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RESUMEN

Introduccién. El término espondiloartritis (EspA) representa un grupo de enfermedades
reumadticas heterogéneas de naturaleza inflamatoria crénica, que se encuentran
interrelacionadas entre si, y que comparten una serie de manifestaciones clinicas distintivas
entre las que se encuentran la agregacion familiar, la asociacion con el antigeno leucocitario
humano B27 (HLA-B27), la afectacidn predominante del esqueleto axial (columna vertebral y
articulaciones sacroiliacas), un patrdn tipico de artritis periférica, entesitis, y manifestaciones
extra-articulares como la uveitis, la psoriasis y la enfermedad inflamatoria intestinal, entre otras.

Los sintomas de la enfermedad suelen comenzar de forma insidiosa a una edad temprana,
variando desde la infancia hasta los 45 afios. Los pacientes suelen consultar por lumbalgia y
rigidez como resultado de la inflamacidn de las articulaciones sacroiliacas y/o de la columna
lumbar. Esta inflamacion conduce a la formacidon de nuevo hueso y a un proceso de anquilosis
del esqueleto axial que provoca una limitacion funcional, en casos mas graves discapacidad y a
un deterioro en la calidad de vida de los pacientes cuando el dafio radiografico es avanzado.

La EspA axial (EspAax) es una enfermedad multifactorial cuya causa aun no es
suficientemente conocida. En su etiopatogenia, sobre un individuo genéticamente
predispuesto, participan e interaccionan factores medioambientales entre los que se
encuentran el estrés biomecanico, las infecciones y la microbiota intestinal, asi como los factores
inmunoldgicos e inflamatorios. Todos estos factores tejen una compleja red de interrelaciones
que provocan tanto la expresidn fenotipica caracteristica de la enfermedad como en sus
comorbilidades, dentro de las cuales destaca el incremento del riesgo cardiovascular (CV).

Las células del sistema inmunoldgico son esenciales en la patogénesis de las EspAax, y
aungque existe un considerable conjunto de evidencias sobre el papel central de los linfocitos T
en el proceso patoldgico, el papel de los neutréfilos no se ha examinado a la misma extension
en esta enfermedad. Es bien conocido la funcidn de los neutréfilos en la respuesta inmediata a
las infecciones, empleando multiples estrategias que incluyen la fagocitosis, la liberacidén de
enzimas granulares toxicas y de especies reactivas de oxigeno (ROS), o la generacién de NETosis,
un tipo de muerte celular especifico de los neutroéfilos para eliminar microorganismos nocivos.
En el proceso de NETosis, los neutréfilos expulsan su contenido nuclear en forma de redes
denominadas NETs (del inglés, neutrophil extracelular traps) en la cual capturan y destruyen a
los microorganismos invasores. Estas redes estdn compuestas de cromatina (ADN de neutrofilos
e histonas de alta afinidad) descondensada que esta cubierta de péptidos antimicrobianos y

enzimas generadoras de oxidantes (entre ellas, la elastasa de neutréfilos —NE-, la



mieloperoxidasa -MPO-, la NADPH oxidasa -NOX- y la 6xido nitrico sintetasa -NOS-). La via de
transmision de sefiales subyacente que conduce a la formacién de las NETs implica la
movilizacién de calcio, mediadores pro-inflamatorios, generacién de ROS, delobulacién nuclear
por NE y MPO, y citrulinacidn de histonas por la peptidilarginina deiminasa 4 (PAD4), todas ellas
esenciales en la descondensacion de la cromatina y en la extrusion del ADN. Si bien la
observacién inicial de la formacién de las NETs mostré al proceso de NETosis como una
estrategia esencial para inmovilizar y destruir a los microorganismos invasores, existen
numerosas evidencias que sugieren que la formacién aberrante de dichas redes también es
fundamental en la etiologia de diversas patologias, como la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico. No obstante, nunca se ha evaluado la generacién espontanea de NETosis
y su papel en la fisiopatologia de la EspAax.

En cuanto a las comorbilidades asociadas a la EspA, destaca el ya mencionado incremento
del riesgo CV, siendo la enfermedad CV una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en pacientes con EspAax radiografica (EspAax-r). Ademas, existe un incremento en la
prevalencia de aterosclerosis subclinica entre los pacientes con EspAax, siendo el aumento del
grosor de la intima media carotidea un hallazgo mas frecuente que el aumento del nimero de
placas carotideas. La evidencia muestra que la aterosclerosis subclinica y el riesgo CV es menos
frecuente entre los pacientes con actividad persistentemente baja de la enfermedad o en
tratamiento con anti-TNF-a, sugiriendo el papel etioldgico de la inflamacion sistémica en esta
patologia. No obstante, hasta el momento, no se ha estudiado la relacién entre el riesgo CV y la
aterosclerosis con el dafio estructural presente en la EspAax.

Por tanto, en el presente trabajo hemos pretendido arrojar nuevas evidencias que ayuden a
aclarar el complejo entramado que caracteriza la fisiopatologia de las espondiloartritis y para
ello hemos realizado dos estudios con los siguientes objetivos: 1) Objetivo principal del primer
estudio: evaluar el papel de la NETosis en la patogénesis de la EspAax-r y analizar los efectos
beneficiosos de la terapia anti TNF-a sobre este proceso celular; 2) Objetivo principal del
segundo estudio: evaluar la asociacién entre los factores de riesgo de CV estimado vy la
aterosclerosis subclinica con el dafio estructural radiografico, independientemente de la edad,

en un registro de pacientes con EspAax (CASTRO).

Pacientes, materiales y métodos. Para cumplir con los objetivos propuestos para esta Tesis
Doctoral hemos desarrollado dos sistemas de reclutamiento de pacientes, de material utilizado
y de métodos empleados. Ambos sistemas se han implementado secuencialmente intentando
dar respuesta a las preguntas de investigacidon que motivan los trabajos conducentes a esta tesis

doctoral:



Sistema 1. Estudio del papel de la NETosis en la patogénesis de la espondiloartritis axial
radiografica. Los pacientes fueron seleccionados de la consulta monografica de EspA del Servicio
de Reumatologia del Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Espafia). Para el estudio
transversal, disefiado para evaluar la generacion espontanea de NETosis y su asociacién con
parametros clinicos inflamatorios, se incluyeron 30 pacientes con EspAax-r y 32 donantes sanos
relacionados en sexo y edad mientras que, para el estudio longitudinal prospectivo, disefiado
para evaluar el efecto de la terapia anti-TNF-a sobre el proceso de NETosis, se empled una
cohorte adicional de 15 pacientes con EspAax-r tratados con infliximab durante 6 meses. Todos
los pacientes incluidos en el presente trabajo cumplian los criterios de clasificacion para EspAax
ASAS. Se cuantificé la formacion de NETs, los mediadores de la cascada de transduccion de
sefiales necesaria para la induccién de la NETosis y los productos derivados de la NETosis
extracelulares. Se disefiaron estudios in vitro para evaluar los efectos del infliximab en la
generacion de NETosis y el perfil inflamatorio desencadenado.

Sistema 2. Estudio de la evaluacion de la asociacion del riesgo CV estimado y el dafio
estructural. Se realizé un estudio transversal que incluyd a 114 pacientes con EspAax del registro
CASTRO (Cérdoba Axial Spondyloarthritis Task forcé, Registry and Outcomes), y 132 controles
sanos relacionados por edad y sexo. Se registré la actividad de la enfermedad y la presencia de
factores de riesgo CV tradicionales. La presencia de placas ateroscleréticas y el grosor de la
intima media carotidea se evaluaron mediante ecografia carotidea y se calculd el indice SCORE
de estimacion del riesgo CV. El dafio radiografico se midié mediante mSASSS (del inglés, modified
Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score). La asociacion entre el mSASSS y el SCORE se examind
mediante modelos lineales generalizados y se realizd un andlisis de conglomerados ajustado por
la edad para identificar diferentes fenotipos dependientes del riesgo CV subclinico.

Ambos estudios siguieron los principios establecidos en la Declaracién de Helsinki (1964), el
Convenio del Consejo Europeo sobre los Derechos Humanos y la Biomedicina (1997), la
Declaracién Universal de la UNESCO sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos (1997),
los requisitos establecidos en la legislacion espainola en el area de investigacion, de proteccion
de datos de caracter personal y de bioética, en virtud de la Ley 14/2007 (Julio) sobre la
Investigacion Biomédica. Asi mismo, se ajustaron a lo dispuesto en la Ley 31/1995 (de 8 de
noviembre) sobre prevencidon en materia de salud y seguridad laboral, y los reales decretos
relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos, y la investigacion con células y tejidos

humanos.

Resultados. En relacién con el estudio de la NETosis, hemos hallado que, en comparacién

con los donantes sanos, los neutrdéfilos de los pacientes con EspAax-r exhiben un aumento en la



generacion espontanea de NETs, una expresion elevada de componentes de sefializacion
asociados a estas NETs, la translocacion de la PAD4 al ndcleo y un aumento de la histona H3
citrulinada. Ademas, los pacientes presentaron niveles circulantes alterados de productos de la
NETosis extracelulares (ADN, nucleosomas y elastasa). Estudios adicionales revelaron que los
productos derivados de la NETosis extracelulares podrian ser biomarcadores adecuados para
distinguir a los pacientes con EspAax-r de los donantes sanos. Los estudios de correlacion
mostraron que existe una asociacion entre los productos derivados de la NETosis extracelulares
y los parametros inflamatorios clinicos. Ademas, los nucleosomas demostraron potencial como
biomarcador para discriminar a los pacientes seglin la actividad de la enfermedad. El
tratamiento con infliximab promovié una reduccidn tanto de la generacion de NETosis como de
la actividad de la enfermedad en los pacientes con EspAax-r. Los estudios in vitro revelaron la
importancia del tratamiento con infliximab en la reduccién de la liberacion de NETs y en la
normalizacién de las actividades inflamatorias promovidas por la formacion de NETs en las
células mononucleares.

En relacion con el estudio de la asociacion del riesgo CV con el dafio estructural en pacientes
con EspAax, se observd un aumento de los factores de riesgo CV tradicionales, del SCORE y de
la presencia de placas carotideas en los pacientes con EspAax en comparacion con los donantes
sanos. En los pacientes con EspAax, los estudios de correlacién mostraron que el SCORE y la
presencia de placas carotideas aterosclerdticas se correlacionaban significativamente con el
dafo estructural en términos de mSASSS total, mSASSS cervical y lumbar, sindesmofitos y
puentes 6seos. Un analisis de correlacion en dos grupos de pacientes segun la edad media (47
afios), manifestd que la correlacidon entre el mSASSS total y el SCORE se mantenia en ambos
grupos. Ademas, tras ajustar por la duracion de la enfermedad, el habito de fumar, el aumento
de los niveles de PCR (al menos tres determinaciones en los Ultimos 5 afios) y la ingesta de AINEs,
el mSASSS total se asocié de forma independiente con el SCORE [coeficiente B 0,24; intervalo de
confianza (IC) del 95%: 0,10-0,38]. De la misma forma, el mSASSS total también se asocia
significativamente con la presencia de placas aterosclerodticas tras ajustar por la duracion de la
enfermedad, el estado de tabaquismo, la PCR y la ingesta de AINE (coeficiente B 1,05 (IC95%
1,01 - 1,12). El andlisis de conglomerados o clisters que incluia como variables la presencia de
placas carotideas y los niveles de grosor de la intima media carotidea derecha e izquierda
distinguia dos fenotipos diferentes de pacientes segln su prevalencia de factores de riesgo CV.
Estos grupos se ajustaron por edad y utilizamos los datos de la ecografia carotidea para
estratificar a los pacientes. Asi, el clister 1 se caracterizé por un aumento significativo del riesgo
CV en comparacion con el cluster 2, mostrando mayores tasas de habito tabaquico, obesidad,

indice aterogénico, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2. Asimismo, el clister 1 tenia niveles



significativamente mayores de SCORE en comparacién con los del cluster 2. Cabe destacar que

el cluster 1, que no presentaba diferencias en la edad media con respecto al cluster 2, mostraba

niveles significativamente aumentados de mSASSS total, mSASSS cervical, mSASSS lumbar y

mayor presencia de puentes éseos.

Conclusiones:

A.

Los neutrdfilos de pacientes con EspAax-r sufren generacion espontanea de NETosis,
indicativo de un potencial nuevo mecanismo involucrado en la patogénesis de la
enfermedad.

Los niveles circulantes de productos derivados de la NETosis extracelulares podrian ser
biomarcadores utiles para la enfermedad y para discriminar a los pacientes segun la
actividad de la misma.

Ademas de la actividad de la enfermedad, la terapia anti-TNF-a disminuye la generacién
de NETosis en los pacientes con EspAax-r.

La inhibicion de la NETosis mediante infliximab reduce la actividad inflamatoria de las
células mononucleares de la sangre periférica, lo que sugiere un papel potencial de la
generacion de NET en la evaluacion de la eficacia del tratamiento en pacientes con
EspAax-r.

Los pacientes con EspAax presentan un incrementado riesgo CV estimado.

Los pacientes con EspAax-r con mas dafio estructural exhiben un mayor riesgo
cardiovascular estimado, independientemente de la duracion de la enfermedad, la edad
y el habito de fumar.

La inflamacién persistente en pacientes con EspAax se asocia con el elevado riesgo CV
observado en esta enfermedad, lo que sefiala a la inflamacién como la mas importante

conexion entre el dafio radiografico y el riesgo CV que la edad.



ABSTRACT

Background. The term spondyloarthritis (SpA) represents a group of heterogeneous
rheumatic diseases of a chronic inflammatory nature, which are interrelated and share a number
of distinctive clinical manifestations including familial aggregation, association with human
leukocyte antigen B27 (HLA-B27), predominant involvement of the axial skeleton (spine and
sacroiliac joints), a typical pattern of peripheral arthritis, enthesitis, and extra-articular
manifestations such as uveitis, psoriasis and inflammatory bowel disease, among others.
Symptoms of the disease usually begin insidiously at an early age, ranging from infancy to 45
years of age. Patients usually consult for low back pain and stiffness as a result of inflammation
of the sacroiliac joints and/or the lumbar spine. This inflammation leads to new bone formation
and a process of ankylosis of the axial skeleton resulting in functional limitation, in more severe
cases disability and deterioration in patients' quality of life when radiographic damage is
advanced. Axial SpA (AxSpA) is a multifactorial disease and its etiology is not yet sufficiently
understood. Environmental factors, including biomechanical stress, infections and gut
microbiota, as well as immunological and inflammatory factors, are involved and interact in its
aetiopathogenesis in a genetically predisposed individual. All these factors weave a complex
web of interrelationships that result in both the characteristic phenotypic expression of the
disease and in its comorbidities, most notably the increased cardiovascular (CV) risk. Cells of the
immune system are central to the pathogenesis of AxSpA, and while there is a considerable body
of evidence for the central role of T lymphocytes in the pathological process, the role of
neutrophils has not been examined to the same extent in this disease. The role of neutrophils in
the immediate response to infection is well known, employing multiple strategies including
phagocytosis, the release of toxic granular enzymes and reactive oxygen species (ROS), or the
generation of NETosis, a type of cell death specific to neutrophils to eliminate harmful
microorganisms. In the process of NETosis, neutrophils expel their nuclear contents in the form
of networks called NETs (neutrophil extracellular traps) in which they capture and destroy
invading microorganisms. These networks are composed of decondensed chromatin (neutrophil
DNA and high-affinity histones) that is covered with antimicrobial peptides and oxidant-
generating enzymes (including neutrophil elastase (NE), myeloperoxidase (MPO), NADPH
oxidase (NOX) and nitric oxide synthase (NOS)). The underlying signalling pathway leading to
NET formation involves calcium mobilization, pro-inflammatory mediators, ROS generation,
nuclear delobulation by NE and MPO, and histone citrullination by peptidylarginine deiminase 4
(PADA4), all of which are essential in chromatin decondensation and DNA extrusion. Whereas the

initial observation of NET formation showed to this process as an essential strategy to



immobilize and kill invading microorganisms, extensive evidence suggest that aberrant NET
formation is also central in a number of pathologies including rheumatoid arthritis (RA) and
systemic lupus erythematosus (SLE). However, to date no study has evaluated the NET
generation and the regulation of their release in SpA patients. With regard to the comorbidities
associated with SpAx, the aforementioned increase in CV risk stands out, with CV disease being
one of the main causes of morbidity and mortality in patients with radiographic SpA (r-SpA). In
addition, there is an increased prevalence of subclinical atherosclerosis among patients with
axSpA, with increased carotid intima-media thickness being a more frequent finding than an
increased prevalence of carotid plaques. Evidence shows that subclinical atherosclerosis and CV
risk is less frequent among patients with persistently low disease activity or on anti-TNF-a
therapy, suggesting an aetiological role of systemic inflammation in this pathology. However, so
far, the relationship between CV risk and atherosclerosis and the structural damage present in
axSpA has not been studied. Therefore, in the present work we have sought to provide new
evidence to clarify the complex mechanism that characterises the pathophysiology of
spondyloarthritis and to this end we have conducted two studies with the following objectives:
1) Main objective of the first study: To evaluate the role of NETosis in the pathogenesis of r-SpA
and to analyse the beneficial effects of anti-TNF-a therapy on this cellular process; 2) Main
objective of the second study: to evaluate the association between estimated CV risk and
subclinical atherosclerosis with radiographic structural damage, independent of age, in a registry

of patients with axSpA (CASTRO).

Patients, materials and methods. In order to meet the objectives proposed for this PhD
thesis, we have developed two systems for patient recruitment, the material used and the
methods employed. Both systems have been implemented sequentially in an attempt to answer
the research questions that motivate the work leading to this thesis:

System 1. Study of the role of NETosis in the pathogenesis of r-SpA. Patients were selected
from the monographic consult of SpA of the Rheumatology Department of the Hospital
Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Spain). For the cross-sectional study, designed to evaluate
the spontaneous generation of NETosis and its association with clinical inflammatory
parameters, 30 patients with r-SpA and 32 healthy donors age- and sex-matched were included
while, for the prospective longitudinal study, designed to evaluate the effect of anti-TNF- a
therapy on the NETosis process, an additional cohort of 15 patients with r-SpA treated with
infliximab for 6 months was used. All patients included in the present study fulfilled the
classification criteria for axSpA ASAS. The formation of NETs, the mediators of the signal

transduction cascade required for NETosis induction, and extracellular NETosis-derived products



were quantified. In vitro studies were designed to assess the effects of infliximab on NETosis
generation and the inflammatory profile triggered.

System 2. Study assessing the association of estimated CV risk and structural damage. A
cross-sectional study was conducted involving 114 patients with axSpA from the CASTRO
(Cordoba Axial Spondyloarthritis Task force, Registry and Outcomes) registry, and 132 age- and
sex-matched healthy controls. Disease activity and the presence of traditional CV risk factors
were recorded. The presence of atherosclerotic plaques and carotid intima-media thickness
were assessed by carotid ultrasound and the SCORE CV risk estimation index was calculated.
Radiographic damage was measured by the modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score
(mSASSS). The association between mSASSS and SCORE was examined using generalised linear
models and an age-adjusted cluster analysis was performed to identify different phenotypes
dependent on subclinical CV risk.

Both studies followed the principles established in the Declaration of Helsinki (1964), the
European Council Convention on Human Rights and Biomedicine (1997), the UNESCO Universal
Declaration on the Human Genome and Human Rights (1997), the requirements established in
the Spanish legislation in the area of research, personal data protection and bioethics, by virtue
of Law 14/2007 (July) on Biomedical Research. They also complied with the provisions of Law
31/1995 (8 November) on occupational health and safety prevention, and the royal decrees

related to exposure to biological agents, and research with human cells and tissues.

Results. In relation to the NETosis study, we found that, compared to healthy donors,
neutrophils from r-SpA patients exhibit increased spontaneous NET generation, elevated
expression of NET-associated signalling components, translocation of PAD4 to the nucleus and
increased citrullinated histone H3. In addition, patients had altered circulating levels of
extracellular NETosis products (DNA, nucleosomes and elastase). Further studies revealed that
extracellular NETosis-derived products could be suitable biomarkers to distinguish r-SpA
patients from healthy donors. Correlation studies showed that there is an association between
extracellular NETosis-derived products and clinical inflammatory parameters. In addition,
nucleosomes demonstrated potential as biomarker to discriminate patients according to disease
activity. Infliximab treatment promoted a reduction in both NETosis generation and disease
activity in patients with r-SpA. In vitro studies revealed the importance of infliximab treatment
in reducing NETs release and normalising inflammatory activities promoted by NET formation in
mononuclear cells.

In relation to the study of the association of CV risk with structural damage in patients with

axSpA, an increase in traditional CV risk factors, SCORE and the presence of carotid plagues was



observed in axSpA patients compared to healthy donors. In patients with axSpA, correlation
studies showed that SCORE and the presence of atherosclerotic carotid plaques correlated
significantly with structural damage in terms of total mSASSS, cervical and lumbar mSASSS,
syndesmophytes and bone bridges. A correlation analysis in two groups of patients according to
mean age (47 years) showed that the correlation between total mSASSS and SCORE was
maintained in both groups. Furthermore, after adjusting for disease duration, smoking,
increased CRP levels (at least three measurements in the last 5 years) and NSAID intake, total
mSASSS was independently associated with SCORE [coefficient B 0.24, 95% confidence interval
(ClI) 0.10-0.38]. Similarly, total mSASSS was also significantly associated with the presence of
atherosclerotic plaques after adjusting for disease duration, smoking status, CRP and NSAID
intake (coefficient § 1.05 (95% Cl 1.01-1.12). Cluster analysis including as variables the presence
of carotid plaques and levels of right and left carotid intima-media thickness distinguished two
different phenotypes of patients according to their prevalence of CV risk factors. These clusters
were adjusted for age and carotid ultrasound data was used to stratify patients. Thus, cluster 1
was characterised by significantly increased CV risk compared to cluster 2, showing higher rates
of smoking, obesity, atherogenic index, insulin resistance and type 2 diabetes. Also, cluster 1
had significantly higher SCORE levels compared to cluster 2. Notably, cluster 1, which had no
difference in mean age compared to cluster 2, showed significantly increased levels of total

mSASSS, cervical mSASSS, lumbar mSASSS and increased presence of bone bridges.

Conclusions:

A. Neutrophils from r-axSpA patients spontaneously undergo NETosis, underlying a new
potential mechanism in the disease pathogenesis.

B. Circulating levels of cell-free NETosis-derived products could be useful biomarkers for
disease and for discriminating patients according to disease activity.

C. In addition to disease activity, NETosis is down-regulated by anti-TNF-a therapy in r-
axSpA patients.

D. Inhibition of NETosis by infliximab reduces inflammatory activity of peripheral blood
mononuclear cells, suggesting a potential role of NET generation for the assessment of
treatment effectiveness in r-axSpA patients.

