Non-ILD RA

n:75 n:25 n:50 pvalue
Female (%) 40 (53) 14 (56) 26 (52) NS
Mean age (£SD) 66.7+8.8 68.6110.5 65.7+7.6 NS
Mean disease duration (+SD) 8.7+11.1 8.419.5 8.9+11.9 NS
Smaking cumulative dose (+SD) 19.8+20.1 14.3£20.0 22.6+19.7 NS
Erosive disease (%) 40 (53) 15 (60) 25 (50) NS
ACPA (%) 65 (87) 24 (96) 41 (82) NS
Median titer ACPA (IQR) CU 250 (324) 250 (308} 250 (367) NS
RF (%) 52 (69) 23(92) 29 (58) <0.005
Median titer RF (IQR) IU 83 (284) 165 (559) 38 (194) <0.005
Anti-FCS (%) 47 (63) 23(92) 24 (48) <0.005
Median titer Anti-FCS (IQR) AU/mL 545 (1875) 1571 {1316) 171 (977} <0.005
Anti-Fib (%) 48 (64) 19 (76) 29 (58) NS
Median titer Anti-Fib {IQR) AU/mL 282 (335) 407 (418) 225 (277) 0.028
Anti-CFFHP (%) 18 (24) 9(36) 9(18) NS
Median titer Anti-CFFHP (IQR) AU/mL 0(118) 0(598) 0(54) NS

ACPA: anti-citrullinated protein antibodies; RF:

rheumatoid factor; Anti-FCS: IgG antibodies against carbamylated

fetal calf serum; Anti-Fib: 1gG antibodies against carbamylated fibrinogen; Anti-CFFHP: IgG antibodies against
carbamylated fibrine/filagrine homocitrullinated peptide; IQR: interquartile range; CU: chemiluminescence units; 1U:
international units; AU: arbitrary unit; £5D: standard deviation; NS: Not significant.

TABLE S2. Anti-CarP positivity according to the smoking status in the main population

Ever
n: 83

Non-ever

Smoking n: 96

status Current

n: 30

Non-current
n: 149

Anti-FCS Anti-Fib
positive positive
o (%) p value " (%)
48 (58) 54 (65)
0.022
39 (41) 46 (48)
20(67) 23 (77}
0.030
67 (45) 77152)

p value

Anti-CFFHP

positive

(%) p value

22 (27)

0.021 NS

19 (20)

5(17)

0.012 NS

36 (24)

Anti-FCS-1gA
positive
|
" (%) p value
31(37)
0.003
17 (18)
15 (50)
0.002
33(22)

Anti-FCS: IgG antibodies against carbamylated fetal calf serum; Anti-Fib: IgG antibodies against carbamylated fibrinogen; Anti-CFFHP: IgG
antibodies against carbamylated fibrine/filagrine homocitrullinated peptide; Anti-FCS-1gA: IgA antibodies against carbamylated fetal calf serum;

NS: not significant,

Castellanos-Morcira R, ef al. Ann Rheum Dis 2020;0:1-8. doi: 10.1136/annrheumdis-2019-216709
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TABLE 53. Smoking cumulative dose according to Anti-CarP positivity in the main population

Anti-FCS Anti-Fib Anti-CFFHP Anti-FCS-lgA
positive negative p positive negative p positive negative [ positive negative p
1748 n: 35 value i 54 ni 29 value 22 i 61 value 31 i 52 value
Mean smoking 251£12.9 | 226:13.4 | NS 202:12.9 | 2384134 | NS | 253:108 | 23.6:13.8 | NS 260:12.7 | 22.8:132 | NS

cumulative dose (+SD)

Anti-FCS: 1gG antibodies against carbamylated fetal calf serum; Anti-Fib: 1gG antibodies against carbamylated fibrinogen; Anti-CFFHP: 1gG antibodies against carbamylated fibrine/filagrine
hemocitrullinated peptide; Anti-FCS-IgA: 1gA antibodies against carbamylated fetal calf serum; £SD: standard deviation; NS: not significant

Castellanos-Moreira R, ef al. Ann Rheum Dis 2020;0:1-8. doi: 10.1136/annrheumdis-2019-216709
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La EPI es una manifestacion extraarticular grave de la AR, que afecta entre el 3-
50% de los pacientes segun el método de deteccidn utilizada y la poblacién
examinada. La EPI-AR presenta una tasa de mortalidad hasta 10 veces mayor que
la de los pacientes sin EPI, lo que ha generado un gran esfuerzo para lograr un
diagndstico mas temprano. Se han identificado varios factores de riesgo, como
fumar, sexo masculino, mayor actividad de la enfermedad, mayor duracién de la
enfermedad, edad avanzada, FR y ACPA. En los ultimos afios, se han propuesto
varios biomarcadores para la deteccion de EPI-AR, aunque no existe una prueba

universalmente aceptada.

Los anti-CarP reconocen los péptidos homocitrulinados, que se generan por una
modificacion postraduccional de los residuos de lisina. Estos anticuerpos se
asocian a factores de mal prondstico de la enfermedad, asi como a una mayor
mortalidad, particularmente debido a enfermedades respiratorias. También,
cabe destacar que se han encontrado anti-CarP en pacientes con diversas
enfermedades pulmonares crénicas, independientemente del tabaquismo o

antecedentes de AR.

El objetivo de este estudio fue analizar la asociacidn entre anti-CarP y EPl en una

poblacidn de pacientes con AR.

Se determinaron tres autoanticuerpos anti-CarP IgG contra suero de ternero fetal
(Anti-FCS), fibrindgeno (Anti-Fib) y péptido homocitrulinado de fibrina / filagrina
(Anti-CFFHP) y un anti-CarP IgA contra FCS (Anti-FCS-IgA) por ELISA de produccién
propia. Las asociaciones entre anti-CarPs y EPI se analizaron mediante regresion
logistica multivariable ajustada por tabaquismo, sexo, edad, duracién de la AR, FR

y ACPA.
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Se incluyeron 179 pacientes: 37 (21%) con diagndstico de EPI-AR diagnosticados
por TACAR y confirmados por un comité multidisciplinar. Las especificidades de
anti-CarP fueron mas frecuentes en el grupo EPI-AR (Anti-FCS 70% vs.43%; Anti-
Fib 73% vs.51%; Anti-CFFHP 38% vs.19%; anti-CarP-IgA 51% vs.20%, p <0.05 para
todas las comparaciones). Los titulos séricos de anti-CarP fueron
significativamente mayores en pacientes con EPI-AR. Las especificidades de anti-
CarP mostraron un efecto robusto para aumentar las probabilidades de EPI en el
analisis multivariado (Anti-FCS (OR: 3.42; CI95%: 1.13-10.40), Anti-Fib (OR: 2.85;
Cl95%: 0.83-9.70) , Anti-CFFHP (OR: 3.11; CI95%: 1.06-9.14) y Anti-FCS-IgA (OR:
4.30; CI95%: 1.41-13.04)). Para validar los resultados, se obtuvieron muestras de
pacientes de otro hospital. En dicha cohorte, llamada cohorte de replicacidon se

observaron hallazgos similares.

En conclusion, este es el primer estudio que describe asociacidén entre los anti-
CarP y EPI-AR. Esta relacién se mantiene incluso después de ajustar por multiples
factores de confusién, incluidos ACPA y RF. Estos hallazgos plantean el debate
sobre si existe un vinculo entre la homocitrulinacién y el desarrollo de esta grave

manifestacion extraarticular en la poblacion de AR.
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Letters to the Editors

Anti-carbamylated protein
antibodies are associated with
early abatacept response in
rheumatoid arthritis

Comment on:
Anti-carbamylated protein
antibodies as a clinical response
predictor in rheumatoid arthritis
patients treated with abatacept

Sirs,

We read the article by Kumar ez al., which
is the first to address the association be-
tween anti-carbamylated protein antibodies
(anti-CarP) and the response to abatacept
(ABA) in rheumatoid arthritis (RA), with
great interest. The most striking findings
were the better response (a significant re-
duction in 8-DAS28-PCR) to ABA in an-
ti-CarP positive patients and a reduction
in anti-CarP levels. No differences in the
therapeutic response were found when ana-
lyzed according to ACPA nor rheumatoid
factor status (1).

This prompted us to assess whether we
could reproduce their observations. The
PACTABA study is a Spanish multicenter,
observational sub-study of the ASCORE
trial (NCT02090556) (2), including active
RA patients who had previously failed with
=] conventional DMARD or =1 biologic
therapy. Subcutaneous ABA was adminis-
tered (125 mg weekly) and patients were
followed prospectively. The therapeutic
response was determined by 0-DAS28
(baseline to 3 months) and EULAR re-
sponse criteria at 3 months of follow-up.
Seventy-nine patients were included, of
whom only the 65 who had sufficient infor-
mation for data extraction were analysed.
Anti-CarP were assessed at 0 and 3 months
by a homemade ELISA test using fetal calf
serum (cut-off =132.5 AU; 96% specificity
vs. healthy population). The study is sup-
ported by Bristol Myers Squibb (BMS).
Fifty-two patients were female (80%), with
mean age of 55.1(x13.9) vears and a dis-
ease duration of 9.5(x7.2) years. Eighty
percent were ACPA positive and 58.5% had
previously failed with =1 biologic therapy.
At baseline, 28(43.1%) patients were anti-
CarP positive and no difference in DAS28
was observed according to anti-CarP status.
At three months of follow up, a significant
reduction in 8-DAS28 was observed in an-
ti-CarP positive patients compared with an-
ti-CarP negative patients (-1.904 vs. -0.212;
p<0.005) (Fig. 1a). According to anti-CarP
status, a similar proportion achieved a EU-
LAR response (13/32(41%) vs. 8/21(38%);
p=NS). However, EULAR responders had
higher baseline anti-CarP levels than non-
responders (451.3£675.4 vs. 152.6x158.3;
p=0.018) (Fig. 1b). In addition, respond-
ers showed a significant reduction in
anti-CarP levels after 3 months on treat-
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Fig. 1. a: 5-DAS28 according to anti-CarP status; b: anti-CarP levels according to EULLAR response critieria;
¢: 9-DAS28 according to ACPA status; d: ACPA levels according to BULAR response critieria

ment with ABA, a finding not observed in
non-responders (-84.8 AU vs. +34.92 AU;
p:0.023). No differences were observed in
0-DAS28 according to ACPA status (Fig.
1¢) or ACPA baseline levels between re-
sponders and non-responders (Fig. 1d).
Our findings reaffirm the report by Kumar
et al. and posit a debate on whether anti-
CarP are an ABA response biomarker in RA
patients. This could be due to the similar
chemical structure in the antigenic targets
(homocitrulline and citrulline) of anti-CarP
and ACPA or to the wide overlap between
the two antibodies in RA patients. Nonethe-
less, the envirommental and genetic back-
grounds of the two autoantibodies difter (3).
Anti-CarP and ACPA are, independently,
poor RA prognosis factors (4, 5) and inhibi-
tion studies have shown that the overlap is
merely a casual finding (6).

ACPA have been shown to be a reliable
ABA response biomarker in post hoc analy-
ses from randomised controlled trials and
large observational studies (7-9}. However,
neither we nor Kumar et al. (1) found dif-
ferences in the treatment response accord-
ing to ACPA status. This might be explained
by the small sample size of the two studies.