E. Patients with axSpA present an increased estimated CV risk.

F. AxSpA patients with more structural damage display increased predicted cardiovascular

risk, independently of disease duration, age, and smoking habit.



G. Persistent inflammation in patients with axSpA is associated with the increased CV risk
observed in this disease, pointing to inflammation as a more important link between the

radiographic damage and CV risk than age.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Espondiloartritis axial. Concepto

El término espondiloartritis (EspA) representa un grupo de enfermedades reumaticas
heterogéneas de naturaleza inflamatoria crdnica, que se encuentran interrelacionadas entre si,
y que comparten una serie de manifestaciones clinicas distintivas (1). Entre ellas se encuentra
la agregacién familiar, la asociacién con el antigeno leucocitario humano B27 (HLA-B27), la
afectacién predominante del esqueleto axial (columna vertebral y articulaciones sacroiliacas),
un patrén tipico de artritis periférica, entesitis (tanto en articulaciones periféricas como en la
columna vertebral), y manifestaciones extra-articulares como la uveitis, la psoriasis y la

enfermedad inflamatoria intestinal, entre otras.

El concepto de EspA se propuso en 1974, cuando Moll et al., (2), plantearon agrupar algunas
afecciones que compartian ciertas caracteristicas clinicas, serolégicas y radiograficas bajo el
término de “espondiloartritides seronegativas”. Una de las caracteristica mas importante y
especifica de las EspA es la inflamacién de unas estructuras del organismo llamadas entesis -
zonas de insercion de tendones, ligamentos y capsula articular con el hueso-, inflamacién que
se encuentra asociada con la osteitis, y en menor extensidn, con la sinovitis. La inflamacion
aguda de las entesis se denomina entesitis y afecta tanto a las articulaciones periféricas como a
la columna vertebral, mientras que la crénica produce fibrosis, osificaciéon, neoformacion ésea
y en ultima instancia anquilosis. La entesis es en la actualidad mas ampliamente denominada
como “érgano entesitico” e incluye, ademds de lo citado anteriormente, el fibrocartilago
adyacente, la bursa, el tejido adiposo, la fascia profunda y el hueso trabecular, ya que todos
ellos actian conjuntamente para desempefiar una tarea comun, el anclaje y la resistencia al
estrés fisico (3). Dadas las numerosas localizaciones de los érganos entesiticos, existe diversidad
de manifestaciones clinicas resultantes en estos pacientes, las cuales varian desde la entesitis a

la anquilosis completa, que conduce a una disminucion en la calidad de vida de estos pacientes.

Otro concepto de gran interés en las EspA es su asociacion con el gen HLA-B27. Este gen,
localizado en el cromosoma 6, forma unas moléculas en la superficie de células presentadores
de antigenos del organismo cuya funcién es la de reconocer fragmentos de bacterias y virus,

favoreciendo asi la destruccidn de la célula infectada.

Las manifestaciones clinicas de las EspA suelen evolucionar de forma lenta y, aunque el

paciente presenta episodios con exacerbaciones de la enfermedad entremezclados con



periodos libres de sintomas, son pocos los que evolucionan a una forma invalidante,

permitiéndole tener una vida normal.

1.2. Clasificacion y diagndstico

Los criterios de clasificacidn, asi como los diagndsticos desempefian papeles fundamentales
en la reumatologia clinica, pero no son siempre bien aplicados, ya que no son intercambiables y
su mal uso puede generar confusién. Esta confusidn puede basarse en el hecho de que los
criterios de clasificacién y diagndsticos utilizan los mismos datos clinicos, de laboratorio y de

imagen, aunque se incorporen de forma diferente.

La clasificacidn consiste en aplicar caracteristicas clinicas comunes para agrupar pacientes
homogéneos con el objetivo de incorporarlos a ensayos clinicos o estudios epidemioldgicos,
mientras que los criterios diagndsticos tienen por objeto ayudar en el proceso diagndstico de un

paciente de forma individual.

En las EspA, las diversas expresiones fenotipicas conforman las diferentes entidades, que se
denominan Artritis Psoriadsica (APs), EspA asociada a Enfermedad Inflamatoria Intestinal, Artritis
Reactiva, EspA de inicio juvenil, EspA indiferenciada y Espondilitis Anquilosante (EA), que
representa el prototipo clasico de las EspA. Sin embargo, este concepto de EspA se encuentra
en evolucién y, actualmente, el grupo ASAS (Assessment of Spondyloarthritis International
Society) ha propuesto una nueva clasificacion de los pacientes con EspA, basandose en los

sintomas predominantes (4):

e Unaforma en la que predomina la afectacién del esqueleto axial, incluyendo la columna
y las articulaciones sacroiliacas, denominada EspA axial (EspAax), cuyo prototipo es la
que tradicionalmente se ha conocido como Espondilitis Anquilosante (EA) o EspAax
radiografica (EspAax-r). El término EA se reserva para una forma mas restrictiva que
requiere evidencia de sacroilitis radiografica para su diagndstico.

e Una forma con afectacién predominantemente periférica, denominada EspA periférica
(EspAp) que incluye la artritis psoridsica (APs), las artritis relacionadas con la
enfermedad inflamatoria intestinal, las artritis reactivas, y las formas indiferenciadas de

EspA.

Esta clasificacidon proporciona una informacidon mas relevante para la practica clinica que la
clasificacion tradicional basada en las diferentes entidades, ya que la eficacia del tratamiento en
las manifestaciones axiales y periféricas ha demostrado ser diferente, independientemente de

la entidad nosoldgica.



En cuanto al diagndstico, hasta la fecha, no existen criterios diagndsticos para ninguna de

las entidades que conforman el espectro de las EspA.
1.2.1. Criterios de clasificacién de las espondiloartropatias

Los primeros criterios de clasificacién estandarizados e internacionales en pacientes con
EspAax-r se establecieron en Roma en 1961, los cuales especificaban que el diagndstico se podia
establecer bien en presencia de sacroilitis bilateral mds uno de cinco criterios clinicos (dolor
lumbar que se alivia con el ejercicio y que no mejora con el reposo de mas de 3 meses de
duracion, dolor y rigidez toracica, limitacidn a la expansidn tordcica, uveitis pasada o presente,
limitacion a la movilidad de la columna lumbar) o si cuatro de estos criterios clinicos estaban
presentes (5). En 1966, tras la exclusidn del dolor toracico y la uveitis, emergieron los criterios
de Nueva York, los cuales se modificaron en 1984 (criterios de Nueva York modificados -NYm-),
con el reconocimiento de la relevancia del caracter inflamatorio del dolor lumbar (6). De acuerdo
con estos criterios, un paciente se podria clasificar con EspAax-r si presenta al menos uno de
tres criterios clinicos (dolor lumbar inflamatorio -DLI-, limitacién en la movilidad de la columna
lumbar, o limitacién en la expansién toracica), mas un criterio radioldgico (sacroilitis bilateral
radiografica de grado 2 o sacroilitis unilateral radiografica grado 3-4). Para cumplir con estos
criterios, los pacientes necesitaban presentar un grado avanzado de dafio radiografico en las
articulaciones sacroiliacas, por tanto, los criterios de NYm no son adecuados para clasificar a los
pacientes en fases tempranas de la enfermedad. Ademas, estos criterios incluyen Unicamente a
pacientes con sintomas axiales y, ademas, los signos radioldgicos en las EspAax pueden ser de
aparicidn tardia, por lo que estos criterios no son Utiles en fases iniciales de la enfermedad, ni
en forma indiferenciadas. Con esta base, se introdujeron otros dos grupos de criterios de
clasificacidon que permitian incluir al subgrupo de pacientes con EspA indiferenciadas y aquellos
que se encuentran en las fases iniciales de la enfermedad, los criterios de Amor (7) y los criterios
de la “European Spondyloarthropathy Study Group” (ESSG) (8), que han sido muy utiles gracias
a sus buenas cualidades en términos de sensibilidad (Amor 90.8% y ESSG 83.5%) y especificidad
(Amor 96.2% y ESSG 95.2%) (9). Los criterios de Amor se publicaron en 1990 y permiten clasificar
a todas las EspA. Consisten en una lista de signos clinicos, genéticos y radiograficos sin requerir
ningun criterio de entrada. Cada item (12 en total) se valora con 1, 2 6 3, y una puntuacion total
de 6 permite clasificar a un paciente con EspA. Los criterios ESSG, también disefiados para todo
el conjunto de EspA, se propusieron en 1991 y se validaron en Espafia en 1995 (10). En estos, el
criterio de entrada se basaba en los dos sintomas predominantes de las EspA: la presencia de
DLI y (oligo)artritis asimétrica. Si el paciente cumple, al menos, un criterio de entrada (y otro

adicional (historia familiar de EA, uveitis, artritis reactiva, enfermedad inflamatoria intestinal,



psoriasis, dolor alternante de nalgas, dolor en tendén de Aquiles o fascitis plantar, diarrea en el
mes previo al inicio de la artritis, uretritis o cervicitis no gonocécica en el mes previo al inicio de

la artritis y sacroilitis radiografica segun criterios de NYm) se acepta su clasificacién como EspA.
1.2.2. Desarrollo de los criterios ASAS

Dada la introduccidn de la resonancia magnética como herramienta para evaluar la presencia
de cambios inflamatorios precoces en las articulaciones sacroiliacas (RM-SI) y la entrada en
juego de nuevas terapias efectivas en el tratamiento de la EspAax-r se desarrollaron los nuevos
criterios de clasificacién, que permiten reconocer a pacientes en estadios mas precoces. Estos
criterios fueron desarrollados por el grupo ASAS, publicdndose en 2009 para su forma clinica
predominantemente axial (EspAax) (4), y en 2011 para la periférica (EspAp) (11). En el subtipo
axial, una dolencia puede clasificarse como EspAax en presencia de dolor lumbar de 3 meses o
mas de evolucién y edad de inicio menor de 45 afios, si presentan o bien sacroilitis en imagen
(radiografica segun criterios de NYm, o inflamacidén activa en RM-SI) y al menos una
caracteristica de las siguientes: DLI, artritis, entesitis del taldn, uveitis, dactilitis, psoriasis,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, buena respuesta a tratamiento con antiinflamatorios no
esteroideos —AINEs-, historia familiar de EspA, HLA-B27 o proteina C Reactiva —PCR- elevada, o
bien si presenta HLA-B27 y al menos dos de las caracteristicas anteriores. Para el subtipo
periférico, es necesario que el paciente presente artritis o entesitis o dactilitis, y al menos una
caracteristica de las siguientes: sacroilitis previa, uveitis, psoriasis, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, infeccidn previa, HLA-B27, o al menos dos caracteristicas de las siguientes: artritis,
entesitis, dactilitis, DLI alguna vez o historia familiar de EspA. Estos criterios nos permiten un
rendimiento mejor que los criterios de Amor y los del ESSG, que fueron realizados en la época
anterior al desarrollo de la RM-SI. En concreto, los criterios ASAS para pacientes con sintomas
axiales presentan una sensibilidad del 82.9% y una especificidad del 84.4%, mientras que
aquellos para formas predominantemente periféricas presentan una sensibilidad y especificidad

del 78.8% y 82.2%, respectivamente.

Estos criterios han favorecido el acufiamiento del término EspAax-nr, que es aquella que
caracteriza a los pacientes que presentan los rasgos clinicos tipicos de la EspAax-r pero no llegan
a desarrollar sacroilitis radiografica, lo cual representa un paso adelante en el objetivo de una
mejor y temprana identificacion de los pacientes con EspAax. Probablemente, la contribucidn
mas importante de este concepto es llevarnos a confirmar finalmente (o no) que un enfoque
terapéutico temprano en estos pacientes cambia el curso de la enfermedad o incluso induce una

remisién permanente (12).



Una década después, se ha erigido la cuestidn de si los criterios ASAS deberian ser revisados
dado que podrian favorecer un “sobrediagndstico” por parte de los clinicos que emplean estos
criterios como diagndsticos en lugar de clasificatorios. También se ha puesto en duda la
especificidad del brazo clinico, y se ha propuesto que no todos los rasgos clinicos de la EspAax
deberian tener el mismo peso. Ademas, la actual definicién de sacroilitis por RM-SI (13) estd
resultando otro objeto de debate estos dias. Este contexto ha provocado que la
“Spondyloarthritis Research and Treatment Network” (SPARTAN) de Norteamérica y el grupo
ASAS se hayan unido para la puesta en marcha del proyecto “Classification of Axial
Spondyloarthritis Inception Cohort” (CLASSIC) cuyo objetivo es validar a nivel internacional los
criterios ASAS para EspAax con una sensibilidad y especificidad de al menos el 75% y 90%,

respectivamente.

1.3. Manifestaciones

Los sintomas de la enfermedad suelen comenzar de forma insidiosa a una edad temprana
(adolescencia tardia o inicio de la juventud), variando desde la infancia hasta los 45 afios de
edad, con una edad media de 23 afios. Rara vez los sintomas comienzan después de los 45 afios.
Los pacientes suelen consultar por lumbalgia y rigidez como resultado de la inflamacidn de las
Sl y/o columna lumbar. Otros pacientes pueden debutar con sintomas derivados de entesitis,

sinovitis, y/o afectacidn de drganos extra-articulares como el ojo, la piel o el intestino (14) (15).
1.3.1. Sintomas constitucionales

Incluyen malestar general, anorexia, pérdida de peso, febricula, y se observan con mayor
frecuencia en pacientes con edad de inicio mds temprana, sobre todo en la infancia, asi como
en paises en vias de desarrollo. Ademas, la fatiga puede ser un sintoma comun, que puede llegar
a ser severa y normalmente es debida a la actividad de la enfermedad y/o al suefio inadecuado

e interrumpido como resultado del dolor lumbar y la rigidez.
1.3.2. Sindrome axial

El dolor lumbar es usualmente insidioso al inicio, de caracter sordo, dificil de localizar, e
inicialmente se siente en la regién glutea profunda. Puede ser intermitente y puede afectar a un
Unico lado o alternar de un lado al otro en los estadios mas iniciales, antes de hacerse bilateral
y/o persistente. Este dolor alternante de nalgas, cuando estd presente, es una pista util en la
enfermedad inicial y refleja la naturaleza fluctuante de la inflamacion de las articulaciones
sacroiliacas en la EspAax. Los sintomas gradualmente se extienden hasta afectar a la columna

lumbar. El dolor y la rigidez en la columna tordcica y cervical suelen desarrollarse



posteriormente, aunque ocasionalmente pueden ser el motivo inicial de consulta, sobre todo
en mujeres. El dolor y la rigidez en la musculatura paraespinal pueden llegar a ser, asimismo, un

sintoma prominente.

Este DLI ha sido definido por los criterios ASAS como dolor lumbar crénico (de duracién
superior a 3 meses) que presenta ademds 4 de los siguientes 5 rasgos: inicio antes de los 40
afios, inicio insidioso, mejoria con la actividad fisica, ausencia de mejoria con el reposo y dolor

nocturno que mejora al levantarse de la cama y moverse o realizar ejercicio (16).

El dolor tordcico que empeora con la tos, estornudos o inspiracion profunda puede ser en
ocasiones el motivo inicial de consulta. Se debe diferenciar del dolor pleuritico y pericardico, y
resulta de la inflamacion de las articulaciones facetarias, costovertebrales y costotransversas,
gue puede disminuir con el tiempo la expansién toracica. La pared anterior de la caja toracica
puede ser dolorosa por entesitis de las uniones esternoclaviculares, manubrioesternales y

costoesternales.

En las formas graves de EspA, a nivel raquideo, pueden aparecer osificaciones de las fibras
externas del anillo fibroso formando puentes dseos intervertebrales denominados
sindesmofitos, que cuando se extienden a lo largo de la columna pueden condicionar una
postura anormal de la columna producida por la pérdida de la lordosis lumbar y la aparicion de
una hipercifosis toracica. En casos severos, si la anquilosis afecta a la regién cervical, el cuello
queda inclinado hacia delante sin posibilidad de realizar los movimientos de flexo-extensién y

rotacion.
1.3.3. Sindrome periférico

La presencia de artritis periférica en las EspA es habitual, pudiendo ser la manifestacidn inicial
y el primer motivo de consulta. La afectacion, mono u oligoarticular, asimétrica y no erosiva,
predomina en miembros inferiores (caderas, rodillas, tarsos y metarsianos), hombros y, de

forma excepcional, afecta articulaciones de las manos sin producir deformidades (17).

La cadera se ve implicada en un 25% de los pacientes con EspA, y se presenta por lo general
en pacientes con formas mas graves de enfermedad, lo que se asocia con un deterioro funcional.
La afectacién de la cadera es tipicamente bilateral y progresiva, llevando a una disminucién

concéntrica del espacio articular (18).

La afectacién del hombro en los pacientes con EspA es de inicio mas tardio y se caracteriza
por la tendinitis del manguito y la entesitis, mientras que la afectacién primaria de la articulacién

glenohumeral es poco frecuente (18).
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La dactilitis, como expresion de la inflamacién de los tendones, puede ocurrir en todas las

formas de EspA, aunque es mas frecuente en la APs (19).
1.3.4. Sindrome entesitico

Como se indicé previamente, la entesitis es el hallazgo clinico mas caracteristico de las EspA.
La entesitis periférica es mas frecuente en los puntos sometidos a mayor estrés fisico y se
manifiesta, habitualmente, con dolor localizado, rigidez, y mas sensibilidad con o sin inflamacién
(20). La mas frecuente es la del tenddn de Aquiles, aunque también se puede dar en las crestas
iliacas, tuberosidades isquiaticas, trocanteres mayores, bursa anserina, tendén rotuliano,
tenddn del cuadriceps, en las articulaciones costocondrales, costoesternales,
manubrioesternales y esternoclaviculares. La entesitis axial, por su parte, es la que se manifiesta
cuando se produce una inflamacién en los puntos de unién de los ligamentos vertebrales a las
vértebras y, por tanto, puede también causar dolor y sensibilidad en la columna a nivel de las

apofisis espinosas vertebrales.

Los pacientes con EspAax de inicio juvenil o las formas de EspAax con psoriasis, afectacion
intestinal o artritis reactiva concomitante tienden a tener mayor incidencia de artritis periférica,

entesitis, tendinitis, bursitis y tenosinovitis (21).
1.3.5. Manifestaciones extra-articulares

Son aquellos signos y sintomas que, originandose en drganos y tejidos diferentes al aparato

locomotor, se encuentran relacionados etiopatogénicamente con las EspA.
I Manifestaciones oculares: Uveitis

La uveitis es la manifestacidon extra-articular mas frecuente en la EspA y se define como la
inflamacién de la Uvea, que se corresponde con la capa media del ojo y que se encuentra
compuesta por el iris y el cuerpo ciliar, que conforman la Uvea anterior, y la coroides que
conforma la Uvea posterior. La uveitis anterior aguda es la forma mas frecuente en la EspAax,
apareciendo en el 81-85% de los pacientes (22), y hasta en un 50% de las ocasiones se asocia al
HLA-B27 (23). Se manifiesta clinicamente como ojo rojo doloroso de inicio subito, acompafiado
de fotofobia y miosis, y entre sus complicaciones se encuentran la formacion posterior de
hipopion y sinequias. Su tratamiento incluye los glucocorticoides y midriaticos tdpicos, y en
casos refractarios glucocorticoides intraoculares. En casos recurrentes, es necesario afiadir

inmunomoduladores convencionales y/o agentes bioldgicos.

La uveitis anterior agua puede constituir la primera manifestacion de la EspA. En un estudio

realizado por nuestro equipo de investigacidon se demostrd que los pacientes que presentaban
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un primer episodio de uveitis anterior aguda antes o concomitantemente con el inicio de los
sintomas reumaticos exhibian formas menos graves de enfermedad (mejor capacidad funcional
y menos dafo estructural) y un menor retraso en el diagndstico; sin embargo, el momento de

inicio de la uveitis anterior aguda no influia en los tratamientos recibidos (24).
ii. ~ Manifestaciones intestinales: Enfermedad inflamatoria intestinal

La relacién entre afeccidn intestinal y manifestaciones reumadticas se conoce desde hace
décadas, y surgid por la observacidn clinica de afecciones intestinales agudas y crdénicas en
pacientes con diferentes formas clinicas de artritis, asi como como por la afectacidn articular -
axial y periférica- en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad que engloba
tres entidades: la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa y la colitis inespecifica. La conexidn
mds notable entre ambos trastornos se observa con las EspA, y dentro de éstas con la EspAax-r,
donde se ha hallado que el 5-10% de los pacientes presentan enfermedad inflamatoria
intestinal, aunque se ha detectado inflamacidn intestinal subclinica en el 25-49% y lesiones

histoldgicas del intestino en el 50-60% de los mismos (25).

Se ha postulado que existe una relacion fisiopatoldgica entre la enfermedad inflamatoria
intestinal y la EspAax, y estudios recientes han mostrado que existe un microbioma diferente en
los pacientes con EspAax cuando se compara con el de individuos sanos, existiendo un
incremento de la presencia de algunas especies bacterianas -Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae y Prevotellaceae, en los pacientes con EspAax (26). Por tanto, se postula que

esta alteracion en el microbioma podria ser el nexo de unidn entre ambas patologias.
iii. ~ Manifestaciones cutdneas: Psoriasis

La psoriasis se caracteriza por una proliferacidn de queratinocitos, lo que resulta en la
aparicidon de placas cutdneas eritematosas y pruriginosas. Esta enfermedad presenta una
prevalencia del 2-3% en la poblacion mundial, mientras que este porcentaje puede llegar a
alcanzar un 30% en pacientes que desarrollan artritis psoridsica, una enfermedad que se
caracteriza por inflamacién crénica de las articulaciones periféricas, las entesis y la columna. En
el contexto de las EspAax, la incidencia de psoriasis es de aproximadamente un 5%-10%,
mostrando, ademas, los pacientes con EspAax y psoriasis mas afectacidn articular periférica que

aquellos sin psoriasis (27).

1.4. Epidemiologia.

La prevalencia de la EspA oscila entre el 0.1% y el 1.4% a nivel mundial, variando su

prevalencia en funcién de la localizacidn geografica, etnia y, sobre todo, de la frecuencia del
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antigeno HLA-B27 en poblacién general (28). Dentro de las EspA, la prevalencia media de las
EspAax se estima en 0.24% (media ponderada: 0.18%) en Europa, 0.17% (media ponderada del
0.18%) dentro de Asia, y 0.10% (media ponderada 0.12%) dentro de América Latina (29).

1.4.1. Factores de riesgo
I. Edad y sexo

Tradicionalmente, la EspAax-r se ha considerado una enfermedad que afecta a jévenes, tanto
hombre como mujeres, con un rango de inicio de sintomas entre los 12 y los 45 anos. No
obstante, datos recientes de diversas cohortes, entre ellas las de los Paises Bajos, Bélgica y
Francia (OASIS) (30), Alemania (GESPIC), Suiza (SCQM), Espafia (REGISPONSER) (31),
Iberoamérica (RESPONDIA), y Turquia (TRASD-IP), han estimado la edad media al comienzo
entre 23 y 31 afios de edad, es decir, se ha producido un aumento de la edad de inicio,
especialmente en los paises desarrollados. Asi mismo, también se ha observado una disminucion
progresiva del predominio masculino en la enfermedad. Asi, por ejemplo, la proporcidn
hombres: mujeres de 9:1 reportada en la década de 1940 ha disminuido a 2-3:1 en las cohortes
recientes. Ademas, a diferencia de la EspAax-r, los pacientes con EspAax-nr apenas muestran
diferencias en su prevalencia entre hombres y mujeres. Los datos de los registros nacionales
relativos a ambos subconjuntos de EspAax (EspAax-r y EspAax-nr), sugieren que los pacientes

con EspAax-nr son ligeramente mayores y mas frecuentemente mujeres (32).
ii.  HLA-B27 e historia familiar

Numerosos estudios han descrito una alta prevalencia del antigeno HLA-B27 entre los
pacientes con EspAax y, sobre todo, en aquellos que presentan formas radiograficas (33) (34)
(35) (36). En efecto, el HLA-B27 se relaciona con una aparicion mas temprana de la afectacion
axial y con una mayor severidad y persistencia de las lesiones inflamatorias de la columna
lumbar y articulaciones sacroiliacas (37). Presentar el antigeno HLA-B27 supone una
probabilidad del 1-2% de padecer EspAax-r, porcentaje que se incrementa hasta el 10-20% si,
ademads de ser positivo para HLA-B27, existe un familiar de primer grado que ya padece la
enfermedad. Un estudio reciente de Islandia cuantifico el riesgo de desarrollar EspAax-r entre
los familiares de primer a cuarto grado de los casos de EspAax-r y encontrd un mayor riesgo de
extenderse a los familiares de primer, segundo y tercer grado, pero no mas alla. Los riesgos
relativos estimados para el primer, segundo y tercer grado fueron 75.5, 20.2 y 3.5,

respectivamente (todos los valores de p < 0.0001) (38).
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iii.  Infecciones

Se ha observado que las infecciones producidas durante la infancia pueden influir en el riesgo
de desarrollar EspAax-r. Especificamente, se han demostrado mayores tasas de hospitalizacion
durante la infancia por infecciones de las vias respiratorias, en particular de amigdalitis, en
pacientes con EspAax-r en comparacion con controles sanos relacionados por sexo, edad y pais
de procedencia (39). Asi mismo, la artritis reactiva, que a veces puede conducir al desarrollo de
EspAax-r, suele ser desencadenada por infecciones entéricas o urogenitales, que incluyen pero

no se limitan a Chlamydia trachomatis, Yersinia, Salmonella, Shigella y Campylobacter.
iv.  Estrés biomecdnico

El estrés biomecdnico juega un papel esencial en las EspA y se ha demostrado que la tensién
mecdanica puede desencadenar inflamacion intestinal y conducir a la formacién de nuevo hueso
(40). Ademas, el mismo estudio mostré que la respuesta a la tension mecénica en la entesis no
se limita al punto de unidn, sino que también implica a los tejidos inmediatamente adyacentes
al dérgano de la entesis, incluyendo el hueso, la fascia extra-entésica, el complejo sinovio-
entésico y el hueso, favoreciendo, asi, el desarrollo de la anquilosis. El nexo de unién entre el
sistema inmunitario y la respuesta al estrés biomecanico incluye varias vias metabdlicas/de
citoquinas, las cuales comprenden factores transcripcionales, proteinas quinasas activadas por
mitégenos y otras vias quinasas, citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y

pequefias moléculas como las prostaglandinas (41).

En relacidn con el papel de la tensién y los traumatismos, un reciente estudio de cohortes
longitudinal apareado informd que los pacientes con psoriasis con una exposicion previa a
trauma tienen un mayor riesgo de desarrollar APs (42). Ademas, un estudio ha demostrado que
los pacientes con EspAax-r de larga duracién con un mayor nivel de actividad fisica relacionada
con el trabajo durante su vida laboral presentan mayores limitaciones funcionales (43), y el
mismo grupo de investigadores informd posteriormente de que actividades ocupacionales,
como doblar, torcer y estiramientos, se asociaron con un peor estado funcional y dafo

radiografico en pacientes que tienen EspAax-r durante >20 afios.
v.  Tabaco

Diversos estudios han investigado la asociacion del tabaquismo con la EspAax incidente, con
la progresion radiografica y su asociacidn con el estrés biomecanico, con la inflamaciéon en RM-
Sl (44), con la discontinuacidn del tratamiento (45), ademas de con una mayor prevalencia de
psoriasis y de APs, aunque parece relacionarse con una menor incidencia de manifestaciones

periféricas (46).
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1.4.2. Progresion de la enfermedad

Una determinada carga genética, una edad mas joven al inicio, y la mayor duracidén de la
enfermedad son factores que contribuyen a una tasa de progresiéon de la enfermedad
notablemente mas alta (47), siendo factores de riesgo para la progresion radiogréfica en las
articulaciones sacroiliacas presentar, al comienzo, niveles elevados de PCR, positividad de la RM-
Sl y una sacroilitis radiografica de bajo grado, asi como dolor de nalgas durante el seguimiento

de la enfermedad.
1.4.3. Mortalidad

Los resultados de estudios recientes, con tamafios de muestra generalmente elevados,
indican un exceso de la tasa mortalidad en la EspAax-r, siendo las enfermedades
cardiovasculares (ECV) y circulatorias (48) (49) (50) las principales causas de mortalidad en
dichos pacientes. El aumento del riesgo de mortalidad se asocia con el retraso en el diagndstico,
el aumento de la inflamacién y la baja ingesta de AINEs (51), con menos nivel de educacion,
comorbilidades generales (diabetes, infecciones, enfermedades cardiovasculares, pulmonares y

malignas) y la cirugia de reemplazo de cadera (52).

Centrandonos en la mortalidad vascular en las EspAax-r, un gran estudio de cohorte basado
en la poblacién de Ontario (Canadd) reporté un hazard ratio (HR) ajustado de 1.36 (IC 95%: 1.13-
1.65) para la mortalidad cardiovascular (CV) y cerebrovascular en pacientes comparado con los
controles sin la enfermedad (53). El aumento del riesgo de mortalidad fue significativo para los
pacientes varones (HR: 1.46, intervalo de confianza —IC- 95%: 1.13-1.87), pero no para las
mujeres. De forma interesante, se encontrd que el riesgo de muerte vascular estaba asociado
de manera negativa con la exposicion a AINEs en pacientes de > 65 afios de edad. Asi mismo, un
estudio reciente en EE.UU. que evalué la causa de muerte entre los pacientes con EspAax-r
admitidos en el hospital entre 2007 y 2011 observd que de los 267 pacientes que murieron
durante su hospitalizacidn, el 55% presentaban un diagndstico de enfermedad cardiovascular.
Sin embargo, cuando los datos fueron analizados en base a los principales diagndsticos -la sepsis
(14%), las lesiones de la médula espinal (9%), fracturas vertebrales (9%), la insuficiencia
respiratoria (6%), y la neumonia (6%), la fractura de la columna cervical con lesién del cordén
medular fue la que presentd una asociacion mas fuerte con la mortalidad en pacientes
hospitalizados (54). Curiosamente, un estudio de cohortes finlandés en el que se analizaron las
causas de muerte de pacientes con EspAax encontrd que el consumo incontrolado de alcohol
era un determinante importante en el excedente de muertes por accidentes y violencia en

pacientes con EspAax-r (55) y se ha sugerido que este incremento en la mortalidad por causas

15



de violencia podria explicarse por los elevados niveles de testosterona encontrados en pacientes

con EspAax (56).

1.5. Etiopatogenia

La EspAax es una enfermedad multifactorial cuya causa aun no es suficientemente conocida,
a pesar de los interesantes avances en su conocimiento de los ultimos afios. En su etiopatogenia,
sobre un individuo genéticamente predispuesto, participan e interaccionan factores
medioambientales entre los que se encuentran el estrés biomecanico, las infecciones y la
microbiota intestinal, asi como factores inmunoldgicos e inflamatorios. Todos estos factores
tejen una compleja red de interrelaciones que provocan tanto la expresién fenotipica

caracteristica de la enfermedad como en sus comorbilidades, dentro de las cuales destaca el

incremento del riesgo CV (Figura 1).
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Figura 1. Etiopatogenia de las EspA

1.5.1. Genética de la EspAax

La tendencia de la EspAax a la agregacion familiar se reconocié hace mucho tiempo y ha
mostrado ser incluso mayor que en la Artritis Reumatoide (AR) (57). En efecto, los andlisis
agrupados de recurrencia familiar muestran que la probabilidad de desarrollar la enfermedad
en gemelos monocigéticos es del 63%, en familiares de primer grado del 8.2%, en familiares de
segundo grado del 1.0% y en los de tercer grado del 0.7%. (58). Ademas, se ha demostrado que
la enfermedad no es una monogénica sino, al menos, oligogénica y que la EspAax-nr es

genéticamente mas heterogénea que la EspAax-r (59).
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i. Genética del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)

La asociaciéon entre el HLA-B27 —molécula de histocompatibilidad (MHC) de tipo I- y la EspAax
fue descubierta en 1973 (33) (35). En concreto, la presencia del gen HLA-B27 se ha observado
que contribuye en un 30% en la heredabilidad de la EspAax-r, y dicho gen esta presente en el
80-90% de estos pacientes frente al 8-10% de la poblacidon general. Hasta la fecha, se han
descrito unos 174 alotipos de proteina HLA-B27, siendo el subtipo HLA-B27*05 el mas
frecuentes y, por tanto, el alelo “ancestral” del que derivan el resto de los subtipos (60). Aun se
desconoce el mecanismo por el que este gen da lugar al desarrollo de la enfermedad. Hasta el
momento, se han postulado varias hipétesis, siendo la de mayor peso la "hipétesis del péptido
artritogénico", que postula que el HLA-B27 podria presentar péptidos bacterianos o virales y
desencadenar una respuesta mediada por los linfocitos T citotoxicos (CD8*). Si los péptidos
presentados mostrasen mimetismo con ciertos péptidos del propio tejido articular, se romperia
la tolerancia inmunolédgica, produciendo dafio tisular e inflamacidn (61). Sin embargo, a pesar
de todos los esfuerzos, un péptido artritogénico que provoque la enfermedad en la EspAax-r

aun no ha sido identificado.

Asi mismo, otras MHC de tipo | se han asociado a la EspAax. En concreto, el locus HLA-A,
especialmente el alelo HLA-A*02:01, se ha relacionado también de forma independiente con la
EspAax (62), y en la poblacién coreana, se ha observado asociacién de esta enfermedad con el
HLA-C1502 (63). Ademds, moléculas de histocompatibilidad no clasicas como los productos de
los genes relacionados con cadenas de MHC-I (MIC) se han relacionado con la EspAax en
cohortes europeas y asidticas (64) (65) (66). En concreto, MIC secuencia A (MICA), que codifica
una proteina unida a la membrana que interacciona con el receptor NKG2D -también conocido
como KLRK1-, para activar la citotoxicidad mediada por los linfocitos T citotdxicos, respuestas
de células natural killer -NK- y produccién de citoquinas (67). Los antigenos MICA son también
capaces de inducir la produccién de anticuerpos que inducirdn la muerte de células infectadas
en colaboracién con el complemento (68). No obstante, queda por establecer el posible rol que

los genes MICA puedan tener en la susceptibilidad a la EspAax (69).

Dada la conocida participacion de las células T CD4+ en la EspA, no es sorprendente que los
alelos del MHC clase Il estén también involucrados en la patogénesis de la enfermedad. Se han
encontrado asociaciones entre la EspA con el HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04:04 en pacientes del
Reino Unido y Francia, y también se ha hallado una asociacidn del locus HLA-DRB1*01:03 con la
EspAax-r, la artritis enteropatica axial y la enfermedad inflamatoria intestinal (70). Asi mismo,
estudios comparativos de pacientes EspA con y sin uveitis anterior aguda han demostrado

asociaciones con el HLA-DRB1*01:03, DQB1*05 y con el locus HLA-DRB5 (71). Ademads, dentro
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del locus HLA-DP, los alelos HLA-DPA1 y HLA-DPB1 se han implicado con la EspA en otros
estudios (72).

ii.  Genética fuera del Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Se han asociado 115 loci no-MHC con la EspAax mediante estudios de genotipado de
polimorfismos basados en microarrays de alto rendimiento y estudios de asociacion amplia del

genoma (GWAS o genome wide association studies) (73) (74) (75).
ii.a. Vias de citoquinas

Muchas de las asociaciones genéticas identificadas hasta la fecha incluyen proteinas
involucradas en la via de la interleuquina (IL)-23, del TNF, asi como de otras citoquinas asociadas

con éstas (76) (77).
Genes de la via de la IL-23

El gen del receptor de la IL-23 (/L-23R), situado en el cromosoma 1p, fue uno de los primeros
genes asociados con la EspAax, el cual parece estar también implicado en la patogenia de la
psoriasis y la enfermedad inflamatoria intestinal. Esta proteina se localiza en la membrana
celular de varios tipos de células del sistema inmune, incluyendo células T, células NK, monocitos
y células dendriticas, en las cuales actia como receptor de la IL-23 e interviene en la produccidn
de IL-17 por parte de las células T helper (Th)-17. Los estudios del locus /L-23R muestran que la
variante SNP rs11209026 (Arg381GIn) conduce a una reduccidon en la produccion de IL-17A e IL-
22, un descenso en la fosforilacién de STAT3, asi como una disminucidn en los niveles circulantes
de células Th-17 y T citotéxicas (Tc)-17, mientras que la variante rs11209032 conduce a un

incremento en los niveles de linfocitos Th1 (78).

Otra de las proteinas involucradas en la sefializacion de la IL-23 es la IL-12p40, una subunidad
comun para las citoquinas IL-12 y la IL-23, que es codificada por el gen IL-12B. Se ha observado
que algunos polimorfismos del gen IL12B también se asocian con EspAax, psoriasis y enfermedad

inflamatoria intestinal.

En la ruta de seializacién mediada por IL-23, las quinasa JAK2 y TYK2 fosforilan a STAT3
induciendo la expresidon de RORyT necesario para la produccion de IL-17. Recientes estudios
apoyan el efecto terapéutico de los inhibidores de las JAK en la EspAax (79), sefialando su
implicacion en la enfermedad. Asi mismo, se ha observado que la quinasa TYK2 se asocia a las
EspAax, mostrando que la variante SNP rs34536443 protege frente a la respuesta al interferdn

(IFN), la IL-12 y la IL-23 en estos pacientes (80).
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ii.b.Genes de la via del TNF

El gen NFKB1 codifica la proteina NF-kB, factor de transcripcion fundamental de la via de
sefalizacion del TNF, el cual junto con el receptor principal del TNF, el TNFR1, son de gran

importancia en la patogénesis de la EspA (81).
ii.c. Genes aminopeptidasa (ERAP-1y ERAP-2)

Se han encontrado asociaciones de la EspAax con los alelos ERAP1 y ERAP2, localizados en el
locus del cromosoma 515 (82). ERAP1 y ERAP2 participan en el mecanismo de presentacién de
antigeno por parte de las moléculas HLA clase | a través del procesamiento y transporte de
péptidos antigénicos (83); por tanto una alteracién en la expresion o en la estructura de ERAP
podria interferir en el papel de los HLA, entre ellos el HLA-B27 vy, por tanto, estar implicado en
la patogénesis de las EspA. En efecto, se ha observado que la asociacion de la enfermedad con
ERAP1 se limita a los casos HLA-B27 positivos, o HLA-B40 positivo/HLA-B27 negativo. No
obstante, el camino por el que este proceso podria desembocar en EspA aln no se ha desvelado

(84).
iii.  Epigenética: Asociaciones con genes ADN Metiltransferasa

Los procesos relacionados con la metilacion se encuentran implicados en la patogenia de la
EspAax, como muestra la asociacion de tres genes ADN metiltransferasa- DNMT3A, DNMT3B,
DNMT3L- con la enfermedad. Estos genes participan en la metilacién de novo, asi como en el

mantenimiento de patrones de metilacién heredados (85).
1.5.2. Factores medioambientales
I. Microbiota intestinal

La evidencia muestra que en la fisiopatologia de la EspAax existe una fuerte interaccién entre

el microbioma intestinal y el sistema inmunoldgico genéticamente predispuesto (86) (87).

Se ha observado que hasta el 60-70% de los pacientes con EspAax tienen evidencia de ileitis
terminal, una afeccién parecida a la enfermedad de Crohn, lo que sugiere que la inflamacion
intestinal es importante en la enfermedad (88). Ademas, los pacientes con EspAax también
tienen una alta prevalencia de niveles elevados de calprotectina fecal, incluso en ausencia de un
diagnostico clinico de enfermedad de Crohn (89). La frecuente coexistencia de factores
genéticos y la superposicién clinica entre la enfermedad inflamatoria intestinal y la EspAax
sugieren que comparten su etiopatogénesis. Esto concuerda con la hipétesis de que una mayor
"fuga" del intestino y la potencial capacidad del HLA-B27 de presentar antigenos microbianos

puede alterar la composicién microbiana del intestino y aumentar la diseminacién microbiana
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de la mucosa intestinal y, por lo tanto, favorecer la inflamacién en la EspAax. Ademads, existen
varios ejemplos que proporcionan una gran evidencia de que el intestino no se ve afectado
simplemente por ser un espectador en la EspAax, sino que esta directamente involucrado en el
desarrollo de la enfermedad. La reduccion de la expresidon de zonulina, proteina de la barrera
intestinal, y la evidencia histopatoldgica de la invasidon bacteriana en la pared intestinal en
pacientes con EspAax apoyan aun mas esta hipdtesis. En 2017, Ciccia et al., (90) hallaron un
aumento de lipopolisacaridos séricos en pacientes con EspAax, asi como una correlacién entre
el niumero de células inflamatorias de la pared de la mucosa con el nimero de bacterias
invasoras. Asi mismo, niveles elevados de ASCA (anti-Saccharomyces cerevisiae), anti-I12
(asociado con la actividad anti-Pseudomonas), y anticuerpos anti-CBirl (antiflagelina) fueron
observados en dichos pacientes (91). Esto es de particular importancia dada la conocida
participacién de las bacterias flageladas en el desarrollo de los linfocitos Th17. Esto plantea la

hipotesis de que las bacterias flageladas pueden tener un papel en la patogénesis de la EspAax.
1.5.3. Factores inmunoldgicos e inflamatorios
I. Alteraciones moleculares: NETosis

Las células del sistema inmunoldgico son esenciales en la patogénesis de las EspA, y aunque
existe un considerable conjunto de evidencias sobre el papel central de los linfocitos T en el
proceso patolégico (92) (93) (94), el papel de los neutréfilos no se ha examinado en la misma
medida en esta enfermedad (95) (96). Es bien conocido el papel de los neutrdfilos en la
respuesta inmediata a las infecciones, empleando multiples estrategias que incluyen la
fagocitosis, la liberacidn de enzimas granulares téxicas y de especies reactivas de oxigeno (ROS),
o la generacion de NETosis, un tipo de muerte celular especifico de los neutrdéfilos para eliminar
microorganismos nocivos. En el proceso de NETosis, los neutréfilos expulsan su contenido
nuclear en forma de redes denominadas NETs (del inglés, neutrophil extracelular traps)
(Figura 2) en la cual capturan y destruyen a los microorganismos invasores (97). Estas redes
estan compuestas de cromatina (ADN de neutrofilos e histonas de alta afinidad) descondensada
que estd cubierta de péptidos antimicrobianos y enzimas generadoras de oxidantes (entre ellas,
la elastasa de neutrofilos —NE-, la mieloperoxidasa -MPO-, la NADPH oxidasa -NOX- y la 6xido
nitrico sintetasa -NOS-) (98) (99) (100). La via de transmisidn de sefiales subyacente que conduce
a la formacién de las NETs implica la movilizacidon de calcio, mediadores pro-inflamatorios,
generacion de ROS, delobulacién nuclear por NE y MPO, vy citrulinacién de histonas por la
peptidilarginina deaminasa 4 (PAD4), todas ellas esenciales para la descondensacion de la

cromatina vy la extrusién de ADN (99) (101) (102) (103) (104) (105).
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Figura 2. Neutrdfilo en proceso de NETosis realizando extrusion del nicleo

Si bien la observacion inicial de la formacidn de las NETs mostré al proceso de NETosis como
una estrategia esencial para inmovilizar y destruir a los microorganismos invasores, existen
numerosas evidencias que sugieren que la formacién aberrante de dichas redes también es
fundamental en la etiologia de diversas patologias, como la ARy el lupus eritematoso sistémico
(LES) (106) (107) (108), ya que pueden promover dafio tisular, trombosis, aterosclerosis y

autoinmunidad.

En AR, la generacién espontanea de NETs se ha detectado en circulacién y en el liquido
sinovial, observandose una estrecha asociacion entre las NETs y parametros inflamatorios y de
autoinmunidad. Ya que PAD4 interviene la citrulinacién de histonas durante el proceso de
formacién NETs, la generacién espontanea de NETosis en AR podria ser esencial para la
citrulinacion de proteinas y los procesos de autoinmunidad. En efecto, se ha demostrado que
las NETs en AR son fuentes de autoantigenos citrulinados (109). Por tanto, se ha propuesto un
modelo para el papel patogénico de la NETosis en la AR consistente en un loop, en el que las
citoquinas inflamatorias y los autoanticuerpos (FR y ACPA) activarian al neutréfilo que produciria
NETs, las cuales serian fuentes de autoanticuerpos. Estas NETs, a su vez, podrian activar a los
fibroblastos sinoviales que producirian mediadores inflamatorios que promoverian nueva

generacion de NETosis, provocando asi dafio articular.
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Por su parte, en el LES, los autoanticuerpos tipicos de la enfermedad, anti-ribonucleoproteina
(RNP) y anti-ADN, podrian ser producidos en respuesta a los componentes de las NETs vy, por
tanto, participar en el alto nivel de inmunocomplejos circulantes observados en esta patologia.
Ademas, los inmunocomplejos con autoantigenos, en particular de RNP/ anti-RNP, pueden
promover la liberacién de NETs, creando un bucle de amplificacidn donde la generacién de
NETosis induce autoanticuerpos que conducen a inmunocomplejos, los cuales a su vez
desencadenaria la formacion de NETs y perpetuarian este fendmeno. No obstante, el papel de
las NETs inducidas por los inmunocomplejos no ha sido clarificado. Por tanto, se postula que
otros mecanismos adicionales deben conducir a la ruptura de la tolerancia de las NETs. En este
sentido, algunos pacientes con lupus activo o lupus nefritico muestran una deficiencia en la
actividad DNAsa 1 y/o anticuerpos anti-NET que inhiben el efecto DNAsa, conduciendo a una
acumulacién anormal de NETs. Esta prolongada presencia de NETs podria favorecer la ruptura
de la tolerancia, asi como incrementar el dano estructural. Otro elemento interesante es la
composicion de las NETs de los pacientes lupicos, la cual es diferente de la observada en los
donantes sanos. En concreto, las NETs de los pacientes estdn enriquecidas en compuestos
téxicos, lo cual promueve dafo tisular, especialmente en el lupus nefritico. Recientes
observaciones, sugieren ademas que varios polimorfismos de PAD4 estdn asociados al LES y al

lupus nefritico, reforzando la unién entre NETs y la fisiopatologia del LES (110).