The low sensitivity of anti-CarP (10), to-
gether with the overlap of anti-CarP with
ACPA, casts doubt on the predictive value of
anti-CarP in the treatment response to ABA.
However, the findings of Kumar ez al. and
ourselves suggest that anti-CarP are an early
response biomarker for ABA, which may be
more specific but less sensitive than ACPA.
Testing for anti-CarP could be especially
useful in ACPA negative patients. These are
exploratory analysis and the results should
be interpreted with caution. Further studies
should include larger populations and ana-
lyse long-term outcomes.

R. CASTELLANOS-MOREIRA!,
A. GOMEZ2,

I. HARO?,

V. RUIZ-ESQUIDE!,

S. MARSAL?,

R. SANMARIT', MD, PhD

!Arthritis Unit, Rhewmnatology Department,
Hospital Clinic of Barcelona, Barcelona;
2Rhewmatology Research Group, Vall d’Hebron
Research Institute, Barcelona;

Unit of Synthesis and Biomedical Applications
of Peptides, Institute of Advanced Chemistry of
Catalonia (IQAC-CSIC), Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Barcelona, Spain.
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A pesar de la alta eficacia de las terapias inmunodirigidas en la AR, hasta un 40%
de los pacientes interrumpen el tratamiento por ineficacia o eventos adversos.
Hasta la fecha carecemos de biomarcadores de respuesta terapéutico que nos
permitan realizar un enfoque medicina personalizada. En consecuencia,
seguimos confiando en un enfoque de prueba y error. No obstante, la presencia
de ACPA se relacionado con una mejor respuesta a ciertos agentes terapéuticos

como ABA vy rituximab.

El objetivo de este estudio fue analizar la asociacion entre anti-CarP y la respuesta

al tratamiento con ABA en una poblacidn de pacientes con AR.

Se determinaron autoanticuerpos anti-CarP IgG contra suero de ternero fetal por
ELISA casero en un grupo de pacientes incluidos en el estudio PACTABA, un
subestadio observacional multicéntrico espafiol del ensayo ASCORE. Se
incluyeron pacientes con AR activa que habian fallado previamente con 21
FARME convencional o 21 terapia bioldgica. Dichos anticuerpos fueron medidos

de forma basal y a los 3 meses del inicio del tratamiento.

En total, 79 pacientes fueron incluidos, de los cuales solo se analizaron los 65 que
tenian informacién suficiente para la extraccidon de datos. En su mayoria eran
mujeres (80%), con una edad media de 55,1 (+ 13,9) afios y una duracién de la
enfermedad de 9,5 (+ 7,2) afios. El 80% eran ACPA positivos, 43% pacientes eran

anti-CarP positivos y el 59% habia fallado previamente con 21 terapia bioldgica.

A los tres meses de seguimiento, se observd una reduccion significativa en el 6-
DAS28 en los pacientes anti-CarP positivos en comparacién con los anti-CarP
negativos (-1,904 vs -0,212; p <0,005). La proporcidn de paciente que alcanzaron
respuesta EULAR fue similar segin el estado anti-CarP (positivo (41%) vs
negativos (38%)). No obstante, los respondedores EULAR tenian niveles de anti-

CarP basales mds altos que los no respondedores (451,3 £ 675,4 vs 152,6 + 158,3;
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p: 0,018). Ademas, los respondedores mostraron una reduccion significativa en
los niveles de anti-CarP después de 3 meses de tratamiento con ABA, un hallazgo

gue no se observo en los no respondedores (-84,8 AU vs +34,92 AU; p: 0,023).

En esta poblacion no se observaron diferencias en 6-DAS28 segun el estado de
ACPA, tampoco en los niveles basales de ACPA entre respondedores y no

respondedores.

En conclusidn, estos hallazgos sugieren que los anti-CarP son un biomarcador de
respuesta temprana para ABA, que puede ser mas especifico, pero menos
sensible que ACPA. Estos son analisis exploratorios y los resultados deben

interpretarse con precaucion.
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En la presente tesis doctoral se han realizado cuatro estudios con el objeto de
analizar el papel de un nuevo miembro de la familia AMPA, como son los anti-
CarP en dos poblaciones distintas pero muy relacionadas. Los dos primeros
trabajos se centran en el RP, una forma de artritis intermitente, que puede
considerarse como parte del espectro clinico de la AR o como una forma
preclinica de esta enfermedad. En el tercer trabajo se analiza la asociacién entre
los anti-CarP y una de las manifestaciones extraarticulares mas graves de la AR
como es la enfermedad pulmonar intersticial. En el ultimo trabajo se estudia la
asociacion entre dichos anticuerpos y la respuesta terapéutica a ABA, un farmaco

bioldgico ampliamente utilizado para el tratamiento de la AR.

Todos estos estudios se han realizado utilizando sustratos antigénicos de
proteinas/péptidos carbamilados (homocitrulinados) de sintesis propia (Unidad
de Sintesis y Aplicaciones Biomédicas de Péptidos del IQAC-CSIC) para la

determinacion de anti-CarP en el suero de pacientes y controles.

En el primer trabajo de la presente tesis doctoral (Castellanos-Moreira et al. Ther
Adv Musculoskelet Dis, 2020) analizamos por primera vez la prevalencia de anti-
CarP en el RP puro y comparamos el patron de sus isotipos con el de la AR

establecida.

El RP es una entidad que precede en muchos casos a la AR (230). Dicha
enfermedad presenta fendmenos de autoinmunidad sistémica como es el caso
del factor reumatoide y los ACPA, autoanticuerpos caracteristicos de la AR (79,
86, 89). La presencia de estos autoanticuerpos es un factor predictor de evolucidn
hacia AR, aungque un nimero significativo de casos, incluso con niveles elevados
de estos autoanticuerpos no progresan a AR (78). Los motivos por los que algunos

de estos pacientes no acaban desarrollando AR aun son desconocidas. Los anti-
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CarP se han descrito en alrededor la mitad de pacientes con AR y con una alta
especificidad (192). No existen estudios hasta la fecha que analicen la presencia

de estos autoanticuerpos en el RP.