En EspA, nuestro estudio ha sido el primero en evaluar la generacidén espontanea de NETs y

la regulacién de su liberacidn en dichos pacientes.

ii.  Viasinflamatorias

ii.a. TNF

El TNF es una citoquina pro-inflamatoria producida por el sistema inmune (i.e. macréfagos,
monocitos, fibroblastos, mastocitos y células NK) que juega un papel esencial en la infeccién
frente a virus, bacterias y parasitos. Sin embargo, su produccidon sistémica puede
desencadenarse a consecuencia de una desregulaciéon de la respuesta inflamatoria e inmune. El
papel esencial del TNF en la patogénesis de la EspAax se manifiesta por la eficacia de las terapias
anti-TNF en el control de los signos y sintomas de la enfermedad (111). Ademas, estudios
histopatoldgicos han revelado la presencia de ARNm del TNF en muestras de biopsia de la
articulacién sacroiliaca (112) y modelos animales de sobreexpresién de TNF muestran ademas
de una polisinovitis destructiva predominante que recuerda a la AR (113), una afectacion
sinovial de sacroiliacas, entesitis e inflamacidn intestinal, que parcialmente imita la EspAax
humana, caracteristicas todas ellas que dependen de la expresidén en el estroma de su receptor

TNFR1 (114). No obstante, el papel concreto del TNF en el desarrollo de la enfermedad precisa
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de estudios mas completos y concretos para su comprensién, con modelos que se asemejen aun

mas a la enfermedad y que imiten la sobreexpresion del TNF producida en la EspAax.
ii.b.Eje IL-23/IL-17 y remodelado éseo

El descubrimiento de la via IL-23/1L-17 ha sido un hito en el conocimiento de los trastornos
autoinmunes y se considera que esta via desempefia un papel critico en la patogénesis de la
EspAax (Figura 3) (115) (116). La IL-23 es producida principalmente por las células presentadoras
de antigenos (CPAs) y es necesaria para la estabilizacion y expansién de las células Th17, células

gue producen las citoquinas IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-21 (117) (118).

IL-23 y Células T Residentes en la Entesis Promueven la
Entesitis y la Osteoproliferacion en Espondiloartritis
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Figura 3. La IL-23 y las células T residentes en la entesis promueven la entesitis y la osteoproliferacion
en las espondiloartritis. Tomado de ASAS slidekit (http://slides.asas-group.org/app/slides)

En EspA, se ha observado que los niveles de IL-23 se encuentran elevados en el suero y en
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de los pacientes en relacién a sujetos
sanos (119). Su elevada expresién se debe a un mal plegamiento de HLA-B27 en el reticulo
endoplasmico de las células mieloides (13). En 2012, Sherlock et al., (120) mostraron que la IL-
23 actua en células T murinas entesiticas ROR-yt*CD3*CD4°CD8  y que la sobreexpresion de la IL-
23 era suficiente para inducir entesitis y neoformacion ésea, tal y como se observa en los

pacientes con EspAax. Como era de esperar, la IL-23 estimuld la produccién de IL-22 e IL-17 por
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parte de estas células T entesiticas ROR-yt*CD3*CD4°CD8". La IL-22 y la IL-17 son citoquinas que
actuan conjuntamente, aunque sus funciones son opuestas; mientras la IL-17 produce erosién y

pérdida de hueso, la IL-22 favorece la remodelacién dsea y formacién de nuevo hueso (20).
1.5.4. Fisiopatologia del hueso

Los cambios dseos en la EspAax no se limitan a la caracteristica formacién de nuevo hueso
qgue conduce a la anquilosis, sino que también incluyen la pérdida dsea. La formacién de nuevo
hueso conduce a la anquilosis de vértebras adyacentes y es la caracteristica distintiva cuando se
estudia la progresion estructural de la enfermedad. Ademads, los cambios estructurales tendrdn
una consecuencia mecanica, por ejemplo, al provocar un aumento de la carga en los segmentos
de la columna vertebral adyacentes a los cuerpos vertebrales anquilosados. Por consiguiente,
en el tratamiento clinico de los pacientes con EspAax deben tenerse en cuenta esos factores, y
no puede subestimarse laimportancia de abordar los problemas biomecdanicos ademas de tratar
la inflamacién. Por otro lado, la pérdida de hueso puede aparecer como una pérdida dsea
sistémica, en particular en los cuerpos vertebrales, y por lo tanto aumentar el riesgo de fracturas

de la columna vertebral.
I. Via de sefializacion Wnt

La via de sefializacién Wnt juega un papel importante en el desarrollo y el crecimiento del
esqueleto, como regulador clave de la remodelacion homeostatica del hueso a lo largo de la
vida. El equilibrio entre Wnts y algunos de sus antagonistas de unidn extracelular como la
esclerostina es esencial en la adaptacién del hueso a la carga mecdnica. Las proteinas Wnt
constituyen una familia especifica de al menos 15 glicoproteinas. Las interacciones complejas
con diferentes receptores pueden activar diferentes cascadas de sefializacion, de las cuales la
via canodnica dependiente de la B-catenina es la mejor estudiada (121). El impacto de la
sefializacion Wnt en la formacidn y la anquilosis del hueso nuevo se ha demostrado de manera
contundente en un modelo murino caracterizado por la sobreexpresion del TNF (122). Sin
embargo, la sobreexpresién sistémica del TNF en humanos se ha visto que conduce a artritis,
con predominante erosion de articulaciones y la completa ausencia de formacién de nuevo
hueso, imitando asi a la artritis reumatoide. Esto es probablemente debido a la activacion de
antagonistas de la via Wnt. En efecto, la administracion de anticuerpos dirigidos contra el
antagonista Wnt Dickkopf-1 (DKK1) revierte este proceso, lo que favoreceria la expresién de
osteoprotegerina, una proteina que bloquea la resorcion dsea mediada por el ligando del
receptor activador del factor nuclear kB (RANKL). En ausencia de cualquier impacto en la

inflamacidn, el fenotipo de dafio estructural cambia dramaticamente de enfermedad erosiva,
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con resorcion dsea, a enfermedad con formacidon de nuevo hueso y anquilosis, siendo la
sefializacion Wnt la principal via en el proceso de formacion de los huesos (122). Se han
encontrado evidencias del aumento de la expresidon de proteinas de la via Wnt en suero y
ligamentos de pacientes con EspAax-r (123). Las articulaciones periféricas son las principales
afectadas en este modelo y un estudio ha identificado la inflamacidn y la formacién de nuevo
hueso en las articulaciones sacroiliacas (124). De esta forma, los niveles de los antagonistas de
la via Wnt como DKK1 han sido propuestos como biomarcadores de la progresion radiografica

en pacientes con EspAax.
ii.  Proteinas Morfogenéticas del hueso (BMPs)

Las BMPs fueron identificadas originalmente como proteinas de la matriz extracelular ésea
gue eran capaces de inducir, in vivo, la formacion de nuevo hueso. La primera evidencia de que
las BMPs podian jugar un papel en el proceso de anquilosis fue proporcionada por estudios en
un modelo de ratén de entesitis anquilosante. El analisis histopatoldgico mostré que la artritis
clinicamente aparente era causada por una fase de inflamacién aguda seguida de una extensa

remodelacidn ésea a partir de la entesis (125).
iii.  Hedgehogs

La via de sefalizacidon hedgehog es clave en el desarrollo y crecimiento de los huesos, ya que
estimula la diferenciacién de los condrocitos hacia células hipertroficas, favoreciendo asi el paso
de cartilago transitorio a hueso. Se ha establecido que la inhibicién de la sefial hedgehog reduce

la formacidn de osteofitos en la fase post-inflamatoria de un modelo murino de artritis (126).

1.6. Evaluacion clinica de la enfermedad

1.6.1. Biomarcadores

En medicina, un biomarcador, que puede ser quimico, fisico o bioldgico, es un indicador
medible de la gravedad o la presencia de algln estado fisioldgico o de enfermedad (127). En las

EspA encontramos los siguientes:
I Biomarcadores de diagndstico

La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha han evaluado los biomarcadores de
diagndstico en pequefios estudios transversales de pacientes con una enfermedad bien
establecida, definida segun los criterios de clasificacion de NYm para EA. Esto es apropiado para

la identificacidn inicial de biomarcadores con potencial diagndstico, pero estudios posteriores
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deberian probar el rendimiento de los biomarcadores en entornos de diagnéstico apropiados.

Son biomarcadores de diagnéstico (128):

Anticuerpos anti-CD74.
Anticuerpos contra microbios y metagendmica cuantitativa.

Anticuerpos contra la proteina fosfatasa dependiente del magnesio 1A (PPM1A).

Se encuentran, ademads, en fase de investigacion biomarcadores de diagndstico candidatos:

MiRNAs: El miR-146a y miR-155 se expresan en los pacientes con EspAax respecto a
donantes sanos, y el nivel de expresidon se correlaciona con los pardmetros de la
actividad de la enfermedad como la PCR y el Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Index (BASDAI) (129).

ii.  Biomarcadores de actividad de la enfermedad

La evaluacion de la actividad de la enfermedad en la EspAax se ve limitada por la falta de

hallazgos fisicos indicativos de inflamacién, especialmente en la fase inicial de la enfermedad, y

por la falta de sensibilidad de algunos de los marcadores mas utilizados:

PCR: se trata del marcador de inflamacién mdas ampliamente utilizado en la practica
clinica para la evaluacién de la actividad en la EspAax, sin embargo, presenta una baja
sensibilidad.

Calprotectina: la proteina de unidn al calcio calprotectina es un heterodimero de
S100A8 y S100A9 que se ha examinado en el tejido sinovial de pacientes con EspAax. Se
expresa en los macréfagos y neutrdfilos del tejido sinovial, en el colon de pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal y en la piel lesionada de pacientes con psoriasis
(130).

IL-6: se ha evaluado su asociacidn con la inflamacién en RM-SI en pacientes con EspAax
que reciben el tratamiento anti-TNF golimumab y se ha encontrado que se encuentra
relacionada con la progresién radiografica (131)

Proteinas de la familia de las metaloproteinasas: involucrados en la ruptura de proteinas
de la matriz extracelular y su presencia se ha relacionado con un exceso de
remodelacidn tisular en pacientes con EspAax en comparacion con controles (132).
Enlaces cruzados amino- y carboxi- terminal (NTX y CTX) de coldgeno: se utilizan como
biomarcadores para la tasa de recambio 6seo. Los niveles séricos de CTX son

proporcionales a la actividad osteocldstica (133).
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iii. ~ Biomarcadores de respuesta a tratamiento

La PCR sigue siendo el Unico biomarcador que se utiliza actualmente en la practica clinica
para ayudar a determinar el tratamiento de los pacientes y, junto con la inflamacién por
resonancia magnética, se ha demostrado que predice la respuesta al tratamiento con

anti-TNF-a.
iv.  Biomarcadores de prondstico

- Citoquinas pro-inflamatorias: IL-6, TNF-a y calprotectina, se encuentran asociadas con
la progresion radiografica (131) (134) (135).

- Factor de crecimiento endotelial vascular: promueve la angiogénesis, una caracteristica
de la formacién de los huesos, especialmente de la osificacién condral (136).

- Esclerostina y DKK-1: la esclerostina es una glicoproteina producida principalmente por
los osteocitos, que tiene efectos antianabdlicos sobre la formacién de huesos al inhibir
la via Wnt. El DKK-1 también ejerce efectos antianabdlicos sobre la formacidn de huesos
al inhibir la via Wnt. Junto con la esclerostina, parece predecir la formacién de nuevo
hueso en la EspAax (122).

- Visfastina, leptina y adiponectina: La adipocina, la visfatina, tiene efectos activadores
directos sobre los osteoblastos y en un estudio se ha demostrado que predice la
progresion radiografica en la EspAax independientemente de la PCR (137).
Recientemente se ha informado de que los niveles séricos bajos de leptina y de la forma
de alto peso molecular de la adiponectina se asocian a la progresion radiografica en los

varones, independientemente de la PCR y del nivel de dafio estructural de partida (138).
1.6.2. Evaluacién de la actividad de la enfermedad en la EspAax

Dada la escasez de biomarcadores diagndsticos, prondsticos, de actividad de la enfermedad
y predictores de respuesta a tratamiento con terapias bioldgicas, un componente importante
de la atencidn al paciente incluye una evaluacidn exhaustiva de la actividad de la enfermedad,
el dafio y la discapacidad. Existen dos tipos de medidas de resultados que se emplean
clinicamente: “resultados reportados por el médico” y “resultados reportados por el paciente”
(PROs, de inglés patient-reported outcomes). Estas medidas de resultados son cuantificables,
reproducibles y facilmente obtenidas en la practica clinica. La evaluacién del estado de la
enfermedad en la EspAax comprende la medicion del dolor, la rigidez, la fatiga, la funcidn fisica
y la calidad de vida. El grupo ASAS ha establecido un conjunto de variables que deben ser
medidas para la evaluacién y la monitorizacion de la EspAax, incluyendo dominios principales y

los instrumentos seleccionados para cada dominio.
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I Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI)

Se trata de la herramienta mas utilizada en la practica clinica diaria y el PRO tradicionalmente
empleado para medir la actividad de la enfermedad. Es un cuestionario que evalla la severidad
de la fatiga percibida por el paciente, el dolor espinal, el dolor articular periférico, la sensibilidad
localizada, y la cantidad y duracidn de rigidez matinal utilizando una escala numérica del 1 al 10
0 una escala visual analdgica de 10 cm, con los sintomas variando de “ninguno” a “muy severo”.
La puntuacion total se calcula sumando las primeras cuatro preguntas y la media aritmética de
las dos ultimas, y dividiendo el resultado entre 5. La puntuacién varia de 0 (sin actividad de la
enfermedad) a 10 (enfermedad muy activa) (139). El punto de corte de 4 se emplea
frecuentemente para definir la actividad de la enfermedad, siendo una puntuacién de 4 o mas
sugestivo de alta actividad de la enfermedad (140). No obstante, no se trata de una herramienta
infalible, cuando los niveles de BASDAI no correlacionan bien con medidas clinicas de actividad

y con los hallazgos por RM-SI.

Dada la comodidad para su realizacién y la rapida obtencidn de resultados, el BASDAI se ha
utilizado de forma exitosa no solo en la practica clinica sino que también ha sido el gold standard
para medir la actividad de la enfermedad en ensayos clinicos. La herramienta es reproducible y
sensible, mostrando mejoria tan pronto como en tres semanas de terapia fisica. Las limitaciones
incluyen que sélo se compone de medidas reportadas por el paciente y que muchos de los 6

items que lo conforman son redundantes y no ponderados.
ii. — Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score (ASDAS)

Esta herramienta mejora la objetividad del BASDAI incluyendo la valoracion del paciente del
dolor espinal (pregunta 2 del BASDAI), la duracién de la rigidez matinal (pregunta 6 BASDAI),
dolor y/o tumefaccion articular periférico (pregunta 3 BASDAI), estado general, y bien la
velocidad de sedimentacion globular (VSG) o la PCR de forma ponderada (141). ASAS
recomienda el ASDAS-PCR tanto para ensayos clinicos como para la practica diaria, pero también
se puede emplear el ASDAS-VSG. Diversos estudios han concluido que constituye una mejor
herramienta para la evaluacién de la actividad de la enfermedad que los PROs y los reactantes
de fase aguda, y que correlaciona bien con la presencia de inflamacién en sacroiliacas y columna

lumbar en resonancia magnética (142) (143) (144).
iii. ~ BASDAI basado en ASDAS-PCR (BASDAS)

Aunque la formula ASDAS se definié como el mejor indice compuesto para evaluar la
actividad de la enfermedad en pacientes con EspAax, su calculo podria no ser aplicable en ciertos

casos. Ademas, en algunos proyectos de investigacidn, especialmente en los anteriores a la
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definicidn del ASDAS en 2009, la puntuacién total del BASDAI y la PCR se recogian sin tener en
cuenta la necesidad de registrar los valores de las preguntas individuales que componian el
indice. Actualmente, al utilizar datos antiguos, parece imposible calcular la actividad de la
enfermedad segln la norma actual de la férmula ASDAS. En consecuencia, publicar los
resultados de investigaciones antiguas o la realizacidn de estudios prospectivos sin evaluar con
precision la actividad de la enfermedad representa un gran inconveniente. Para resolver este
problema, se ha definido una nueva férmula para calcular el ASDAS introduciendo Unicamente
el BASDAI y la PCR. Los valores de actividad de la enfermedad obtenidos con esta nueva férmula
arrojan resultados muy similares a los de la férmula original del ASDAS original. Esta formula se
ha denominado BASDAS y permite reutilizar antiguos datos proporcionando un método sencillo

de evaluacidn de la actividad de la enfermedad (145).

iv.  Medidas individuales para evaluar la actividad de la enfermedad

iv.a. Dolor y Rigidez

Habitualmente el dolor se evalua utilizando una escala visual analdgica (EVA) o numérica (se
prefiere numérica). Al paciente se le pregunta sobre la cantidad de dolor en columna, asi como
sobre el dolor nocturno y se anota en la escala. La rigidez matinal se evalua preguntandole al
paciente sobre la intensidad y la duracién. Las puntuaciones oscilan de 0 a 10, siendo O la
ausencia de dolor y de rigidez en cada caso. Es importante diferenciar entre causas mecanicas e

inflamatorias al evaluar el dolor y la rigidez por el impacto en las medidas terapéuticas.
iv.b. Fatiga

Hasta el 65% de los pacientes con EspAax refieren la presencia de fatiga. Se evalla en la
primera pregunta del BASDAI y ademas se ha validado un instrumento empleado en ensayos
clinicos, la subescala Functional Assessment of Chronic lliness Therapy-Fatigue (FACIT-Fatigue)

(146).
iv.c. Evaluacién Global del Paciente

Normalmente se explora mediante la pregunta “¢Cémo de activa ha estado su enfermedad
reumatica en la Ultima semana?” y la respuesta se registra en escala visual analégica o numérica

de 0 (no activa) a 10 (muy activa).
1.6.3. Evaluacion de entesitis y afectacion de las articulaciones periféricas

Los principales instrumentos para la evaluacidn de la inflamacidn de las entesis son el Berlin
Enthesitis Index (BEI) (147), el Maastricht AS Enthesitis Score (MASES) (148) y el San Francisco

Index (149). Tanto el MASES como el BEI se incluyen en las recomendaciones ASAS. La afectacion
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articular periférica, por su parte, se puede realizar utilizando el recuento de 44 articulaciones.
La presencia de inflamacidon también se cuantifica y la puntuacién varia de 0 a 44, siendo 0

ausencia de entesitis y 44 el mayor grado.
1.6.4. Evaluacion de la funcion fisica

La monitorizacién de la funcidn fisica es un resultado importante, ya que la movilidad espinal
limitada y la disminucidn de la funcién es un factor de mal prondstico en estos pacientes. Los
estudios muestran que la funcidén fisica en pacientes con EspAax se encuentra influenciada no
solo por el dafo estructural, sino también por la actividad de la enfermedad (inflamacién) (150)
(151). Sin embargo, influyen otros factores como la situacion psicolégica y la habilidad para
manejar la enfermedad. Las herramientas utilizadas para evaluar la funcién fisica en pacientes

con EspA son las siguientes:
I Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index (BASFI)

Consta de 10 preguntas relacionadas con actividades de la vida diaria, que se puntdan con
una escala del 0 (sin dafio funcional) al 10 (maximo dafo funcional). Contiene 8 items que
pertenecen al dmbito de las tareas diarias y dependen de la anatomia funcional, y 2 items que
evaltuan la capacidad del paciente para adaptarse a la vida diaria. El indice global es la media

aritmética de las puntuaciones en cada pregunta (152).
ii.  Dougados Functional Index

Mide la capacidad funcional de una persona evaluando diversas actividades de la vida diaria;
aborda aspectos como vestirse, bafiarse, estar de pie, subir escaleras, agacharse, cambiar de
posicidn, realizar tareas domésticas, toser y respirar profundamente. Utiliza una escala de
respuesta Likert de 3 puntos, como sigue: 0 = si, sin dificultad; 1 = si, pero con dificultad; y
2 = imposible de hacer. Las puntuaciones de los items se suman para obtener un indice funcional
total entre 0 y 40. Se ha utilizado en estudios de la enfermedad y en ensayos clinicos y es
considerablemente mas largo que el cuestionario BASFI, por lo que no es factible para la clinica

(153).
1.6.5. Evaluacion de la movilidad espinal
i. Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index (BASMI)

Se desarrollé con el fin de evaluar el estado espinal (cervical, dorsal, lumbar y de caderas) de
los pacientes con EspAax y para identificar cambios en la movilidad espinal. Incluye cinco
medidas clinicas: distancia trago-pared, rotacion cervical, test de Schober modificado, flexién

lateral espinal, y distancia intermaleolar (154). Ademas, ASAS ha recomendado su empleo en la
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evaluacion de la movilidad espinal en la EspAax, junto con otras medidas individuales: expansion
tordcica, test de Schober modificado, distancia occipucio-pared, rotacion cervical y flexion

lateral espinal.
ii. — University of Cordoba Ankylosing Spondylitis Metrology Index (UCOASMI)

Se trata de un indice metroldgico obtenido mediante un sistema de capturas del movimiento
por video (UCOTrack™) tras la colocacion de unos sensores en puntos determinados del cuerpo

del paciente (155).
1.6.6. Estado funcional y de salud, incluyendo la calidad de vida
I The ASAS Health Index (ASAS HI)

Herramienta elaborada por ASAS para valorar adecuadamente la funcion global, incluyendo

las limitaciones en actividades o la participacion social de los pacientes. (156,156)

1.7.  Imagen en EspAax

Actualmente se utilizan cuatro métodos principales para evaluar las articulaciones
sacroiliacas y la columna vertebral de los pacientes con EspAax: radiografia simple, tomografia
computarizada, gammagrafia y resonancia magnética. La evaluacién de las articulaciones

periféricas y las entesis se realiza mediante ecografia.
1.7.1. Radiologia simple

La radiografia simple de las articulaciones sacroiliacas sigue siendo la piedra angular de la
evaluacidén diagndstica y la clasificacion de la EA. Las anomalias se limitan al hueso esponjoso
y/o cortical e incluyen esclerosis focal o difusa, erosidn y anquilosis. Hasta hace poco, la EspAax
se ha sido clasificado en base a los hallazgos radiograficos de sacroilitis inequivoca, tal como se
describe en la version modificada de los criterios Nueva York (6). Los cambios radiograficos se
califican de acuerdo con la gravedad de las anomalias en las articulaciones sacroiliacas. Para la
clasificacidn de la enfermedad como EspAax-r, es necesaria la presencia de al menos un grado 2
bilateral, definido por pequefas zonas localizadas con erosién o esclerosis sin alteracién en la
amplitud del espacio articular, o un grado unilateral 3, definido por una o mas erosiones
definidas, esclerosis, ensanchamiento, o estrechamiento. Sin embargo, la llegada de la
resonancia magnética ha puesto de manifiesto la baja sensibilidad de la radiologia simple para

el diagndstico de las formas precoces de EspAax.