En el presente estudio se detectaron anti-CarP en la poblaciéon con RP, aunque en
una proporcioén significativamente inferior que en la AR (24% vs 64%). Tal como
sucede en la AR (216, 231), los anti-CarP se asociaron claramente con la
positividad de ACPA, incluso con una mayor superposicién entre anticuerpos en

el RP (92% vs 68%).

Se estudiaron también los diferentes isotipos IgA, IgM e IgG de anti-CarP para
comparar la respuesta inmune a los antigenos homocitrulinados en el RP y en la
AR. En cuanto al patrdn de isotipos, observamos que las proporciones y niveles
de todos los isotipos fueron mas altas en los pacientes con AR. La IgG fue la
inmunoglobulina predominante tanto en el RP como en la AR. Similar a una
cohorte holandesa (231) en la poblacidon con AR establecida evidenciamos un
espectro de isotipos bien repartido entre las IgG, IgM e IgA. No obstante, la

respuesta de la IgA e IgM fue mucho menor en la poblacién con RP.

De forma llamativa, las mayores diferencias tanto en las proporciones como de
titulos se observaron en el isotipo IgM. Si consideramos la corta vida media de
esta inmunoglobulina, la baja prevalencia de IgM anti-CarP observada en el PR
puede interpretarse como un signo de activacion discontinua de las células B

(232).

Cabe mencionar, que previamente se habia analizado la respuesta a antigenos
citrulinados en la misma poblacidon de estudio; en aquel trabajo el patréon de
isotipos de los ACPA se comportd de manera similar (90). La limitada respuesta
inmune frente a los péptidos carbamilados y citrulinados podria explicar por qué
no todos los pacientes con RP con anticuerpos positivos evolucionan a una artritis

persistente.
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Este distinto perfil de AMPAs en pacientes con RP, con un patrén mas restringido,
también se ha descrito en las fases preclinicas de la AR (215) y en familiares
asintomaticos de pacientes con AR (233) y podria explicar un papel menos

patogénico de los autoanticuerpos en dichas poblaciones (234).

Los ACPA y anti-CarP circulantes en suero pueden preceder varios afios el debut
de los sintomas de la AR (215, 235). El numero de especificidades y titulos de
ambos anticuerpos aumentan a medida se acerca el debut de la AR (215, 236).
Aunque todos los isotipos de ACPA pueden estar presentes en la etapa pre-AR
(235), la IgG predomina en esta fase y aparece antes que la IgM vy la IgA (237).
Una vez establecida la AR el espectro de anticuerpos se reparte uniformemente
entre los tres isotipos (231). Es probable que el patrén de isotipos del RP se

comporte de forma similar al de la fase pre-AR.

En este estudio también se analizo6 si los anti-CarP determinan un fenotipo clinico
caracteristico en el RP. A diferencia de los ACPA, donde su presencia condiciona
a una edad mas temprana de debut del RP, brotes mas frecuentes y una duracién
mas corta de las crisis (89, 97), no encontramos diferencias clinicas entre los RP

segln el estatus de anti-CarP.

Este es el primer estudio que evidencia la presencia de un AMPA distinto a los
ACPA en el RP. No obstante, al tratarse de una cohorte transversal no podemos
esclarecer si este patron de AMPA mas restringido se asocia con un menor riesgo
de progresion hacia AR. Probablemente varios factores estan implicados en el
desarrollo posterior de AR en estos pacientes, desde determinantes genéticos o
la naturaleza de la respuesta inmune a través de los anticuerpos AMPA. Otros
factores como la glicosilacién de la fraccién Fc de los anticuerpos podrian también

tener un papel relevante (232).

En el segundo articulo de la presente tesis doctoral (Castellanos-Moreira et al. J

Rheumatol. 2020), analizamos la prevalencia de RP preexistente en una cohorte
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de pacientes con AR establecida y examinamos si estos pacientes tienen un

fenotipo clinico y perfil de anticuerpos (incluidos los anti-CarP) distintivo.

Es posible que el RP forme parte del mismo espectro que la AR (86, 238), dada la
alta prevalencia de autoanticuerpos (90), la similar distribucion de las
articulaciones afectadas (87, 88) y la alta tasa de progresion hacia la AR. Pero a
pesar de estas similitudes con la AR, la naturaleza recurrente-remitente de las
crisis palindromicas se asemeja al cuadro clinico de un trastorno autoinflamatorio

(80).

Sabemos que las personas que sufren de RP presentan un gran riesgo de padecer
AR en comparacion a la poblacidon general (104). La alta tasa de progresion (que
puede llegar a ser 2 de cada 3 pacientes) hacia una AR ha sido confirmado por
varias cohortes de RP provenientes de diferentes puntos geograficos(77-79, 102,
106). Sin embargo, no existen practicamente estudios en la literatura que
analicen la prevalencia exacta de pacientes con una AR establecida que inicien su
enfermedad en forma de RP. Por otra parte, tampoco se ha estudiado
previamente si estos pacientes que iniciaron la AR en forma de RP tienen un
fenotipo clinico o un perfil de autoanticuerpos caracteristico y diferente, respecto

al que tienen los pacientes que no debutaron como RP.

La prevalencia de RP previo al debut de la AR en nuestra cohorte de AR
establecida fue del 18%. Estos resultados son muy similares a lo observado en el
estudio AUDIT que encontrd una prevalencia del 16% (83), pero mas bajo que en
la cohorte canadiense de AR temprana (CATCH), donde reportaban una
prevalencia del 40% (82). La discrepancia podria ser por diferencias en la
definicidn de artritis intermitente, ya que el estudio canadiense solo incluia un
auto-cuestionario, mientras que los criterios de nuestra cohorte eran mas

estrictos y requerian de confirmacién por parte del clinico.

El periodo de latencia de 1,2 afios entre el inicio de la RP y el debut de la AR de

nuestra cohorte confirma que la mayoria de los pacientes, y especialmente
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aquellos con autoanticuerpos, desarrollan AR en los primeros afios tras el inicio

de los sintomas (77).

Al valorar el fenotipo clinico, no se observaron diferencias significativas en la
actividad de la enfermedad, las tasas de remision, el grado de discapacidad o las
tasas de enfermedad erosiva entre pacientes con y sin RP previo al inicio de AR.
No obstante, la tasa de tabaquismo y de uso de hidroxicloroquina fueron

significativamente mas altas en los pacientes con RP prexistente.

El uso de tabaco varia entre un 21-32% entre los pacientes con RP (97, 98). Los
estudios que han valorado este tema solo analizan el tabaquismo al momento de
inclusion. Llama la atencidn la gran proporcion de fumadores (previo o actual) en
nuestra poblacion de AR con RP preexistente (51%), este hallazgo ha sido
corroborado posteriormente en la cohorte canadiense CATCH (82). La
importancia de este hecho radica en que el tabaquismo es el factor de riesgo
ambiental mas importante para la generacién de autoanticuerpos (193, 239) asi

como para el desarrollo de la AR (14, 17, 18).

El curso clinico del RP es muy particular, con brotes autolimitados de muy corta
duracion (usualmente <72 horas) de dolor, tumefaccién y en ocasiones eritema

por inflamacidn articular y periarticular, que no causa dafio residual (76, 102).

De forma interesante, identificamos la persistencia de crisis tipicas de RP tras el
inicio de la AR en la mayoria de casos de pacientes que iniciaron como RP. Este
hallazgo no habia sido descrito previamente. Recientemente, Savic, et al.
reportaron una serie de AR seropositiva con brotes severos de inicio subito y
autolimitados en los que se confirmd la presencia mutaciones o polimorfismos de
genes autoinflamatorios (240), sugiriendo que, en algunos casos podria coexistir
la AR y una enfermedad autoinflamatoria. También, el hecho que un subgrupo de
pacientes con RP (en su mayoria ACPA negativos) tienen mutaciones MEFV,

sugiere la participacion del sistema inmune innato (96).
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Los antimalaricos se utilizan habitualmente en el RP, ya que parecen retrasar,
pero no evitar el desarrollo de artritis persistente (106). Asimismo, estos
farmacos reducen la frecuencia e intensidad de las crisis (111). Por lo que el
mayor uso de hidroxicloroquina en aquellos enfermos con antecedentes de RP
no es de extranar si consideramos la persistencia de las crisis en gran parte de
ellos. Es dificil establecer si el uso de hidroxicloroquina previene las crisis
palindrédmicas una vez establecida la AR. Los brotes persistieron
independientemente al uso de antimalaricos, aun asi, no podemos descartar que
se trate de un sesgo de confusién por indicacion. El diseifio de nuestro estudio no

permite realizar conclusiones definitivas sobre este asunto.

Como se ha comentado anteriormente, el perfil de anticuerpos en el RP es muy
parecido al de la AR. En esta cohorte de AR establecida, la prevalencia y niveles
de anticuerpos (anti-CarP/ACPA/FR) fue similar entre los dos grupos evaluados,
con tendencia a una mayor seropositividad en aquellos con antecedentes de RP.
Este hallazgo contrasta con el patrdn restringido de anti-CarP y ACPA objetivado
en el RP puro en el primer trabajo de esta tesis y en un estudio previo (90).
Tomando en cuenta lo anterior, podemos especular que la respuesta restringida
de las células B en el RP puro, va madurando a medida que avanza la enfermedad

en aquellos pacientes que desarrollan AR.

El desarrollo de la AR en los pacientes con RP es un proceso de varios pasos, que
va desde la etapa fase de crisis agudas autolimitadas, sin dafio residual, hasta el
paso a la artritis persistente. Tanto el sistema inmune innato como adaptativo
parecen participar en la etiopatogenia del RP. Es posible que la inmunidad innata
predomine en las fases iniciales y que el sistema adaptativo vaya adquiriendo
mayor relevancia a medida que avanza la enfermedad, sobre todo en aquellos
pacientes que progresan a AR. Sin embargo, los mecanismos envueltos en cada
fase aun estdn lejos de entenderse completamente y los desencadenantes que

conducen a la transicion de una fase a otra aun no se han identificado.
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En el tercer trabajo de la presente tesis doctoral (Castellanos-Moreira et al. Ann
Rheum Dis. 2020), analizamos la asociacion entre anti-CarP y la presencia de EPI

en los pacientes con AR.

La AR es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por la inflamacidn
sinovial y se expresa clinicamente como una artritis inflamatoria. No obstante, se
trata de una enfermedad sistémica que puede afectar a varios érganos. Fuera de
aparato locomotor, el sistema respiratorio es donde la AR se manifiesta mas
comunmente (113). Entre las formas de afectacion pulmonar en esta poblacién
la EPI-AR resalta por su alta morbimortalidad (114, 115) y su relativa alta
prevalencia (118), razones por las cuales ha suscitado un gran interés en la

comunidad reumatoldgica.