La radiografia simple puede mostrar una variedad de caracteristicas en la columna vertebral,

siendo el hallazgo mas temprano la pérdida de la cortical en la esquina del cuerpo vertebral
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dando la apariencia de una erosidn. La remodelacién ésea y la formacién de nuevo hueso llevan
a la apariencia radiografica de la cuadratura y esclerosis en la esquina vertebral. Ademas, la
neoformaciéon dsea que se extiende verticalmente desde la esquina vertebral a través del
espacio del disco hasta la esquina vertebral adyacente en la forma de un sindesmofito puede,
en Ultima instancia, conducir a una anquilosis completa. Esto ocurre no sélo en el borde de la
vértebra, sino también en el interior del disco. EIl método principal utilizado para evaluar la
progresion en la columna vertebral es el modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score
(mSASSS), que evalua la esclerosis, la erosidn, la cuadratura, los sindesmofitos, y la anquilosis
en las esquinas vertebrales anteriores de la columna cervical y lumbar en las radiografias
laterales. Para una esquina vertebral individual, la presencia de anquilosis (puente dseo) se
puntia como 3, un sindesmofito tiene una puntuacion de 2, y las anormalidades restantes
reciben cada una puntuacidn de 1. El rango de puntuacién total es de 0 a 72. Se requiere un
seguimiento de al menos 2 afios antes de que un cambio fiable pueda ser detectado, y en este
marco de tiempo, alrededor del 40% de los pacientes muestran una progresién radiografica

(157) (158).
1.7.2. Resonancia magnética

Un grupo de expertos de la European League Against Rheumatisms (EULAR) concluyd que la
evaluacion de las articulaciones sacroiliacas mediante RM-SI debe realizarse si el diagndstico de
EspAax no puede ser establecido sobre la base de las caracteristicas clinicas y de la radiografia
convencional y adn asi continda la sospecha de EspAax (159). La RM-SI es mas dutil para
diagnosticar aquellos pacientes con una sospecha clinica de lumbalgia inflamatoria que son HLA-
B27 positivos, tienen una radiografia normal o equivoca de las articulaciones sacroiliacas,
insuficiente respuesta sintomatica a los AINEs, y se consideran candidatos a una terapia mas
intensiva. Para los propésitos de clasificacion de la EspAax, se han publicado unos criterios de
RM-SI positiva de acuerdo con la opinién consensuada de reumatdlogos y radidlogos expertos
en la materia (160). Esta definicidn se basa en la clara presencia de edema de médula ésea
(EMO)/osteitis en el hueso subcondral en una secuencia de supresion de grasa o de aumento de
contraste. La definicién se cumple cuando hay al menos dos lesiones en un Unico corte
semicoronal o cuando una sola lesion esta presente en dos cortes consecutivos. Es importante

tener en cuenta que esta definicion no se aplica con fines diagndsticos.

La RM-SI suele ser suficiente para la evaluacion diagndstica de rutina de la EspA, pero las
imagenes de la columna vertebral pueden estar indicadas en el caso de sintomas localizados de
la columna. Las lesiones mas tempranas que se identifican en la imagen de resonancia

magnética son inflamatorias y aparecen primero en la articulacién sacroiliaca en secuencias con
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supresion grasa (por ejemplo, STIR) y/o resonancia magnética con contraste como capsulitis,
sinovitis e inflamacién subcondral de la médula ésea. La biopsia directa guiada por tomografia
axial computarizada (TAC) de las articulaciones sacroiliacas ha mostrado correlaciones
significativas entre la inflamacién en la RM-SI y el grado histopatolégico de la inflamacion. A
medida que el EMO evoluciona en la articulacidn sacroiliaca, las erosiones se hacen visibles y se
observa pérdida de hueso subarticular en la secuencia T1 en la que se potencian las lesiones
grasas. La confluencia de multiples erosiones puede resultar en una erosidn extendida a lo largo
de la vertical de la cortical iliaca. Cuando la inflamacion se resuelve, aparece un nuevo tejido con
alta intensidad de sefial en la secuencia ponderada T1, tanto en la cavidad de la erosién como
en la médula ésea subcondral adyacente, por acumulacién de acidos grasos y, por lo tanto, se
ha denominado metaplasia grasa. Cuando esta imagen se observa en la cavidad de una erosién
previamente activa se denomina backfill. La metaplasia grasa en la articulacién sacroiliaca esta

asociada con el desarrollo de la anquilosis (161).

1.8. Comorbilidades

1.8.1. ECV

La carga CV en las enfermedades reumdticas inflamatorias ha sido bien descrita (162) (163)
y se han desarrollado recomendaciones para su prevencion y tratamiento, aconsejando el uso
de antihipertensivos y estatinas (164), y cautela en lo que respecta a la administracion de AINEs
y fdrmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad bioldgicos (FAMEsb) a pacientes
que ya presentan ECV (165). Recientemente, esta carga CV se ha puesto de relieve en el contexto
de la EspA, y la mayoria de los estudios coinciden en la presencia de un mayor riesgo CV en estos
pacientes que en la poblacion general (166), siendo la ECV una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad (20-40%) en pacientes con EspAax-r (167). Varios son los factores que
podrian conducir al desarrollo de ECV y aterosclerosis, el proceso mds comun que conduce a
ECV. Los factores de riesgo tradiciones clasicos tales como la hipertensién y un perfil de lipidos
aterogénico (168) (169) juegan un papel crucial, pero no explican completamente la elevada
prevalencia de aterosclerosis detectada en este trastorno (170). Por tanto, es probable que el
estado inflamatorio generalizado observado en estos pacientes los haga mas propensos a
desarrollar ECV. En este sentido, se ha observado que niveles de PCR bajos en pacientes con
EspA se asocian con ausencia inicial de enfermedad vascular y riesgo de enfermedad coronaria,
accidente cerebrovascular isquémico y muertes por enfermedades vasculares y no vasculares
(171). Ademas, el tratamiento de la inflamacion en pacientes con EspAax-r se ha relacionado

con una reduccion de la enfermedad de las arterias coronarias y la aterosclerosis (172).
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A la hora de evaluar la ECV, se deben tener en cuenta los factores de riesgo CV, que son
aquellos trastornos o conductas que contribuyen al desarrollo de un acontecimiento cardiaco o
vascular, asi como el evento cardiovascular, que se trata de un acontecimiento producido en el
corazén o vasos sanguineos como consecuencia de la combinacion de diferentes factores de

riesgo CV.
I. Factores de riesgo CV

Se dividen en dos tipos: modificables y no modificables. Los primeros son aquellos que se
pueden modificar mediante un tratamiento o bien cambiando los habitos de vida. Los factores
de riesgo no modificables son aquellos en los que no podemos influir [edad y sexo (hombres de

mas de 45 afios y mujeres de mas de 55 afos) o historia familiar de herencia positival.
i.a. Factores de riesgo CV modificables

- Hiperlipidemia. Son un grupo de alteraciones del metabolismo de las grasas que se
caracteriza por dar lugar a un aumento de una o varias fracciones lipidicas en sangre.
Los dos tipos de grasas circulantes mas importantes son el colesterol y los triglicéridos.
Se pueden clasificar en hipercolesterolemias, hipertrigliceridemias o aumento de los
niveles de triglicéridos, e hiperlipemias mixtas en las que aumentan tanto el colesterol
como los triglicéridos. La hipercolesterolemia se define como niveles de colesterol total
por encima de 250 mg/dL en pacientes que no han sufrido eventos CV previos
(prevencidn primaria) y de 200 mg/dL para aquellos que han sufrido un evento previo o
que son diabéticos (prevencién secundaria). Sin embargo, el mejor predictor de riesgo
CV es la concentracién de colesterol ligado a las lipoproteinas de baja densidad (LDL-C;
>160 mg/dL). La hipertrigliceridemia, por su parte, se define en prevencion primaria
cuando los triglicéridos son >200mg/dl y en prevencién secundaria cuando los
triglicéridos son 2150 mg/dl (173).

- Hipertension. La hipertension arterial (HTA) se define como la presién sanguinea
persistente de > 140/90 mmHg y afecta a un cuarto de la poblacién adulta. La HTA es
uno de los factores modificables esenciales de mortalidad prematura en todo el mundo,
siendo el factor de riesgo CV independiente mas importante. De entre los factores que
pueden alterar la tensidn nos encontramos con la edad, el sexo, el ritmo circadiano, el
indice de masa corporal (IMC), la actividad fisica, el estrés psicoldgico, el estado
hormonal y la ingesta de sodio y potasio (174).

- Diabetes. La diabetes mellitus es el término colectivo para definir trastornos

metabdlicos heterogéneos cuyo principal hallazgo es la hiperglucemia crénica. La causa

34



es una secrecion de insulina alterada (tipo I) o una alteracidon del efecto de la insulina en
los drganos diana (tipo Il), o generalmente ambas. El diagndstico puede realizarse
mediante 4 formas: 1) valor de glucemia en plasma de > 200 mg/dl, 2) glucosa
plasmatica en ayunas de = 126 mg/dl; 3) prueba de tolerancia oral a la glucosa, con un
valor de glucosa en plasma venoso a las 2 horas = 200 mg/dl y 4) y un valor de la
hemoglobina glicosilada (HbA1lc) de 2 6.5% (175).

Obesidad. Se define la obesidad como una acumulacién anormal o excesiva de grasa.
Para detectarla, se emplea el IMC, que se calcula como el peso corporal en kilogramos
dividido por la altura en metros cuadrados (kg/m?). Segun el IMC los individuos se
pueden clasificar en cinco categorias diferentes: 1) normal: 18.5-24.9 kg/m?; 2)
sobrepeso: 25.0-29.9 kg/m?; 3) obesidad tipo 1: 30.0-34.9 kg/m?; 4) obesidad tipo 2:
35.0-39.9 kg/m?; 5) obesidad tipo 3: 240 kg/m?. En cuanto a la obesidad, definida como
IMC 230 kg/m?, es la obesidad abdominal la que se asocia con un incremento del riesgo
y ECV (176). Asi mismo, este tipo de obesidad es el componente mas frecuentemente
observado en el sindrome metabdlico, una alteracién que se define como la presencia
de obesidad abdominal, dislipidemia, hiperglucemia e hipertensién. El sindrome
metabdlico es uno de los principales desafio de salud publica, ya que presenta una
prevalencia media del 31%, y se asocia con un aumento del doble del riesgo de
enfermedad coronaria y cerebrovascular, y con un aumento de 1.5 veces en el riesgo de
todas las causas de mortalidad (177).

Tabaquismo. El tabaco es un factor de riesgo dominante de mortalidad y morbilidad CV
y no CV. Se estima que para el afio 2025 habrd 1.600 millones de fumadores en el
mundo, y que 10 millones de personas al afio moriran por fumar. El riesgo a diez afios
de eventos CV fatales se duplica en los fumadores y fumar de forma pasiva también se
ha demostrado que aumenta el riesgo de sufrir ECV (178).

Actividad fisica inadecuada. La inactividad fisica es un factor de riesgo para el desarrollo
de las enfermedades CV, pero también para el desarrollo de otras enfermedades
crénicas. Hasta el 60% de la poblacién mundial no cumple con el minimo recomendado
de 30 minutos diarios de actividad fisica moderada. El riesgo de ECV aumenta 1.5 veces
en las personas que llevan un estilo de vida sedentario. La inactividad fisica causa 2
millones de muertes por afio y el 22% de todas las enfermedades cardiacas isquémicas

(178).
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i.b. Factores de riesgo cardiovascular no modificables

- Edad: se considera que el riesgo CV se incrementa en los hombres de mas de 45 afos y
mujeres de mas de 55 afios, ademas de en la menopausia (179).

- Sexo: las mujeres de menos de 55 afios presentan un menor riesgo CV (179).

- Historia familiar de ECV: Los individuos con antecedentes familiares de enfermedades
cardiacas prematuras antes de los 50 afios de edad tienen un mayor riesgo de
mortalidad por ECV (179).

Asi mismo, fuera de estos dos grupos, se encuentra la insuficiencia renal, la cual se asocia

con un aumento significativo de la morbilidad y mortalidad CV (179).
ii.  Eventos Cardiovasculares

Los eventos CV son episodios producidos en el corazdn o vasos sanguineos como
consecuencia de la combinacién de diferentes factores de riesgo CV. Entre estos se incluyen la
cardiopatia isquémica, el accidente cerebrovascular, las arteriopatias periféricas, la trombosis

venosa profunda y el tromboembolismo pulmonar.
iii. ~ Evaluacion del riesgo CV

Se han desarrollado formulas que permiten predecir y cuantificar el riesgo de eventos
cardiovasculares de forma individual mediante la realizacién de valoraciones relativas de los

factores de riesgo CV. Las fdrmulas mas utilizadas son:

- Indice de Framingham: se utiliza para estimar el riesgo de ECV de forma individual a 10
afios vista. Incluye los factores de riesgo CV clasicos como son edad, sexo, tension
arterial, niveles de LDL-C, HDL-C, habito tabaquico y diabetes. El resultado varia desde
<5% (correspondiente a riesgo bajo) a 215% (riesgo alto). Este indice se desarrollé en
cohortes de pacientes estadounidenses, por lo que su validez en poblaciones europeas
es cuestionada. (180)

- Tablas de Estimacidn de Riesgo Coronario Sistémico (Systemic Coronary Risk Estimation
[SCORE]), que desde 2003 es el recomendado por las Directrices Europeas sobre la
prevencion de las enfermedades CV en la practica clinica (181). El sistema SCORE estima
el riesgo a 10 afos de un primer evento aterosclerdtico fatal en base a la edad, el sexo,
la tension arterial sistdlica, el colesterol total en suero y el estatus de fumador actual,
siendo la edad la variable con mayor influencia. Se consideran eventos ateroscleréticos
la enfermedad arterial coronaria, el accidente cerebrovascular y el aneurisma de la aorta

abdominal (Figura 4).

36



\WOMEN MEN
| Nonsmoker | |  Smoker Smoker |
180 13 15 17 19 22 14 16 19 22 26

160 10 12 13 16 11 13 15 16
140 11 13
120

180
160
140
120

2 2 2
2 2 2

180
160
140
120

2 2
2 2 2

180
160
140
120

©ESC 2016

Systolic blood pressure

180 0 0 0 2 2
160 00 0 0 O 2 2 2
140 000 O0TOD 40 2 2
120 000 0 0
4 5 6 7 8 4 5 6 7 8 4 5 6 7 8
“Trrr
‘ Cholesterol (mmol/L) ‘ 150 200 250 300
mg/dL

Figura 4. Tabla SCORE: Riesgo a 10 afios de enfermedades cardiovasculares mortales en poblaciones
de paises con alto riesgo cardiovascular basado en los siguientes factores de riesgo: edad, sexo,
tabaquismo, presion arterial sistdlica, el colesterol total. CVD: enfermedades cardiovasculares;
SCORE: Estimacion del riesgo coronario sistemdtico.

iv.  Enfermedad CV en EspA

iv.a. Aortitis y enfermedad valvular cardiaca

La aortitis, que afecta a la raiz adrtica y que conduce a la insuficiencia adrtica y mitral, es una
de las comorbilidades graves mas comunes asociadas con la EspAax. Se ha observado la
presencia de insuficiencia adrtica en el 0%-34% de los pacientes, y la insuficiencia mitral en el

5%-74% de ellos (182).
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iv.b. Anomalias de la conduccion

La extension de la inflamacién y la formacidn de cicatrices desde la raiz adrtica hasta el
tabique interventricular puede provocar bloqueos de la conduccidn auriculoventricular,
bloqueos del haz y bloqueos fasciculares. Estas alteraciones de la conduccidon pueden afectar
hasta el 35% de pacientes, dependiendo de los tipos de anomalias de la conduccién
considerados. La presencia de anomalias puede ser intermitente. El bloqueo cardiaco de tercer

grado, el tipo mas grave, afecta al 0%-9% de los pacientes (183).
iv.c. Disfuncion miocardica

El trastorno mas comun de la funcién miocardica en la EspAax es la disfuncidn diastdlica, en
la mayoria de los casos debida a la reduccién en la relajacién del ventriculo izquierdo. En
estudios de pacientes con EspAax que no tenian evidencia clinica o electrocardiogréfica de
enfermedades cardiacas o valvulares, la prevalencia de disfuncién diastdlica oscil6 entre el 12%

y el 53% (184).
iv.d. Aterosclerosis

Como se indicd previamente, el proceso patolégico mds comun que conduce a ECV es la
aterosclerosis, una enfermedad de las arterias de mediano y gran calibre, cuya prevalencia es
1,5 veces superior en pacientes con EspAax-r que en los controles sanos (185). Esta patologia se
caracteriza por la formacién de placas, consistentes en nucleos necrdticos, regiones calcificadas,
acumulacidon de lipidos modificados, células del musculo liso inflamadas, células endoteliales
activadas, leucocitos y células espumosas. Estas caracteristicas de las placas ateroscleréticas
demuestran que la aterosclerosis es una enfermedad compleja, y que diversos componentes del

sistema inmune, vascular y metabdélico estdn involucrados en este proceso.

En pacientes con EspAax se ha observado una prevalencia incrementada de aterosclerosis
subclinica (186), la cual se caracteriza por un engrosamiento patolégico de la intima media
carotidea (187) y rigidez arterial (188) (189). Varios son los factores que podrian conducir al
desarrollo de aterosclerosis subclinica. Entre ellos, a parte de los factores de riesgo tradicionales
clasicos indicados previamente, nos encontramos la inflamacién sistémica. En efecto, se ha
observado que esta aterosclerosis subclinica es menos frecuente entre los pacientes con
actividad persistentemente baja de la enfermedad o en tratamiento con anti-TNF-a, sugiriendo
el papel etiolégico de la inflamacién sistémica (190). Ademas, se ha establecido que en los
pacientes con EspA sin ECV manifiesta, la disminucion de la funcién renal y el dafio radiografico
son también condiciones asociadas al desarrollo de la aterosclerosis acelerada subclinica

observada en esta patologia (191).
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1.8.2. Enfermedad pulmonar
I Enfermedad pulmonar restrictiva

Se produce como resultado de las limitaciones en el movimiento de la pared toracica debido
a la fusién costo-vertebral, costo-esternal y vertebral tordcica. En ausencia de actividad fisica
regular, el compromiso respiratorio puede pasar desapercibido porque la respiracién
diafragmatica puede ser suficiente para satisfacer las demandas bajas. Ademas de la restriccion
debida a la fusidn toracica, los sintomas agudos que afectan a la pared tordcica anterior,
articulaciones costo-vertebrales, o la parte superior de la columna vertebral pueden causar
limitaciones temporales en la ventilacion. Los hallazgos en las pruebas funcionales respiratorias
muestran una baja capacidad vital forzada y normalidad o incremento de la capacidad pulmonar

total y el volumen residual. La prevalencia oscila entre el 15% y el 57% (192).

Los defectos pulmonares restrictivos son en gran parte asintomaticos pero pueden complicar
otras patologias pulmonares agudas, como infecciones, necesidad de ventilacion mecanica o
enfermedades pulmonares secundarias como el enfisema. Por esta razdn, la prevencion contra
el tabaquismo para reducir la probabilidad de obstruccion del pulmdn es critica en los pacientes

con EspAax-r.
ii.  Enfermedades pulmonares parenquimatosas

Historicamente, la manifestacién parenquimatosa mas especifica en la EspAax ha sido la
enfermedad fibrobullosa apical (193), una enfermedad en la cual nddulos e infiltrados apicales
progresan lentamente a fibrosis y formaciéon de cavidades. La etiologia es desconocida, se
desarrolla en pacientes con enfermedad de larga evolucion y es asintomatica durante un
periodo prolongado de tiempo, aunque la tos, disnea y neumotdrax espontaneo pueden

intercurrir. En los Ultimos afios parece haber disminuido su prevalencia.