A pesar de la disminucidn en la mortalidad en la AR en ultimos afios (18-19) y del
amplio arsenal terapéutico disponible, las muertes por enfermedad pulmonar se
mantienen estables (19). En caso de seguir esta tendencia, las enfermedades
respiratorias podrian convertirse en la principal causa de muerte en esta
poblacién en un futuro por delante de la ECV y las neoplasias, principales causas
de muerte en la actualidad. La contribucién de la EPI-AR queda reflejada por su
alta tasa de mortalidad (10 veces mayor en aquellos con EPI) (115) y una

supervivencia media de sélo 3 afios desde diagndstico de la EPI (114, 121, 165).

Por lo tanto, la EPI-AR constituye una necesidad no cubierta y la busqueda de
biomarcadores de cribado para un diagndstico precoz y un tratamiento oportuno

es trascendental.

Se han detectado anti-CarP en pacientes con diversas enfermedades pulmonares
no relacionadas con EPI, independientemente de su historial de tabaquismo o AR
(200, 241). Una cohorte prospectiva de AR encontré una mayor mortalidad en
aquellos pacientes con AR anti-CarP positivo y dichos anticuerpos se asociaron
sobre todo con muertes atribuidas a enfermedades respiratorias (210). Por lo

tanto, decidimos explorar mediante 3 especificidades de antigenos
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homocitrulinados (3 de isotipo 1gG y una IgA) la asociacién entre los anti-CarP y
la EPI-AR en una cohorte de AR establecida que incluia pacientes con y sin EPI de
nuestro hospital y en una serie de replicacidon de otro centro hospitalario para

validar los resultados.

En nuestra cohorte y en la serie de replicacidon se observé una mayor prevalencia
de todos los anti-CarP en el grupo con AR-EPI. Las diferencias fueron significativas
para todas las comparaciones. Adicionalmente, las concentraciones de
anticuerpos de las diferentes especificidades fueron mds altas en los pacientes

con afectacion pulmonar, llegando a ser hasta 4 veces mayores.

El andlisis multivariante mostrd una asociacién robusta entre los anti-CarP y la
EPI, con un efecto constante hacia el aumento de las probabilidades de EPI en
ambas cohortes con todas las especificidades. El efecto persistia en los modelos
de regresion logistica incluso después de ajustar por factores de confusion
pertinentes como son los ACPA, FR, edad, tabaquismo, tiempo de evolucion de la
enfermedad y el sexo. Basamos el modelo en estas caracteristicas utilizadas
habitualmente en la practica clinica, ya que han demostrado tener una potente
capacidad de detectar EPI-AR sintomaticos y subclinicos (128).
Lamentablemente, otras variables como el tratamiento o actividad de la
enfermedad no fueron incluidas en los modelos. En parte por el disefio del
estudio, el tamafio de la muestra y por las inconsistencias sobre el peso de dichas
variables en la literatura (52, 125, 242-244). Por estos motivos, junto al riesgo de
sobreajuste, decidimos optar por una aproximacién mds conservadora al

construir nuestros modelos.

Esta es la primera ocasion en la que se describe una relacidén entre los anti-CarP
y la enfermedad intersticial pulmonar en la AR. De forma casi simultdnea, un
grupo de investigacion independiente publicé resultados similares (245),
concediendo validez externa a nuestro trabajo y realzando el potencial de los

anti-CarP como posibles biomarcadores de EPI-AR.
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Otros anticuerpos frecuentemente presentes en suero de pacientes con AR como
los anti-APA (246), el FR y los ACPA (113) también se han relacionado con la EPI.
Entre ellos los ACPA son los que presentan el mayor grado de evidencia (159). Sin
embargo, hasta el 17% de los pacientes con EPI-AR pueden ser negativos para los
ACPA (166). Asi como en otras cohortes (247, 248), en este trabajo no

encontramos una asociacion entre la EPly los ACPA.

La asociacién entre anti-CarP y la EPI-AR abre un debate sobre el papel potencial
de la homocitrulinacién y la consecuente respuesta de anticuerpos, en el
desarrollo de la EPI. Hasta ahora, ningln estudio ha evaluado la presencia de
homocitrulina en el tejido pulmonar de pacientes con AR o la prevalencia de anti-
CarP en la FPI a diferencia de la citrulina (132) o los ACPA (149), respectivamente.
Por otra parte, si se han detectado péptidos carbamilados en la sinovial de
pacientes con AR (197) y en tejido pulmonar de fumadores y pacientes con asma
(249, 250). Ademas se han encontrado anti-CarP en sujetos con bronquiectasias,
fibrosis quistica y enfermedad pulmonar obstructiva crdnica sin antecedentes de

tabaquismo o AR (200, 241).

Es razonable especular que encontremos una amplia gama de péptidos
homocitrulinados en el pulmdn de pacientes con AR. El reconocimiento de estos
por los anti-CarP circulantes seria capaz de promover una respuesta inflamatoria,
esencial en la génesis y progresion de la fibrosis pulmonar (251, 252). Una
explicacidon alternativa podria ser dano pulmonar directo por la cascada
inflamatoria precipitada por una mayor sensibilidad hacia las proteinasas o la
presencia de radicales libres y otros mediadores inflamatorios producidos por los

péptidos carbamilados presentes en el pulmdn (176).

Sabemos que la IgA juega un papel trascendental en la respuesta humoral en las
superficies de mucosas del tracto respiratorio (253). Curiosamente, entre todas

los anti-CarP examinadas en nuestro estudio, la IgA-anti-CarP presentd la mayor
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fuerza de asociacion con la EPI-AR, alimentando la hipdtesis de que los

anticuerpos relacionados con la AR se originan en la mucosa respiratoria (254).

La asociacion entre diferentes anti-CarP y la EPI-AR incluso después de ajustar por
multiples factores de confusion, postula un vinculo entre la homocitrulinacion y
el desarrollo de esta grave manifestacion extraarticular. Sospechamos que ésta
seria una de multiples vias implicadas con la lesion pulmonar en la poblacion con
ARy creemos que dilucidar estos mecanismos nos permitira conducir estrategias

mas efectivas de prevencién y tratamiento en el futuro.

En el cuarto y ultimo trabajo de esta tesis (Castellanos-Moreira et al. Clin Exp
Rheumatol. 2021) analizamos el papel de los anti-CarP como biomarcador de

respuesta terapéutica a ABA en la AR.

Historicamente la AR habia sido considerada como una enfermedad altamente
discapacitante con una gran morbimortalidad, para la cual no existian
tratamientos efectivos. No obstante, este concepto ha cambiado tras el
desarrollo de terapias dirigidas a inhibir dianas especificas involucradas en la
modulacién de ciertas citocinas. El abanico farmacolégico de la AR incluye el uso
de terapias sintéticas convencionales y bioldgicas como los antagonistas del TNF,
anti-activador de células T, anti-linfocitos B CD20+ e inhibidores de IL-6. De forma
mas reciente se han aprobado las pequefias moléculas, entre ellos los inhibidores
de JAK. Ademas, se espera la aprobacién de nuevos tratamientos para la AR en

los préximos afios (55, 58).

En general, todas las terapias avanzadas inmunodirigidas son capaces de reducir
considerablemente la actividad de la enfermedad con una eficacia similar en
practicamente todos los objetivos estudiados, independientemente de la diana
terapéutica (58-61). Pero hasta un 40% de los pacientes interrumpen el
tratamiento por ineficacia o eventos adversos (62, 63). Ademas, la probabilidad
de respuesta a un tratamiento disminuye gradualmente segin el numero

creciente de fracasos a tratamientos previos. (64, 65). Por lo que un subgrupo de
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pacientes puede permanecer sintomatico a pesar de multiples cambios de

tratamiento, convirtiéndose en AR "refractarias" (255).

Por lo tanto, uno de los principales desafios en el manejo de la AR es poder
predecir la respuesta al fdrmaco antes de iniciar el tratamiento (256). Las guias
EULAR, posicionan a todas las terapias avanzadas inmunodirigidas por igual tras

el fracaso a los FAMEs sintéticos convencionales (55).

Una herramienta capaz de proporcionar la probabilidad de respuesta o falta de
respuesta a tratamientos especificos podria suponer un importante beneficio. Se
han probado varios enfoques para identificar biomarcadores, incluida la
genodmica, la transcriptdmica, la epigenética y la protedmica (257), pero ninguna
de estas estrategias ha aportado una informacién relevante y consistente que

pueda ser util en la practica clinica.

Los ACPA se consideran hoy en dia como los Unicos biomarcadores que podrian
ser utiles ya que se han asociado a una mejor respuesta al menos a dos agentes
bioldgicos: rituximab y ABA (72, 74). Para este ultimo, la evidencia del analisis

post hoc del estudio AMPLE (73) y de grandes estudios observacionales (74, 258,

259) respaldan el uso de ABA en los pacientes ACPA positivos.

ABA es una proteina de fusion que modula selectivamente la sefial
coestimuladora CD80/86:CD28 de las células presentadoras de antigenos que
como consecuencia inhibe la proliferacion de células Ty la respuesta inmunitaria

de las células B (260).

Dado la gran similitud en la estructura quimica entre las dianas antigénicas de los
ACPA vy los anti-CarP (192), decidimos explorar si también existia asociacion entre
los anti-CarP y la respuesta al ABA en una serie multicéntrica (PACTABA) de

pacientes con AR establecida que iniciaron dicho tratamiento.

En la cohorte examinada, se observd una seroprevalencia de anti-CarP del 43%,

una sensibilidad acorde a lo descrito en la literatura (201). Después de 3 meses
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de iniciar tratamiento con ABA, hubo una reduccidn significativa en 6-DAS28 en
los pacientes anti-CarP positivos en comparacion con los negativos.
Llamativamente, aquellos sujetos catalogados como respondedores (segun los
criterios EULAR) presentaban niveles de anti-CarP basales mas altos. De forma
paralela a nuestro estudio, una cohorte italiana demostré una correlacion lineal
positiva entre los valores de anti-CarP y la respuesta al ABA (261). A modo que a
mayores valores de anti-CarP basal mayor el 6-DAS28 a los 6 meses del inicio del

tratamiento.

Adicionalmente, observamos una disminucion significativa en los niveles de anti-
CarP entre los respondedores a los 3 meses. En el trabajo italiano, la disminucidn
fue gradual en el tiempo y continuaba aun a los 12 meses tras iniciar el
tratamiento con ABA (261). La modulacién de los anti-CarP mediada por ABA ya

habia sido descrita en un andlisis post hoc del estudio AVERT (262).

Se han detectado anti-CarP en modelos animales de artritis inducida por colageno
incluso desde fases presintomaticas. El tratamiento con ABA es capaz de inhibir
la generacion de anti-CarP y reduce de forma considerable el riesgo de progresion
de la enfermedad. La inhibicion de la IL-6 con tocilizumab no ha mostrado ser
capaz de reproducir resultados similares (263). Nuestro estudio fue el primero en
analizar la modulacién de los anti-CarP por ABA en humanos y en examinar si esta

modulacién se relaciona con una mejor respuesta al ABA.

Aunque nuestros resultados podrian estar sesgados a una respuesta
relativamente "tempana”, se ha demostrado que el nivel de actividad de la
enfermedad a los 3 meses de iniciar un tratamiento tiene una fuerte correlacién

con el nivel de actividad y la progresion radioldgica al aifo (264, 265).