Asi mismo, se han descrito otras enfermedades parenquimatosas en pacientes con EspAax,
incluyendo enfermedad pulmonar intersticial, alveolitis fibrosante, bronquiolitis obliterante,
bronquiectasias, y enfisema centrolobulillar, a menudo en reportes de casos o series de casos

no controladas (194) (195) (196).
iii.  Apnea obstructiva del suefio

Se han descrito series de casos en las que se ha observado un incremento de la prevalencia
de apnea obstructiva del sueiio en pacientes con EspAax. Entre las causas potenciales de este

trastorno se encuentran las alteraciones en la anatomia cervical (197) (198).
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1.8.3. Enfermedad renal
i Amiloidosis secundaria

Es un trastorno poco comun que se produce cuando una proteina anormal, lamada amiloide,
se acumula en tejidos y drganos e interfiere en su funcionamiento normal. En EspAax, se ha
mostrado una prevalencia de amiloidosis secundaria subclinica en el 7% de los pacientes y de
amiloidosis renal secundaria en el 0.1%- 1.1% de los mismos. En el caso de la amiloidosis renal,
se ha mostrado que su frecuencia en los pacientes con EspAax incrementa con una mayor
duracion de la enfermedad y edad, parametros elevados de inflamacién sistémica y con la
presencia de artritis periférica. El tratamiento con anti-TNF ha resultado en una mejora de la

proteinuria y la funcién renal (199) (200).
ii.  Nefropatia IgA

La proporcién de pacientes con EspAax que tienen una nefropatia por IgA oscila entre el 0%
y el 3.1% segun algunas series de casos (201). Sin embargo, no se han realizado estudios
epidemioldgicos para esclarecer si la nefropatia por IgA se produce con mayor frecuencia en
pacientes con EspAax que en controles sanos. No obstante, se sospecha de una asociacién como
consecuencia de la coexistencia de nefropatia por IgA y de inflamacién en enfermedades
intestinales, enfermedades que comparten algunos marcadores genéticos y elevados niveles

séricos de IgA con los pacientes con EspAax.
iii. — Urolitiasis
Se ha observado un incremento del riesgo de urolitiasis en pacientes con EspAax que podria
deberse a alteraciones en la homeostasis del calcio y, posiblemente, a enfermedad ileal

subclinica, de forma analoga a los mecanismos que conducen a la urolitiasis en pacientes con

enfermedades inflamatorias intestinales. (202)
1.8.4. Enfermedades genitourinarias y gestacion
i. Infecciones genitourinarias en el varon

Una encuesta nacional en Islandia reporté que el 27% de los hombres con EspAax-r tenia
antecedentes de prostatitis (203), y junto con la uretritis, a menudo asociada a las infecciones
por Chlamydia, se han encontrado en el 13% de los pacientes con EspAax-r (204). Asi mismo, los
varicoceles también son mas comunes entre los hombres con EspAax-r (205), posiblemente

inducidos por las frecuentes maniobras de Valsalva durante el episodio de dolor lumbar.
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ii.  Disfuncion sexual

Los hombres con EspAax-r generalmente reportan de mas problemas con la funcién eréctil,
la funcién orgdsmica, el impulso sexual, la satisfaccidon del coito, y satisfaccién en general,
manifestaciones directamente correlacionadas con la severidad de los sintomas inflamatorios y
la depresion, estimandose la prevalencia de la disfuncion eréctil entre el 4.7% y el 35% (206).
Aunque los datos son limitados, las mujeres con EspAax-r generalmente no reportan mayores

problemas con el funcionamiento sexual, excepto un menor deseo (207).
ii.  Gestacion
La EspAax no afecta a la fertilidad. En cuanto a la gestacién, los sintomas inflamatorios no
mejoran claramente durante el embarazo, como es comun en las mujeres con AR, y el dolor
mecanico de espalda a menudo empeora durante el tercer trimestre. Los riesgos de

complicaciones obstétricas no son diferentes en mujeres con EspAax-r, aunque el parto por

cesarea es mas frecuente y puede existir un mayor riesgo de parto prematuro (208).
1.8.5. Osteoporosis y fracturas

La osteoporosis vertebral se conoce desde hace tiempo como una caracteristica comun que
afecta a la columna vertebral anquilosada, y este hallazgo se ha atribuido tradicionalmente tanto
a lainmovilidad como a la descarga mecdanica del hueso trabecular vertebral (209). No obstante,
la baja densidad dsea vertebral también se ha encontrado en pacientes con EspAax temprana,
fisicamente activos y sin sindesmofitos (210). Los estudios de la densidad mineral sea (DMO)
de la columna lumbar y el cuello femoral en pacientes con EspAax-r muestran que entre el 31%
y el 38.1% de los pacientes presenta osteopenia y del 10.9% al 16.1% osteoporosis. La presencia
de una baja DMO vertebral desde el inicio de la enfermedad subraya el papel de la inflamacién
como mediador en este proceso y muchos estudios transversales muestran la asociacién de la
baja DMO con la elevacién de reactantes de fase aguda (211). Ademas, estudios prospectivos
han mostrado que la pérdida de hueso en 2-5 afios fue mayor en pacientes con una inflamacién
sistémica mas persistente, como se refleja en la elevacidén de VSG o PCR (212). También la
presencia de EMO en la resonancia magnética de la columna vertebral o de las articulaciones
sacroiliacas ha sido asociada con una baja DMO vertebral, apoyando aun mas el papel de la
inflamacidn (213). Estas asociaciones son consistentes con las acciones conocidas de la IL-1, IL-
6, TNF-a, e IL-17 en la promocidn de la osteoclastogénesis, asi como la resorcion dsea y la
inhibicidn de los osteoblastos (214). El bajo IMC y la artritis de cadera también puede ser un

factor de riesgo para la baja DMO vertebral (215). En cuanto al tratamiento, no existe consenso,
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aunque los expertos recomiendan los bifosfonatos en el marco de una osteoporosis severa o

presencia de fracturas y los anti-TNF.

La complicacidon mas severa de la osteoporosis es la fractura vertebral, la cuales afectan mas
frecuentemente a las vértebras tordcicas medias y que se produce bien por compresién o por
traumatismos. Las fracturas por compresién pueden exacerbar la hipercifosis en la EspAax-r y
estan asociadas con mayores limitaciones funcionales. En las cohortes clinicas, la proporcién de
los pacientes con al menos una fractura vertebral oscila entre el 10% y el 41% (216) y en un
estudio de cohorte de Espafia, el riesgo era dos veces mayor entre los pacientes con EspAax-r

(217).
1.8.6. Enfermedades neuroldgicas
I Lesion de la médula espinal

La lesion de la médula espinal se debe a la alta susceptibilidad a fracturas vertebrales por la
fusidén vertebral multinivel y a la presencia osteoporosis. La localizacién mas frecuente de la
lesién es a nivel C5-C7. Las consecuencias mas graves son los déficits neuroldgicos, incluida la
paraparesia. La mortalidad debidas a este tipo de lesién durante el primer afio oscila entre el 6%

y el 32% (218).
ii.  Subluxacion atlantoaxial

Se ha encontrado en series de casos que del 13%-21% de los pacientes con EspAax-r
presentan subluxacién atlantoaxial, principalmente con subluxacién anterior. Aunque puede
desarrollarse en las primeras etapas de la EspAax-r, es mas comun que ocurra en pacientes con
enfermedad avanzada y en asociacion con la osificacion del ligamento longitudinal posterior.

Otros factores de riesgo son la artritis periférica y niveles elevados de PCR (219).
iii. ~ Sindrome de cauda equina

Se caracteriza por una pérdida lenta y progresiva de la sensibilidad bilateral de las
extremidades inferiores y del perineo, y disfuncidn del esfinter. Normalmente se produce en

pacientes con EspAax-r de larga evolucidn (220).
1.8.7. Otras condiciones
I Depresion

En cohortes clinicas, entre el 12% y el 59% de los pacientes informaron de altos niveles de
sintomas depresivos en los autocuestionarios (mediana del 30%), siendo el dolor, la limitacion

funcional, la fatiga, los trastornos del suefio (221) y las preocupaciones relacionadas con la
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imagen corporal y la capacidad de trabajo los principales contribuyentes a la presencia de

potenciales sintomas depresivos (222).
ii. — Dolor crénico generalizado

El dolor crénico generalizado o fibromialgia puede estar presente en el 4%-18% de los
hombres y hasta el 50% de las mujeres con EspAax. Su presencia se asocia con peores sintomas,
funcionamiento y calidad de vida, y dificultad en el diagndstico y la evaluacidn de la actividad de

la enfermedad (223) (224).

1.9. Tratamiento

Las recomendaciones ASAS publicadas en 2006 y actualizadas en 2010 y 2016 (225) para el
manejo de la EspAax recomiendan un enfoque multidisciplinario y centrado en el paciente, que

combina modalidades farmacolégicas y no farmacolégicas en el manejo las EspAax.
1.9.1. Tratamiento no farmacoldgico

La educacién de los pacientes sobre la enfermedad, el ejercicio regular, el abandono del
habito tabdquico vy la fisioterapia se consideran las modalidades no farmacoldgicas clave en su
tratamiento. Su objetivo principal es maximizar la calidad de vida relacionada con la salud, lo
que podria lograrse controlando la actividad de la enfermedad, previniendo los dafios
estructurales y mejorando/manteniendo las funciones fisicas y la participacion social. (226)

(227)
1.9.2. Tratamiento farmacoldgico no bioldgico

Las versiones actuales de las principales recomendaciones internacionales basadas en
pruebas cientificas para el tratamiento de la EspAax (recomendaciones ASAS y EULAR de 2017 y
las recomendaciones del American College of Rheumatology (ACR)/SPARTAN de 2016 (228)) son
muy parecidas y solo difieren en algunos puntos relacionados con la interpretacion de la

bibliografia existente.
i. Antiinflamatorios No Esteroideos (AINEs)

Los AINEs siguen siendo la piedra angular del tratamiento farmacolégico en la EspAax (228).
Actualmente se recomienda el uso de los antagonistas selectivos de la ciclooxigenasa 2 (COX-2),
hasta la dosis maxima (tolerada), junto con el ejercicio/fisioterapia continua y la educacion de
los pacientes. Esta recomendacién se basa en la evidencia robusta de que los AINEs son efectivos
en la reduccién del dolor y la rigidez en pacientes con EspAax-r, y existen datos procedentes de

estudios observacionales sobre su efectividad en formas no radiograficas. Ademas, presentan
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efecto en la reduccidn de la inflamacion objetivada en la disminucién de niveles de la PCRy en
la reduccion del EMO en la imagen de RM-SI. No obstante, aln existe controversia sobre su
posible efecto reductor de la progresidn radiogréfica en el tiempo, existiendo estudios a favory
en contra de esta hipdtesis. Actualmente se esta llevando a cabo un ensayo clinico que investiga

el efecto del celecoxib (inhibidor de la COX-2) en combinacion con el tratamiento con anti-TNF.

En cuanto a la seguridad de su uso, datos de estudios observacionales sugieren un efecto
protector de la toma de AINEs en estos pacientes en términos de mortalidad general y riesgo CV
debido a la reduccién de la inflamacidn sistémica subyacente (51). Aunque un estudio reciente
sugiere que no hay diferencias entre el celecoxib, ibuprofeno y naproxeno en lo que respecta a
las ECV, un gran estudio de metaandlisis sobre el tratamiento de estos pacientes con diferentes
AINEs no mostré diferencias significativas entre los inhibidores selectivos de la COX-2 y los AINEs
tradicionales, pero sugirié que el naproxeno puede estar asociado con la reduccion del riesgo
cardiovascular (229). Los inhibidores selectivos de la COX-2, por otro lado, tienen un mejor perfil

de seguridad gastrointestinal, especialmente en pacientes de alto riesgo.

En cuanto al posible papel de los AINEs en la aterosclerosis, el metabolismo del acido
araquiddnico estd implicado en la fisiopatologia de las enfermedades isquémicas CV, y se ha
prestado especial atencidn a la via catalizada por la ciclooxigenasa, que conduce a la produccién
de prostanoides. El uso de los inhibidores de la COX-2 (COXIBs) ha revelado un aumento de la
incidencia de eventos CV, especialmente el infarto de miocardio, ya que el equilibrio entre las
isomerasas de prostaglandinas proinflamatorias y anti-inflamatorias parece ser un
determinante importante del papel de la COX-2 en la estabilidad de la placa. Algunos estudios
realizados en pacientes con enfermedades reumaticas inflamatorias han encontrado que el uso
alargo plazo de algunos AINEs podria ayudar a disminuir el riesgo CV relacionado con la situacion
de inflamacidn persistente en estos pacientes. Se han propuesto varios tratamientos anti-
inflamatorios como posibles estrategias terapéuticas para la aterosclerosis al reducir el riesgo
vascular general impuesto por la inflamacion. Ademas, el tratamiento del proceso inflamatorio
subyacente podria contribuir a mejorar el riesgo CV en pacientes con enfermedades reumaticas

inflamatorias (230).
ii.  Analgésicos

El uso de analgésicos no narcéticos se recomienda en situaciones donde las terapias de
primera linea (incluyendo los FAMEsb) no han logrado controlar de forma eficaz el dolor o donde

se encuentran contraindicadas. Considerando la preocupacién por la adicciéon a los
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estupefacientes en la sociedad, el desarrollo de los analgésicos que funcionan a través de

mecanismos no narcéticos, sera cada vez mas importante.
iii.  Glucocorticoides

Sélo un ensayo clinico aleatorizado ha investigado el efecto de la prednisolona sistémica en
pacientes con EspAax-r. Se observé una mejoria del 50% del BASDAI en el 33% de pacientes
tratados con prednisolona oral 50 mg/dia durante 2 semanas en comparaciéon con sélo el 8% de
respuesta en pacientes tratados con placebo, aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. Ademas, se observé una mejora significativa en el ASDAS (231). Esto podria
justificar un tratamiento a corto plazo con glucocorticoides orales como una posible opcién de
tratamiento en situaciones clinicas especiales, como el tratamiento de un brote agudo de la
enfermedad en pacientes con una enfermedad estable o como tratamiento puente hasta que
otro tratamiento efectivo pueda iniciarse. Considerando los efectos secundarios de los
glucocorticoides a largo plazo y la falta de datos que demuestren un beneficio en la EspAax, el

tratamiento con glucocorticoides a largo plazo no se encuentra recomendado.

En relacion al tratamiento de las EspAax con glucocorticoides intravenosos, un ensayo
abierto y datos observacionales han informado de alguna mejoria clinica en los pacientes (232).
Ademas, el uso de inyecciones locales de corticoesteroides en presencia de las manifestaciones
periféricas predominantes (artritis/entesitis) o sacroilitis unilateral aislada se recomienda como

una opcién terapéutica.
iv.  Farmacos modificadores de la enfermedad sintéticos convencionales (FAMEsc)

Las guias de tratamiento se basan en la evidencia de que los FAMEsc, en general, no son
eficaces en el tratamiento de la afectacidén axial de los pacientes con EspA, pero podrian
presentar efectos beneficiosos en los pacientes con compromiso de las articulaciones (artritis).
En los pacientes con EspAax con artritis periférica concomitante, el tratamiento con
sulfasalazina mostré una eficacia moderada (233), mientras que no hubo efecto sobre la
entesitis periférica. Tampoco se ha encontrado evidencia de eficacia del metotrexato en el
compromiso axial, y muy escasa en la afectacion articular periférica y en la entesitis. En cuanto
a la leflunomida, no se encuentra indicada para el tratamiento de la afectacién axial, pero si

podria tener un papel en el tratamiento de la afectacion articular periférica.
v.  Fdrmacos modificadores de la enfermedad sintéticos dirigidos (FAMEst)

Este grupo incluye las pequenas moléculas como los inhibidores de las JAK (tofacitinib,

baricitib), aiin en fase de ensayo clinico pero con resultados esperanzadores (234), upadacitinib
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-ya aprobado- (235) y el inhibidor de la fosfodiesterasa-4 apremilast, el cual estd indicado

actualmente para el tratamiento de la psoriasis y artritis psoriasica (236).
1.9.3. Tratamiento farmacoldgico bioldgico

Los FAMEsb son proteinas desarrollado por técnicas biotecnolégicas que pueden bloquear
las citoquinas inflamatorias a través de diferentes mecanismos. Esto se logra, principalmente,
por medio del disefio de anticuerpos monoclonales contra las citoquinas o sus receptores
(nombre del farmaco genérico terminado en "-mab"); una forma alternativa es la construccién
de una molécula que consiste en un receptor de citoquinas solubles acoplado al fragmento
constante (Fc) de una inmunoglobulina (hombre del farmaco genérico terminado en "-cept");

finalmente, existe la posibilidad de disefiar antagonistas de receptores.
I Inhibidores del TNF (anti-TNF)

En la mayoria de los paises existen cinco inhibidores del TNF (anti-TNF) aprobados para el
tratamiento de pacientes con EspAax activa. De estos, cuatro son anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el TNF-a (infliximab, adalimumab, golimumab, y certolizumab) y el quinto,
etanercept, es un receptor soluble compuesto del receptor TNF p75 fusionado con la 1gG1
humana. Estos tratamientos producen una mejora de los signos y sintomas de la inflamacién
axial, lo que se asocia con disminuciones significativas en las medidas objetivas de inflamacion,
como la PCR o las lesiones inflamatorias en la RM-SI y/o la columna vertebral. Ademas, también
presentan eficacia demostrada en el control de las formas periféricas y las manifestaciones

extraarticulares de la enfermedad.

Los anti-TNF estdn indicados en pacientes con una enfermedad axial persistentemente activa
(definida como BASDAI 24 o0 ASDAS >2.1), que han fallado a terapia adecuada con AINEs (durante
al menos 4 semanas). Para su indicacidn en pacientes con EspAax-nr, la presencia adicional de
medidas objetivas de inflamacién (ya sea una PCR elevada o inflamacién en la RM-SI) es

obligatoria para la aprobacién europea.

En cuanto a la progresidn radiografica, debido a la lenta tasa de progresidn radiogréfica -
determinada por la puntuacidon del mSASSS-, los ensayos clinicos aleatorizados controlados por
placebo no se consideran éticos en la EspAax. Ademas, un estudio realizado en una cohorte
histérica no expuesta a FAMEsb, la comparacion inicial de la progresion radiografica tras 2 afios
de terapia con anti-TNF (infliximab, etanercept, y adalimumab) no mostraron una diferencia
significativa. Sin embargo, basdandose en la asociacidén entre la actividad de la enfermedad
(ASDAS) y los consiguientes dafios estructurales, existe actualmente una acumulacién

circunstancial de evidencias de que los anti-TNF pueden inhibir la formacién de sindesmofitos
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después de un periodo de tiempo mayor (24 afios) a través de la supresién mantenida de la

actividad inflamatoria (237) (238) (239).

En cuanto a la seguridad, se deben tener en cuenta los factores de riesgo de infeccion (edad,
presencia de comorbilidades y medicacidon concomitante, entre otros). Un riesgo bien conocido
es la reactivacidn de la tuberculosis latente. Sin embargo, la recomendacién de procedimientos
para la adecuada prevencién de la tuberculosis ha logrado que este problema se haya superado
en gran medida (240). Por ultimo, con respecto a las enfermedades malignas, la evidencia actual
parece sugerir que no hay un aumento significativo del riesgo de canceres sdlidos y los datos

sobre el linfoma también parecen ser tranquilizadores (241).

Es importante buscar factores predictores de respuesta a tratamiento con los anti-TNF, que
sean capaces de identificar pacientes que presentardn una respuesta adecuada al tratamiento,
sobre todo considerando la carga econdmica y los potenciales efectos adversos de estas
terapias; como la presencia de inflamacién basal al inicio del tratamiento (determinada por la
elevacién de la PCR o la VSG), la presencia de artritis periférica, la existencia de edema dseo en
RM-SI, un ASDAS basal elevado, una menor puntuacién en el BASFI basal, un BASMI y un Schober
reducidos, edad joven, corta duracion de la enfermedad, sexo masculino, positividad para HLA-
B27. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha encontrado ninglin biomarcador o conjunto de

biomarcadores que ayuden a predecir la respuesta al tratamiento.
ii. ~ Inhibidores de la IL-17

Actualmente existen varios inhibidores de la IL-17 aprobados (secukinumab, ixekizumab) o
que estan todavia bajo investigacién (brodalumab, y bimekizumab). Dada la importancia del eje
IL-17/1L-23 en la EspAax, esta via se ha convertido en una obvia y novedosa diana terapéutica.
Secukinumab e ixekizumab se dirigen contra la IL-17A, el bimekizumab contra la IL-17A y la IL-
17F, mientras que el brodalumab se dirige al receptor de la IL-17, y por lo tanto inhibe todas las
formas de IL-17. La baja tasa de progresion radiografica observada con el secukinumab es muy
alentadora pero requiere estudios controlados a largo plazo antes de obtener conclusiones
definitivas sobre el efecto de la terapia anti-IL-17A en la inhibicion de la progresion del mSASSS

en pacientes con EspAax-r (242).
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2. JUSTIFICACION

La EspAax se caracteriza por la inflamacién y la formacién de nuevo hueso, caracteristicas
ambas que contribuyen sustancialmente a la carga y al impacto de la enfermedad. La formacién
de nuevo hueso es una caracteristica importante de la EspAx, ya que puede conducir a la
anquilosis de las articulaciones espinales o sacroiliacas, la reduccion de la movilidad y el

aumento de la discapacidad.

Hasta la fecha, la EspAax es una enfermedad dificil de diagnosticar antes de que se produzca
un dafo estructural irreversible en la articulaciéon sacroiliaca, y la patogénesis de la enfermedad
y sus comorbilidades asociadas aln no se han dilucidado completamente, existiendo lagunas en
cuanto a los mecanismos involucrados en el desarrollo y progresion de la misma. Como
resultado, el manejo y tratamiento de la EspAax no es completamente satisfactorio. En este
sentido se ha observado que el proceso de NETosis juega un papel fundamental en la
patogénesis de diferentes enfermedades reumatoldgicas (i.e. AR o LES). Sin embargo, el proceso

de NETosis no se ha investigado en pacientes con EspAax-r.

Una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en pacientes con EspAax es la
enfermedad cardiovascular, una enfermedad en la que los factores de riesgo tradicionales
clasicos o el estado inflamatorio juegan un papel crucial. No obstante, hasta la fecha, ningln
estudio ha evaluado la contribucién de los dafos estructurales al aumento del riesgo
cardiovascular y la presencia de aterosclerosis subclinica en pacientes con EspAax,

independientemente de la edad.
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3. HIPOTESIS

Dado lo anteriormente expuesto, nuestras hipotesis de partida para ambas partes del estudio

son las siguientes:

1- Primer estudio. La desregulacion del proceso de NETosis en pacientes con EspAax-r
podria ser una de las principales causas que subyace a la patogénesis de la EspAax-r y

que esta desregulacién podria revertirse con terapia anti-TNF-a.

2- Segundo estudio. El incremento de riesgo CV estimado en pacientes con EspAax se

encuentra asociado con un mayor dano estructural en la columna vertebral.
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4. OBIETIVOS

Objetivo General:

- Aportar nuevas evidencias que ayuden a aclarar el complejo entramado que caracteriza

la fisiopatologia de las espondiloartritis.
Objetivo principal del primer estudio:

- Evaluar el papel de la NETosis en la patogénesis de la EspAax-r y analizar los efectos

beneficiosos de la terapia anti TNF-a sobre este proceso celular.
Objetivos secundarios:

- Analizar la generacion espontanea de NETosis en pacientes con EspAax-r en relacidn a
donantes sanos.

- Estudiar la alteracion de los componentes de la cascada de transduccidn de seiiales que
activa el proceso de NETosis.

- Evaluar la relacion entre los productos derivados de la NETosis en circulacion y los
pardametros inflamatorios clinicos.

- Determinar la relevancia de los productos derivados de la NETosis en circulacién como
potenciales biomarcadores para el prondstico y monitorizacién de la enfermedad en
pacientes con EspAax-r.

- Evaluar la modulacién de la NETosis en pacientes EspAax-r tratados con infliximab, un
antagonista del TNF-a, y su efecto sobre el perfil inflamatorio de las células

mononucleares de sangre periférica.
Objetivo principal del seqgundo estudio:

- Evaluar la asociacidn entre los factores de riesgo de CV estimado y la aterosclerosis
subclinica con el dafio estructural radiografico, independientemente de la edad, en un

registro de pacientes con EspAax (CASTRO).
Objetivos secundarios

- Analizar el riesgo CV en un registro de pacientes con EspAax de Cérdoba (CASTRO).

- Evaluar la asociacion entre el riesgo CV medido por el SCORE y el dafio estructural en
pacientes con EspAax.