Curiosamente, tanto nosotros como la cohorte italiana fuimos incapaces de
detectar diferencias en la respuesta al tratamiento segun el estado de los ACPA.
Estudios mas grandes solo han encontrado mejoria con ABA en ciertos subgrupos

de pacientes ACPA positivos, como los que tienen titulos "muy elevados™ en el
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estudio AMPLE (73), o aquellos que habian fallado previamente a anti-TNF en el
Registro Corrona (259). Es posible que la ausencia de asociacién entre los ACPA 'y
la respuesta a ABA en nuestro trabajo se deba a un error tipo Il inducido por el

tamafio muestral y/o las caracteristicas de la poblacion en estudio.

Recientemente se ha descrito que los anticuerpos contra la vimentina
carbamilada son un biomarcador de buena respuesta al tratamiento con
baricitinib (un inhibidor de JAK) en un analisis post hoc del estudio de fase Il RA-
BEGIN. A diferencia de los anti-CarP, los ACPA no mostraron ser un factor

prondstico terapéutico en el mismo estudio (266).

Aunque estos andlisis son exploratorios, nuestros hallazgos sugieren el potencial
de los anti-CarP como biomarcador de respuesta temprana para el ABA, dichos
anticuerpos podrian ser mas especificos, aunque menos sensibles que los ACPA.
Testarlos podria ser especialmente util en pacientes negativos a ACPA. Nuestros
hallazgos requieren validacidon externa en poblaciones mas extensas e incluir

resultados a mediano-largo plazo.

Creemos que el uso rutinario de los anti-CarP podria aportar beneficios farmaco-
economicos y clinicos. Esperamos que, en un futuro, podremos determinar a
priori el tratamiento mas adecuado segun el contexto clinico y perfil serolégico
del paciente con un enfoque personalizado para cada paciente individual, en

lugar de un enfoque estandarizado para todos.

Un tema relevante para los cuatro trabajos es la superposicion entre anticuerpos
(anti-CarP y ACPA) que varié entre el 57% en la poblacidon con AR incluida en el
segundo trabajo hasta un 92% en la poblaciéon con RP puro. Estos resultados
podrian generar dudas sobre el papel prondstico de los anti-CarP y la validez de

nuestros resultados.

A pesar de las grandes similitudes entre los anti-CarP y los ACPA, existen claras

diferencias en los factores genéticos y ambientales implicados en los procesos de



DISCUSION

carbamilacion o citrulinacidon (241, 267). Adicionalmente, pese a que ambos
anticuerpos suelen coexistir en un mismo paciente son factores independientes

de enfermedad mas grave (192, 203, 204).

Es de amplio conocimiento que los anti-CarP se asocian con los ACPA (216). Pero
el hecho que en un subgrupo de pacientes ACPA negativos detectaremos anti-
CarP y que estudios de inhibiciéon han confirmado una reactividad cruzada
limitada entre ambos (192, 202), sugiere que el solapamiento es simplemente un

hallazgo casual pero esperable.

En los ultimos afos, varios de los grupos de investigacion mas relevantes del
campo han centrado sus esfuerzos al estudio de la dinamica entre los anticuerpos
y sus epitopos. Para tal fin se han desarrollado antigenos altamente purificados y
anticuerpos monoclonales muy especificos para dichos antigenos, tanto en
modelos animales como humanos. Como fruto de dichos estudios, se ha
demostrado que la inmunizacién con un antigeno bien definido es capaz de
generar de anticuerpos, pero no solo contra el antigeno especifico inmunizado
sino también contra otras PTM (228). Asimismo, un ACPA monoclonal altamente
especifico reconoce con una alta afinidad a la citrulina pero también muestra

polireactividad cruzada con la homocitrulina y lisina acetilada (229, 268-271).

De acuerdo con el dogma convencional, las familias clonales de anticuerpos
derivan de una Unica célula B parental activada. Este no parece ser el caso de los
AMPA, al menos no en términos de su especificidad antigénica (272). Un paciente
con AR parece tener varios clones de AMPA con distintos perfiles de
polireactividad capaces de reconocer multiples secuencias de aminodcidos, en

lugar de proteinas especificas, propiedad clave de la AR (269).

Los mecanismos implicados en la interaccidon entre antigenos y la respuesta de
las células B alin no se comprenden completamente. Descifrarlos podria darnos

pistas sobre las vias implicadas en la AR, permitiendo el desarrollo nuevas
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pruebas diagndsticas, terapias de proxima generacion y elucidar vias para la

prevencion de la enfermedad.
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1. Los anti-CarP se observan en uno de cada cuatro pacientes con RP puro, una
prevalencia mucho menor que en la AR establecida, con un patrdn de isotipos
mas restringido sobre todo con menor respuesta de IgA e IgM. Sin embargo,
el perfil de anticuerpos es practicamente idéntico en los pacientes con AR con
o sin PR prexistente. Esto podria sugerir una maduracidén progresiva en la
respuesta de los linfocitos B hacia los péptidos que sufren una PTM a medida
que el RP progresa a AR.

2. Se ha encontrado por primera vez una fuerte asociacién entre los anti-CarP y
la enfermedad pulmonar intersticial en la AR, incluso después de ajustar por
factores de confusidon pertinentes. El efecto fue consistente entre las
diferentes especificidades de anti-CarP, especialmente con el isotipo IgA.
Estos hallazgos postulan un vinculo entre la homocitrulinacion y el desarrollo
de esta grave manifestacién extraarticular.

3. Los anti-CarP se asocian a una mejor respuesta clinica temprana a abatacept
en pacientes con AR establecida. Los anti-CarP podrian ser considerados

potenciales biomarcadores de respuesta a este farmaco biolégico
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Uno de los grandes desafios de la vida es conocer
lo suficiente para pensar que tienes razon, pero
no lo suficiente como para saber que estas
equivocado.

Neil deGrasse Tyson
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