- Estimar la relacion entre el riesgo CV medido por el SCORE y la ecografia carotidea en

pacientes con EspAax.
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Establecer clisters basados en la presencia de placas carotideas y los niveles de cIMT
derecho e izquierdo para definir fenotipos diferentes de pacientes segln la prevalencia

de factores de riesgo CV y establecer su relacidn con el dafo estructural.
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5. PACIENTES, MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos propuestos para esta Tesis Doctoral hemos desarrollado dos
sistemas de reclutamiento de pacientes, de material utilizado y de métodos empleados. Ambos
sistemas se han implementado secuencialmente, uno tras otro, intentando dar respuesta a las

preguntas de investigaciéon que motivan los trabajos conducentes a esta tesis doctoral:

5.1. Sistema 1: Estudio del papel de la NETosis en la patogénesis de la

espondiloartritis axial radiografica

I Disefio del estudio y participantes

Los participantes incluidos en el presente estudio fueron seleccionados de la consulta
monografica de EspA del Servicio de Reumatologia del Hospital Universitario Reina Sofia
(Cérdoba, Espaiia) tras la previa aprobacidn por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital.
Para el estudio transversal, disefiado para evaluar la generacién espontdnea de NETosis y su
asociacién con parametros clinicos inflamatorios, se incluyeron 30 pacientes con EspAax-r (25
hombres y 5 mujeres) y 32 donantes sanos relacionados en sexo y edad (22 hombres y 10
mujeres) mientras que para el estudio longitudinal prospectivo, disefiado para evaluar el efecto
de la terapia anti-TNF-a sobre el proceso de NETosis, se empled una cohorte adicional de 15
pacientes con EspAax-r (12 hombres y 3 mujeres) tratados con infliximab durante 6 meses en
dosis de 3mg/kg/dia por via intravenosa a los tiempos 0, 2 y 6 semanas, y posteriormente
administrado cada 8 semanas. Todos los pacientes incluidos en el presente trabajo cumplian
criterios de clasificacion para EspAax ASAS (4), los cuales permiten también la inclusién de
pacientes con forma clinica establecida de EspAax-r segun criterios de Nueva York modificados
(6). Asi mismo, todos eran mayores de edad (>18 afios) y capaces de comprender y completar

los cuestionarios autoreportados.

Los criterios de exclusién fueron: embarazo, enfermedades malignas, infecciones crdnicas,
otras enfermedades reumatoldgicas inflamatorias, manifestaciones extraarticulares de la EspA
(psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, uveitis) e incapacidad para entender los

procedimientos del protocolo.

A todos los participantes se les completd la historia clinica, y se les realizé un examen fisico

y un analisis bioquimico. Los siguientes datos fueron recogidos para el estudio transversal:

1) Sociodemograficas: edad, sexo.
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2) Relacionadas con caracteristicas de la enfermedad: duracion de la enfermedad,
presencia o ausencia de antigeno HLA-B27, niveles en plasma de TNF-a y concentracion
de IL-1B (pg/mL), y la terapia administrada. La actividad de la enfermedad fue
determinada por los niveles de PCR (nmol/L), la VSG (mm/h) y el BASDAI (139). La
funcionalidad y la movilidad espinal se determindé mediante los indices BASFI (152) y
BASMI (154), respectivamente. El dafio estructural fue evaluado mediante la

determinacion del mSASSS (243).

En el estudio longitudinal, el cuaderno de recogida de datos incluyd los siguientes pardmetros

clinicos:

1) A nivel basal: edad, sexo, duracion de la enfermedad, presencia o ausencia de HLA-B27
y la terapia administrada. La actividad de la enfermedad fue determinada por los niveles
de PCR (nmol/L), VSG (mm/h), y el BASDAI. La funcion fisica de los pacientes con EspAax-
r fue evaluada por el BASFI, y el dafio estructural se midié con el mSASSS.

2) Después de seis meses de tratamiento con infliximab: la actividad de la enfermedad
determinada por PCR (nmol/L), VSG (mm/h), y BASDAI y la funcionalidad de los

pacientes por el BASFI.

Todos los participantes manifestaron su consentimiento informado por escrito antes de la

obtencion de la muestra.

El presente estudio siguid los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki (1964), el
Convenio del Consejo Europeo sobre los Derechos Humanos y la Biomedicina (1997), la
Declaracién Universal de la UNESCO sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos (1997),
los requisitos establecidos en la legislacion espafiola en el area de investigacidn, de proteccién
de datos de caracter personal y de bioética, en virtud de la Ley 14/2007 (Julio) sobre la
Investigacion Biomédica. Asi mismo, este trabajo se ajusto a lo dispuesto en la Ley 31/1995 (de
8 de noviembre) sobre prevencién en materia de salud y seguridad laboral, y los reales decretos
relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos, y la investigacion con células y tejidos

humanos.

ii.  Obtencion de muestras bioldgicas

Tras 8 horas de ayuno, se procedié a la extraccién de muestras de sangre periférica venosa
en tubos estériles BD Vacutainer® que contenian 0.129M de citrato trisédico (Becton Dickinson,
Meylan, Francia) y tubos Vacuette con activador de coagulacién, Z Serum Clot Activator
(Vacuette, Madrid, Espafia). Las muestras fueron procesadas dentro de las 4 horas posteriores

a su extraccion. En concreto, el plasma se obtuvo mediante centrifugacion a 2000 revoluciones
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por minuto (rpm) durante 10 minutos a 42C. A continuacidn, tanto el plasma como el tubo de
suero se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos a 42C. Ambos, el suero y el plasma
obtenidos, se alicuotaron y conservaron a -802C hasta su posterior andlisis. Diversos marcadores
de inflamacién (PCR y VSG) y factores genéticos (gen HLA-B27) se evaluaron como parte del

manejo rutinario del paciente.
iii. ~ Marcadores inflamatorios en plasma

Los niveles plasmaticos de TNF-a y de IL-1B fueron examinados usando un ensayo Bio-Plex

Pro (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
iv.  Purificacion de leucocitos

Se aislaron neutréfilos de la sangre de los pacientes y de los controles sanos mediante un
protocolo estandar de separacion por centrifugacion en gradiente de densidad (Dextran, Ficoll-
Hypaque). Esta técnica esta basada en el mismo método que el Ficoll-Hipaque pero con un paso
previo que consiste en la adiciéon de dextrano que hace que los neutréfilos tengan la misma
densidad que los leucocitos mononucleados. Se mezcla toda la sangre en un tubo y se afiade
igual cantidad de dextrano al 3%. Se incuba a 42C durante 45 minutos. Tras la incubacion se
observaron dos fases: una superior con los leucocitos y otra inferior con hematies. A
continuacidn, se recogen los leucocitos, se les afiade Ficoll (proporcion 2:1), y se centrifuga a
2500 rpm durante 20 minutos a 209C (sin aceleracion ni deceleracidn), tras lo cual se realiza una

lisis eritrocitaria con solucion hipotdénica (Figura 5).

Fraccidn Centrifugacién
2500
enriguecida en 20min ;g;né | Plasma
. . [ PBMICs
IE‘UCO‘C|tOS —
Ficoll

. ]
Ficoll , . .
co \/ ' Meutrofilos y restede eritrocitos

Tampon de lisis de Centrifugacio
eritrocitos+ 1800rpm,
eritrocitos 5 min 42C
+ neutrofilos
5 min en agitacion,
temperatura

ambiente -

Neutrofilos

Figura 5. Obtencidn de neutrdfilos mediante centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll-
Hypaque y posterior lisis de eritrocitos con solucidn hipotdnica.
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Como los neutréfilos podian ser activados por el método de aislamiento, se evalué la
expresion de CD11b y CD62L en neutrdéfilos de donantes sanos (n = 5) procedentes de la capa
leucoplaquetaria (en inglés buffy coat) obtenida tras la centrifugacién a 2500 rpm durante 15
minutos a temperatura ambiente (sin aceleracién ni deceleracion) y tras la sedimentacién en
dextrano seguido de la centrifugacién en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque. Ambos
marcadores de activaciéon de neutréfilos fueron medidos por citometria de flujo (citdmetro
FACScalibur de un solo laser, BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.) tras el marcaje de los mismos
con un anticuerpo anti-CD11b marcado con ficoeritrina (anti-CD11b PE; BD Biosciences) y un

anti-CD62L marcado con fluoresceina isotiocianato (FITC; eBioscience, San Diego, CA, EE.UU.).

No se hallé diferencias estadisticamente significativas en la expresién de CD11b y CD62L
entre la capa leucoplaquetaria y el método de aislamiento utilizado en nuestro estudio

(Figura 6).
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Figura 6. Expresion de CD11b (a) y CD62L (b) en la superficie de los neutrdfilos de donantes sanos
obtenidos en la capa leucoplaquetaria y de aquellos aislados tras la centrifugacion en gradiente de

densidad (dextran, Ficoll-Hypaque) (n=5). Los histogramas representativos se muestran en los paneles de la
izquierda. Los grdficos de barras (paneles de la derecha) muestran la media + SEM de la intensidad media de fluorescencia
(MFI). Los datos se analizaron usando una prueba T de Student para muestras relacionadas. BC: capa leucoplaquetaria; D-F,
sedimentacion de dextrano seguida de la centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque.

Asi mismo, se aislaron PBMCs de los donantes sanos mediante centrifugacién en gradiente

de densidad Ficoll-Hypaque (StemCell Technology, Oslo, Noruega).
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La pureza de las poblaciones (neutrdfilos y PBMCs) se evalud por citometria de flujo
(citdmetro FACScalibur de un solo laser, BD Biosciences) analizando el tamafio y la complejidad

(forward and side scatters). La pureza fue 295% tanto para neutréfilos como para PBMCs.
v.  Generacion y cuantificacion de NETs

Neutroéfilos aislados de pacientes con EspAax-r (n = 6) y donantes sanos (n = 6) fueron
sembrados en placas de 24 pocillos (6 x 10° células/pocillo) sobre un cubreobjetos de vidrio
Corning®BioCoat™Poly-L-Lysine (Corning, Nueva York, EEUU) e incubadas durante 6 h a 372C,
5% de CO,, para determinar la generacidn espontdnea de NETosis o tratadas con 600 nM del
inductor de NETosis PMA (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA) durante 2 horas como control
positivo. A continuacion, los neutrdfilos fueron fijados con 4% de paraformaldehido durante 15
minutos y lavadas tres veces con PBS. En primer lugar, las células fueron teiiidas con el colorante
Sytox orange 5 mM (Life Technologies, Bleiswijk, Holanda) para visualizar el ADN con un
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse-Ti-S (Nikon, Amsterdam, Holanda). Para evaluar la
generacion de la NETosis, se tomaron un total de cinco imdagenes seleccionadas al azar de
diferentes regiones de cada cubreobjetos mediante un objetivo de 20x. Las NETs se identificaron
manualmente en las imdgenes digitalizadas como estructuras Sytox-positivas que derivaban de
células que tenian un drea dos veces superior a aquellas células basales no marcadas (244) y
fueron contadas al menos 3 veces por dos observadores independientes utilizando el software
IMAGE-J (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.). Los resultados se expresaron como porcentaje de las
NETs (formacion de NETSs).

En segundo lugar, los neutrdfilos fijados fueron incubados con el anticuerpo primario anti-
NE humano (1:40) [RbmAb to Neutrophil Elastase (Abcam, Cambridge, Reino Unido)] durante la
noche a 429C, seguido por una incubacién con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa-
Fluor 488 (1:1000) (Abcam) durante 1 hora a 42C. El ADN nuclear se detecté incubando células
marcadas con DAPI 300 nM [del inglés 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole (Invitrogen, Carlsbad,
California, EEUU)] durante 3 minutos a temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron
colocados en Aqua Poly/Mount (Polysciences, Inc, EEUU) y visualizados mediante el microscopio
de fluorescencia Nikon Eclipse-Ti-S (NIS-Elements imaging software). Las muestras fueron
analizadas y cuantificadas por dos investigadores independientes mediante el programa de
procesamiento de imagenes digitales Image J (NIH). La colocalizacién entre NE y DAPI se estimé
por el grado de superposicion entre los dos canales fluorescentes. Se considerd que los
neutrdéfilos producian NETs cuando eran positivos para NE y DAPI. Las NETSs se calcularon como

el promedio de las células tefiidas con NE y DAPI (al menos 5 campos al azar de cada
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cubreobjetos/muestra [x 20]), normalizados al nimero total de células. Los resultados se

representan como porcentaje de NE/ nimero total de células.

Para la microscopia electrénica de barrido, los neutrdfilos aislados de los pacientes con
EspAax-r (n = 3) y los donantes sanos (n = 3) se fijaron en un tampdn de glutaraldehido 2.5% y
cacodilato 0.1M (pH 7.2) durante 45 minutos, se lavaron dos veces en el mismo tampdn durante
10 minutos/lavado y se deshidrataron en etanol absoluto (serie de 3 lavados de 1 minutos cada
uno). El etanol absoluto se cambio 3 veces (10 minutos cada una). A continuacidn, se eliminé el
etanol de las muestras, se incubaron a 352C durante 20 minutos y se utilizé un High Vacuum
Coater Leica EM ACE600 (Leica Microsystems, Barcelona, Spain) para incluir las células en oro.
Las muestras se visualizaron y fotografiaron mediante Microscopio Electrdnico de Barrido JEOL

JSM 7800F (Jeol, Tokyo, Japan).
vi. Determinacion del ADN extracelular en muestras de sobrenadante

Los neutréfilos aislados de pacientes con EspAax-r (n = 6) y donantes sanos (n = 6) se
sembraron en una placa negra de 96 pocillos (2 x 10* células/pocillo) con RPMI 1640 sin rojo
fenol (Sigma-Aldrich) y se tifieron con 0.2 uM del colorante Sytox green (Sytox Green Nucleic
Acid Stain, Invitrogen) durante 6 horas a 372C en oscuridad. Como control positivo, los
neutrdéfilos se incubaron en presencia de 600 nM de PMA (Sigma-Aldrich) durante 2 horas. Las
muestras se midieron mediante fluorimetria (485/535 nm) en el lector de placas Infinite F200®
Pro (Tecan Group Ltd., Madnnedorf, Suiza). Los resultados se expresaron como unidades de

fluorescencia relativas (RFU) menos el fondo como control.
vii.  Expresion génica

El ARN total de los neutroéfilos y PBMCs se extrajo utilizando TRIsure (Bioline, Taunton, MA,
USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Un requisito previo para que las muestras
se incluyeran en la RT-gPCR fue que dieran un patrén no degradado de las subunidades 18Sy
28S del ARN ribosomal en un gel de agarosa al 1.2%. La pureza del ARN se determind en cada
muestra por medio de relaciones de absorbancia A260/A280, que estuvo entre 1.8 y 2.0. A
continuacién, la RT-qPCR se realizdé en dos pasos. La RT se llevd a cabo utilizando el kit de
transcripcién inversa QuantiTect® (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Seguidamente, los niveles de expresion de los mediadores inflamatorios se
determinaron mediante PCR en tiempo real utilizando un termociclador LightCycler® (Roche
Diagnostics, Basilea, Suiza). La reaccién se llevé a cabo con la mezcla maestra de PCR SYBR®
Green (Takara Bio Inc., Madrid, Espafa) segun el protocolo del fabricante. Las secuencias de

primers o cebadores se enumeran en la Tabla1l. EIl GAPDH fue seleccionado como gen
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constitutivo. Los datos de la PCR en tiempo real fueron analizados por el método 2-AACt. La
expresion de los genes diana se normalizd a la media del gen constitutivo. Todas las mediciones
se realizaron por duplicado. Los controles, que consistian en una mezcla de reaccién sin ADNc,
fueron negativos en todas las PCR. La fidelidad de la PCR se determind mediante el analisis de la

temperatura de fusién del ADN.

Secuencia 5°-3°

Primer Proveedor
Forward Revers
Sigma-Adrich,
GADPH TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG ACATCGCTCAGACACCATG
Steinheim, Germany
IDT, Leuven,
STAT-3 AGGCATTTGGCATCTGACAG TGCTTCCCTGATTGTGACTG
Belgium
TNF-a IDT TCAGCTTGAGGGTTTGCTAC TGCACTTTGGAGTGATCGG
Qiagen, Hiden,
IL-18 No suministrado por el fabricante No suministrado por el fabricante
Germany
IL-1a IDT AGTTCTTAGTGCCGTGAGTTTC GTGACTGCCCAAGATGAAGA
IL-6 IDT GCCCCACACAGACAGCCACTCACC TGCCTCTTTGCTGCTTTCACACAT
IL-23 IDT GGCGCAGAGCCAGCCAGATT ACCCTCAGGCTGCAGGAGTTGG

Tabla 1. Lista de primers. GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; IL: interleucina; STAT:
transductor de sefial y activador de la transcripcion; TNF: factor de necrosis tumoral.

viii. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo en neutrdfilos

Los biomarcadores de estrés oxidativo se determinaron mediante citometria de flujo en un
citdmetro FACSCalibur de un solo laser (BD Biosciences). Los datos adquiridos se analizaron
posteriormente en el software CELL Quest (BD Biosciences), utilizando un dot plot con el tamaiio
relativo (forward scatter o FSC) y la complejidad interna o granulidad relativa (side scatter o SSC)

para la seleccion y analisis de las diferentes subpoblaciones celulares.

Para la evaluacion de la generacidn de ROS, incluidos los peréxidos y peroxinitritos, las células
se incubaron con 20.5 uM de diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFHDA; Sigma- Aldrich)
y 5 uM de dihidroRodamina-123 (DHRH123; Sigma-Aldrich) durante 30 minutos en oscuridad a
379C. Para la deteccién del glutatiéon intracelular (GSH), se incubaron células con 1 uM de

5-clorometilfluoresceina diacetato (CMF-DA; Invitrogen) durante 30 minutos en oscuridad a
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379C. Las células se lavaron y se resuspendieron en PBS y luego se analizaron en un citometro
FACSCalibur de un solo laser (BD Biosciences). El potencial de membrana mitocondria (AWm) se
determind mediante el kit BD MitoScreen (JC-1) (BD Biosciences) segun las instrucciones del

fabricante.
ix. Determinacion de la expresion de elastasa y mieloperoxidasa en neutrofilos

Se incubaron 100 uL de sangre periférica con 1 mL de buffer de lisis de eritrocitos (BD Pharm
Lyse Lysing Buffer, BD Biosciences, San José, CA, EEUU) durante 10 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Después de centrifugar a 1800 rpm, durante 5 minutos a 42C, las células
fueron fijadas y permeabilizadas con 250 pL de buffer (BDCytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization solution kit with BD Golgi Plug™, BD Biosciences) durante 20 minutos
a 49C y entonces incubadas con el anticuerpo anti-MPO humana conjugado con FITC (BD
Biosciences) o con el anticuerpo primario anti-NE humano(1/20) [RbmAb to Neutrophil Elastase
(Abcam)], durante 20 minutos a 42C en oscuridad. Posteriormente, para el andlisis de la
expresion de NE se afiadié un anticuerpo secundario Alexa-Fluor 488 (1:1000) (Abcam) y se
incubé durante 30 minutos a 4 2C en oscuridad. Los isotipos IgG se utilizaron como controles
negativos. Finalmente, tras un lavado celular, se llevé a cabo la adquisicion mediante citometria

de flujo en el citémetro FACSCalibur (BD Biosciences).
X.  Extraccion de proteinas y andlisis mediante Western Blot

La fraccidn enriquecida en proteinas citosdlicas fue aislada mediante el tampdn de lisis A,
gue contenia Hepes (20 mM), KCI (10 mM), EDTA (0.1 mM), EGTA (1 mM), DTT (1 mM), PMSF
(0.5 mM), céctel de inhibidores de proteasas (15 puL/mL; Sigma-Aldrich-Merck KGaA) and Igepal
CA-630 (0.5%; Sigma-Aldrich-Merck KGaA). La mezcla se centrifugd a 13000 rpm durante 5

minutos a 42Cy el sobrenadante se almacend (extracto citosélico) a -802C.

El extracto nuclear se obtuvo incubando el pellet obtenido del extracto citosdlico con el
tampdn de lisis C [Hepes (20 mM), NaCl (0.4 mM), EDTA (1 mM) EGTA (1 mM), DTT (1 mM),
PMSF (0.5 mM) y coctel de inhibidores de proteasas (15 uL/ml)] durante 15 minutos a 4°C y
posterior centrifugacién a 13000 rpm durante 5 minutos a 49. El sobrenadante (extracto nuclear)

se recogio y se almacené a -80°C.

La concentracién de proteina fue determinada mediante el método de Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, EEUU). El andlisis de las proteinas se llevd a cabo mediante
inmunotransferencia. Para ello, 20 pg de proteina, tanto citosdlica como nuclear, se anadio al
tampon de carga Laemmli sample buffer siguiendo las recomendaciones del fabricante (BioRad

Laboratories) y se desnaturalizaron a 952C durante 5 minutos. Las muestras se cargaron en geles
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de poliacrilamida TGX Stain-Free™ (BioRad Laboratories). La electroforesis se realizé con una
camara comercial (Bio-Rad Laboratories) a 120 V y 90 mA. A continuacidn, las proteinas se
transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa mediante un trans-blot turbo (Bio-Rad
Laboratories). Seguidamente, la membrana se bloqued en TBS-T (del inglés, Tris-Buffered Saline)
al 3% de BSA (del inglés, Bovine Serum Albumin) para evitar las uniones inespecificas y se incubd
con los correspondientes anticuerpos primarios contra las proteinas nucleares y citosélicas
correspondientes [anti-Histone citrulinada H3 (diluciéon 1:1000; Abcam), anti-PAD4 (dilucion
1:1000; Abcam), y anti-factor nuclear (NF)- kB [dilucién 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA]), durante toda la noche a 42C. A continuacidn, la membrana se lavé tres
veces con TBS-T para eliminar el anticuerpo primario y se incubd con el anticuerpo secundario
anti-rabbit IgG-HRP (dilucién 1:7500, Santa Cruz Biotechnology, Madrid, Espafia), durante 1 hora
a temperatura ambiente. La tecnologia stain-free (Bio-Rad Laboratories) fue utilizada como
control de carga de proteinas. Esta tecnologia emplea un método patentado del gel de
poliacrilamida que permite a las proteinas ser fluorescentes mediante una fotoactivacion corta.
Los reactivos ECL Advance Detection (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia) se utilizaron
para detectar la quimioluminiscencia mediante el aparato Molecular Imager®ChemicDoc™
(BioRad Laboratories) con el programa ImageLab™ Software 5.1 (BioRad Laboratories). El
andlisis densitométrico se llevd a cabo mediante el programa ImagelLab™ Software 5.1 (BioRad

Laboratories).
xi.  Cuantificacion de ADN circulante

Se incubaron 10 pL de plasma de pacientes y donantes sanos con Sytox Green 1 uM (Sytox
Green Nucleic Acid Stain, Invitrogen) en buffer TBS [del inglés Tris-buffered saline (50mM Tris-
Cl, pH 7.5 y 150mM NaCl)] a temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad.
Paralelamente, como control, se utilizé una dilucién seriada de ADN de salmén (Sigma-Aldrich-
Merck KGaA) como curva de calibracion. Las muestras se midieron mediante fluorimetria

(485/528 nm) en el fluorimetro Infinity F200® Pro (TECAN, Mannedorf, Suiza).
xii. Determinacion de elastasa y nucleosomas circulantes

Los nucleosomas fueron medidos usando el kit Human Cell Death Detection ELISAPLUS
(Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, los anticuerpos
monoclonales contra el ADN (de cadena doble y simple) y contra las histonas (H1, H2A, H2B, H3
y H4) se utilizaron para detectar mono- y oligo-nucleosomas en suero de pacientes con EspAax-
r y donantes sanos. La elastasa, por su parte, fue medida por el kit PMN Elastase Human ELISA

(Abcam) en suero de pacientes con EspAax-r y donates sanos siguiendo las recomendaciones
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del fabricante. La cuantificacion de los niveles circulantes de nucleosomas y elastasa se llevé a
cabo mediante el espectrofotrémeto PowerWave XS Microplate (BioTekInstrument, Winooski,

Vermont, EE.UU.).
Xiii. Experimentos in vitro

Para evaluar los efectos del infliximab en la generacién de NETosis, neutréfilos de donantes
sanos (n = 3) fueron aislados y pretratados con el reactivo de bloqueo FCRII (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania), durante 15 minutos a 42C. Después, los neutrofilos se lavaron
con 2 mL de PBS, se centrifugaron a 1800 rpm durante 10 minutos, y se sembraron en placas de
24 pocillos sobre cubreobjetos recubiertos con poli-L lisina (BD Biosciences) (6 x 10° células por
pocillo) en medio RPMI 1640 con 20% de BSA (PanReacAppliChem, Barcelona, Espafia), 2 mM
de L-glutamina (Biowest, Nuaillé, Francia) y 1% de ZellShield (Minerva Biolabs, GMBH, Berlin,
Alemania)] a 372Cy 5% de CO,. A continuacidn, los neutrdfilos se trataron con TNF-a (8 ng/mL;
Prepo-Tech, Rocky Hill, NJ, EE.UU.), un potente inductor de la NETosis, en presencia o en
ausencia de infliximab (100 mg/ml; Pfizer, NY, EE.UU.) durante 2 horas a 372C y 5% de CO.. Se

evalud la respuesta NETética siguiendo los protocolos anteriormente descritos.

Para evaluar los efectos del infliximab en el perfil proinflamatorio promovido por las NETs en
células, se sembraron las PBMCs de los tres donantes sanos previos en placas 24 pocillos de baja
adherencia (Sigma Aldrich) (1 x 10° células por pocillo) y se trataron durante 24 horas con
sobrenadantes obtenidos de los experimentos in vitro descritos anteriormente, los cuales se
preincubaron en presencia o ausencia de 15 U/ml de DNAse | (NZYTech-Genes & Enzymes,
Lisboa, Portugal) durante 10 minutos. Las PBMCs se recogieron para la determinacién del perfil

inflamatorio mediante RT-qPCR y western blot.
xiv. Andlisis estadistico

El programa utilizado para el analisis estadistico fue el SPSS, versidn 19.0 para Windows (SPSS
Inc, Chicago, lllinois, EEUU). Todos los datos en texto, figuras y tablas se expresan como la media
* error estandar de la media (SEM). El calculo de la potencia estadistica en el estudio transversal
mostré que aceptando un riesgo alfa de 0.05 en un contraste bilateral, con 30 sujetos del grupo
de EspAax-r y 32 sujetos en el grupo de los donantes sanos, el poder estadistico en los niveles
de nucleosomas era del 100% para reconocer una diferencia de medias estadisticamente
significativa (1.12 en el grupo de EspAax-r y 0.24 en el grupo de donantes sanos). Para el estudio
longitudinal, el calculo de la potencia estadistica indicé que aceptando un riesgo alfa de 0.05 en
un test bilateral con 15 sujetos con EspAax-r antes y después de tratamiento, el poder

estadistico en la concentracién de nucleosomas era del 92% para reconocer como
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estadisticamente significativa la diferencia de medias (2.39 en el grupo de EspAax-r antes del
tratamiento y 1.04 a los 6 meses de la terapia con infliximab). Aunque se emplearon los
nucleosomas para establecer la potencia estadistica, debido a que este producto derivado de la
NETosis podia ser un biomarcador potencial para la prediccidn de la actividad de la enfermedad,
estdbamos igualmente interesados en cambios en el resto de las variables analizadas en este

estudio. La potencia estadistica en los parametros restantes fue al menos del 80%.

La distribucion normal de las variables para caracterizar diferencias en los parametros
analizados se valord por el test de Kolmogorov-Smirnow. La comparacidn entre las variables
continuas se realizé utilizando la prueba “T de Student” para muestras independientes y
relacionadas cuando la distribucidn de los datos fue normal o alternativamente una prueba no
paramétrica para aquellas muestras que no cumplian las condiciones de normalidad (test de
Mann-Whitney, de Wilcoxon o de Kruskal- Wallis H). Las variables cualitativas fueron analizadas
usando la prueba Ji cuadrado o la prueba de probabilidad exacta de Fisher. Se realizé un anilisis
de regresion lineal multiple para excluir la influencia de posibles variables de confusién. Los
estudios de correlacién entre los diferentes pardmetros estudiados se llevaron a cabo con la

prueba de correlacidn linear de Spearman.

Para distinguir a los pacientes con EspAax-r de los donantes sanos, y para la discriminacién
de pacientes activos y no activos se utilizaron curvas ROCYy el andlisis del area bajo la curva (AUC)
para determinar la sensibilidad, la especificidad y los valores de corte de cada producto derivado
de la NETosis circulante. Los pacientes activos fueron considerados aquellos con un nivel de PCR
>47.62 nmol/L, y/o pacientes con una puntuacion del BASDAI = 4 y VSG > 20mm/h (245). Se usé
la regresion logistica para desarrollar paneles compuestos de biomarcadores y asi identificar las
firmas que pudieran distinguir a pacientes con EspAax-r de los donantes sanos con una mayor

sensibilidad y especificidad. Se calculé el andlisis ROC para los paneles compuestos.
Todas las comparaciones fueron bilaterales considerando p <0.05 como un resultado
significativo.
5.2. Sistema 2: Estudio de la evaluacién de la asociacion del riesgo CV

estimado y el dafio estructural

I Disefio del estudio y participantes

Para el analisis de la prevalencia de factores de riesgo CV, y la asociacion entre el dafo
estructural y el riesgo CV estimado en el registro CASTRO (Cérdoba Axial Spondyloarthritis Task

forcé, Registry and Outcomes), un registro puesto en marcha en 2018 por el grupo de trabajo
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de EspA de Cérdoba (Espafia), con la intencidn de recopilar las caracteristicas de los pacientes
con EspA de Cérdoba a nivel clinico y basico, se disefié un estudio observacional transversal que
incluyé a 114 pacientes con EspAax procedentes de dicho registro y 132 donantes sanos
relacionados en sexo y edad. Los participantes fueron seleccionados de la consulta monografica
de EspA del Servicio de Reumatologia del Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Espaia)
tras la previa aprobacién por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital Reina Soffa. Todos
los pacientes incluidos en el presente trabajo eran mayores de edad (>18 afos), cumplian
criterios de clasificacion para EspA ASAS (4) y fueron capaces de comprender y completar los
PROs. Se excluyeron aquellos participantes con antecedentes de evento CV (cardiopatia
isquémica, accidente cerebrovascular, enfermedad arterial periférica o insuficiencia cardiaca),

gestantes, con insuficiencia renal y con enfermedades malignas.

A todos los pacientes incluidos en el registro CASTRO se les realizd una historia clinica
completa, un examen fisico, y un andlisis bioquimico. En un cuaderno de recogida de datos se

almacenaron los siguientes datos:

1) Variables demograficas: sexo, edad e IMC.

2) Variables clinicas: duracion de la enfermedad, presencia o ausencia del antigeno HLA-
B27, ingesta de AINEs, sacroilitis radiografica medida por radiografia simple, dafo
estructural determinado por el mSASSS (243), actividad de la enfermedad medida por
PCR, VSG, indice BASDAI (139) e indice ASDAS-PCR (141), manifestaciones
extraarticulares (entesitis, uveitis, psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal) y
comorbilidades  (osteoporosis, enfermedades pulmonares, genitourinarias,
infecciones).

3) Factores de riesgo CV: El riesgo CV se determind utilizando el indice SCORE (181). Se
realizd una ecografia de las arterias cardtidas por un radiélogo experto con un sistema
Philips Epig-7 y un transductor lineal de banda ancha de 5-14 MHz utilizando el modo B,
doppler y a color. Se evalud y midid la presencia de placas aterosclerdticas cuando
estaban presentes. La medicidn del grosor medio de la intima media (GIM) de la carétida
comun distal se evalud utilizando criterios normalizados de Mannheim, definiéndose la
presencia de placa como una estructura focal que invade la luz arterial en al menos 0.5
mm o el 50% del valor del GIM circundante o demuestra un grosor >1.5 mm medido
desde la capa media-adventicia hasta la capa intima-lumen (246) (247).

4) El andlisis bioquimico incluyé valores séricos de glucosa (mg/dL), insulina (mU/L),
colesterol total (mg/dL) y sus diferentes fracciones, triglicéridos (mg/dL),

apolipoproteinas Ay B (mg/dL), y 4cido drico (mg/dL).
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5) Dafio estructural: Se obtuvieron radiografias de la columna cervical, la columna lumbar
y las articulaciones sacroiliacas en el momento de la evaluacién del riesgo de CV. Las
proyecciones laterales de la columna cervical y lumbar se puntuaron de acuerdo con el
mMSASSS (243). La sacroilitis se puntud en las radiografias de la pelvis utilizando los
criterios modificados de Nueva York (6). La sacroilitis y el mSASSS fueron puntuados por
dos reumatdlogos entrenados que fueron cegados a las caracteristicas del paciente. La
puntuacion del coeficiente de correlacidn intraclase (CCl) para el grado de acuerdo entre
los dos lectores fue de 0.997 (IC 95% 0.996-0.998) (p<0.001) para el mSASSS total, 0.991
(IC 95% 0.987-0.994) (p<0.001) para el mSASSS cervical y 0.992 (IC 95% 0.989-0.995)
(p<0.001) para el mSASSS lumbar. Debido al excelente acuerdo entre ambos lectores,
se utilizé la puntuacion del lector mds experimentado para el analisis.

6) Para medir la persistencia de la inflamacién, los niveles de PCR (mg/L) se registraron
retrospectivamente una, dos o tres veces durante los cinco afios anteriores al estudio y
en el momento del estudio, por lo que se dispuso de al menos seis determinaciones de
los niveles de PCR para cada uno de los pacientes con EspAax. Se considerd que un
paciente presentaba inflamacién persistente en caso de aumento de los niveles de PCR
(>10 mg/L) en mas del 50% de las determinaciones durante los cinco afios anteriores, es

decir, si cuatro o mas de esas seis determinaciones eran elevadas.

Todos los participantes manifestaron su consentimiento informado por escrito antes de la

obtencion de la muestra.

El presente estudio siguid los principios establecidos en la Declaracién de Helsinki (1964), el
Convenio del Consejo Europeo sobre los Derechos Humanos y la Biomedicina (1997), la
Declaracién Universal de la UNESCO sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos (1997),
los requisitos establecidos en la legislacidn espafiola en el area de investigacidn, de proteccién
de datos de caracter personal y de bioética, en virtud de la Ley 14/2007 (Julio) sobre la
Investigacion Biomédica. Asi mismo, este trabajo se ajusté a lo dispuesto en la Ley 31/1995 (de
8 de noviembre) sobre prevencién en materia de salud y seguridad laboral, y los reales decretos
relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos, y la investigacion con células y tejidos

humanos.
ii.  Andlisis estadistico
Los datos fueron recogidos y analizados utilizando el software SPSS version 25.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL). Se realizé un estudio descriptivo de las variables, calculando las frecuencias

absolutas y relativas para las variables cualitativas y la media aritmética y la desviacidn estandar

para las variables cuantitativas. Se estimd el intervalo de confianza (IC) al 95%. Se comprobo que
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las variables seguian una distribucion normal con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se
utilizaron las pruebas paramétricas "T de Student" para muestras independientes y la prueba de
Ji-cuadrado para comparar las caracteristicas demograficas y CV entre los pacientes con EspAax
y los donantes sanos, y en los grupos obtenidos en los clisters. Los clusters se realizaron para
establecer diferentes fenotipos de los pacientes segin el GIM carotideo y la presencia de placas
aterosclerdticas, con el método de hard clustering, que se ajustd segun la edad. Se obtuvieron
dos grupos o clusters de pacientes que presentaban diferencias en cuanto a la presencia de
placas y al GIM carotideo, y se compararon la prevalencia de factores de riesgo CV y de

caracteristicas relacionadas con el dafio estructural entre los dos grupos obtenidos.

La relacidn lineal entre las variables se midié mediante el coeficiente de correlacion lineal de
Pearson en todos los grupos y luego en grupos obtenidos a partir de la mediana de edad para
comprobar que las relaciones se mantenian independientemente de la edad. Dado que la edad,
la duracién de la enfermedad, el estatus de fumador, la PCR y la ingesta de AINEs son variables
bioldgicamente asociadas tanto con el dafio estructural como con el riesgo CV, en los pacientes
con EspAax, se realizé un Modelo Lineal Generalizado (MLG) para determinar la asociacién entre
el mSASSS y el SCORE, asi como con la presencia de placas de ateroma mediante el ajuste por
estas variables. Para la asociacidon entre el mSASSS y el SCORE, se utilizé un MLG gaussiano (GLM)
ya que la variable dependiente no era normal. Para la asociacién entre el mSASSS y la presencia
de placas ateroscleréticas, se utilizé una regresién logistica ya que la variable dependiente era
binaria (si/no). Todas las comparaciones fueron bilaterales considerando p < 0.05 como un

resultado significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Estudio de la NETosis

6.1.1. Poblacion de estudio

En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes con

EspAax-r (25 hombres y 5 mujeres) y de donantes sanos (22 hombres y 10 mujeres) incluidos en

el estudio transversal.

Pacientes EspAax-r

Donantes sanos

(n=30) (n=32) P

Parametros clinicos
Mujeres/Hombres 5(25) 10 (22) 0.180
Edad (aiios) 46.40+2.45 41.06£1.77 0.080
BASDAI 4.42+0.45
BASFI 4.7310.61
BASMI 3.22+0.31
mSASSS 19.1613.86
Duracién de la enfermedad (afios) 13.23+2.07
Manifestaciones extraarticulares

- Uveitis

- Psoriasis

- EN 0 0
Parametros de laboratorio
HLA-B27 (%) 26 (86.67)
PCR', nmol/L 122.57+31.38 13.62+3.25 <0.001*
VSG', mm/h 19.84+4.09 7.48+1.00 0.006*
TNF-a, pg/mL 10.89+1.82 4.02+1.20 0.021*
IL-1B, pg/mL 2.46+0.22 1.57+0.27 0.047*
Tratamientos
AINEs (%) 28 (93.33)
Sulfasalazina (%) 2 (6.67)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes con EspAax-r y de los donantes

Sanos. Los valores se presentan como media + SEM. Los datos fueron analizados usando la prueba T para muestras
independientes o la prueba U de Mann-Whitney para evaluar la presencia de diferencias estadisticamente significativas entre
los pacientes EspAax-r y los donantes sanos. TDatos que no siguen una distribucion normal. EspAax-r: Espondiloartritis axial
radiogrdfica; BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index;
BASMI: Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index; mSASSS: Modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spinal Score; Ell:
enfermedad inflamatoria intestinal; PCR: Proteina C Reactiva; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular; TNF: factor de
necrosis tumoral; IL: interleucina; AINEs: Anti-inflamatorios no esteroideos. *Diferencias estadisticamente significativas.
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Pacientes y donantes sanos presentaban una edad media similar, que se encontraba en torno
a46.4 £ 2.4 afios y 41.1 £+ 1.8 afos, respectivamente. Los pacientes con EspAax-r incluidos en
este trabajo mostraban una duracién de la enfermedad media de 13.2 + 2.1 afios, exhibiendo el
100 % de los mismos danos estructural, con un mSASSS de 19.2 + 3.9. En cuanto a la actividad
de la enfermedad, el BASDAI fue de 4.4 + 0.4, y los niveles de PCR, VSG y citoquinas
proinflamatorias (TNF-o e IL-1B) fueron significativamente mas elevados que en los donantes
sanos (p <0.05). El 86.7% fueron positivos para el antigeno HLA-B27 y ningln paciente
presentaba en el momento de la evaluacién uveitis anterior, enfermedad inflamatoria intestinal
o psoriasis, aunque cuatro de ellos habian presentado uveitis anterior en el pasado. Respecto al

tratamiento, un 93.3% estaban tomando AINEs y un 6.7% el FAME sulfasalazina.
6.1.2. Incremento de la generacién de NETosis en los pacientes con EspAax-r

En comparacién con los donantes sanos, los neutréfilos derivados de los pacientes con
EspAax-r mostraron un aumento espontaneo de la NETosis, tal y como se observé mediante la

microscopia de fluorescencia, fluorimetria y microscopia electrénica de barrido (Figura 7a-d).
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Figura 7. Generacion de NETosis aumentada en los neutrdfilos de los pacientes EspAax-r. a-d) Los
neutrdfilos aislados de pacientes y donantes sanos fueron incubados ex vivo durante 6 horas para determinar la NETosis
espontdnea o tratados con o sin PMA (600 nM) durante 2 horas (control positivo). a) En los paneles superiores se muestran
imdgenes de microscopia electrénica de barrido representativas de la formacion de NETs en pacientes (n=3) y donantes sanos
(HDs; n=3). Barra de escala: 10 um. Las imdgenes de microscopia de fluorescencia de las NETs de los pacientes (n=6) y HDs
(n=6) tefiidos con Sytox o con el anticuerpo anti-NE y DAPI se representan en los paneles centrales e inferiores,
respectivamente. Las imdgenes fueron capturadas con un aumento de 20x. Barra de escala: 100 um. b) Formacion de NE. Los
resultados se expresaron como porcentaje de NET. c) Niveles de ADN extracelular. Los datos se representan como unidades de
fluorescencia relativa (RFU). d) Porcentaje de células tefiidas con NE. (b-d) Los grdficos de barras muestran la media + SEM
(HDs, n=6; pacientes, n=6). Los datos se analizaron usando una prueba T de muestras independientes o una prueba T de
muestras relacionadas. *vs. HDs; #,5vs. niveles basales (p<0.05). NETs, redes extracelulares de neutrdfilos; NE, elastasa de
neutrdfilos; r-axSpA, espondiloartritis axial radiogrdfica.
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Asi, el andlisis de las fibras de ADN tefiidas con SYTOX y de los niveles de ADN extracelular
revelaron que los neutrdfilos de los pacientes generaron NETs a una magnitud mayor que
aquellos procedentes de los controles tras 6 horas de incubacién ex vivo (p <0.05; Figura 7a-c).
En consecuencia, se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
fibras de ADN y de ADN extracelular entre ambos grupos a las 6 horas (p <0.05; Figura 7a-c). El
aumento de la producciéon espontdnea de NETs en esta patologia es corroborado,
adicionalmente, por la observacidon de un aumentado porcentaje de células tefiidas con NE a las
6 horas, segun se visualizd por microscopia de fluorescencia (p <0.05; Figura 7a y d). El PMA,

fuerte inductor de NETosis, se utiliz6 como control positivo (Figura 7a-d).

6.1.3. Expresion aumentada de componentes de sefializacion asociados a las NETSs,
translocacion de PAD4 al nucleo, y el aumento de citrulinacion de la histona

H3 en los neutrdfilos de pacientes con EspAax-r

A continuacion, estudiamos los elementos de senalizacion y los mecanismos moleculares
involucrados en el proceso de la NETosis (102) (105) (104) (248). Observamos que los neutréfilos
procedentes de los pacientes con EspAax-r presentaban un aumento de la expresion del
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3), del TNF-a, la IL-1B, la IL-1a y de
la IL-6, asi como una mayor produccién de peroxinitritos, una disminucién de los niveles totales
de GSH y un incremento del porcentaje de células con alteracion del potencial de membrana
mitocondrial (AWm) en comparacién con aquellos de los donantes sanos (p <0.05; Figura 8a y
b). Asi mismo, se encontraron niveles intracelulares aumentados de NE y MPO en los neutrdfilos
derivados de los pacientes con EspAax-r en comparacion con los donantes sanos (p < 0.05;

Figura 8c).

La citrulinacién de las subunidades de histonas, como la H3, por el PAD4 promueve la
descondensacion de la cromatina (249). Dado que la translocacion de PAD4 al nucleo es
necesaria para que ejerza su funcidn, a continuacién exploramos la localizacion de PAD4
(nuclear o citoplasmatica) y se observé que a diferencia de los donantes sanos, esta enzima se
ubicaba preferentemente en el nicleo de los neutrdfilos de los pacientes (p < 0.05; Figura 8d).
La presencia nuclear de PAD4 se asocid con niveles incrementados de CitH3 en los neutrdfilos

de pacientes con EspAax-r vs. donantes sanos (p = 0.016; Figura 8e).
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Figura 8. Los neutrdfilos de los pacientes con EspAax-r muestran alteracion en las vias de
transduccion de sefiales relacionadas con la NETosis. a) Niveles de expresion relativa de los genes inflamatorios.
b) Produccion de perdxido y peroxinitrito (DCFHDA y DHRH123), niveles de glutation intracelular (CMF-DA) y porcentaje de
células con despolarizacion mitocondrial. Los grdficos de barras muestran MFI para los niveles de peroxido, peroxinitrito y
glutation. En los paneles de la derecha se muestran histogramas y dot plots representativos. c) Expresiones intracelulares de
las proteinas MPO y NE. Los grdficos de barras muestran la MFI. d) Expresion relativa de las proteinas PAD4 y CitH3. Se
muestran blots representativos. Las lineas discontinuas de los geles indican que las muestras fueron cargadas en el mismo gel
pero que no estaban contiguas. (a-d) Los valores se presentan como media + SEM (HDs, n=32; pacientes EspAax-r, n=30). Los
datos se analizaron usando una prueba T de muestras independientes o una prueba de U de Mann-Whitney. *vs. HDs (p<0.05).
AU, unidades arbitrarias; CitH3, histona citrulinada H3; HDs, donantes sanos; IL, interleucina; MFI, intensidad media de
fluorescencia; MPO, mieloperoxidasa; NE, elastasa del neutrdfilo; PAD4, peptidilarginina deaminasa 4; r-axSpA,
espondiloartritis axial radiogrdfica; STAT, transductor de sefiales y activador de la transcripcion; TNF, factor de necrosis
tumoral.

6.1.4. Los pacientes con EspAax-r muestran niveles circulatorios alterados de

productos derivados de la NETosis

Los niveles de ADN extracelular se encontraron significativamente mas elevados en el plasma
de los pacientes con EspAax-r que en el de donantes sanos (p =0.007; Figura 9a). En paralelo, se
observé que las concentraciones extracelulares de nucleosomas y elastasa también se hallaban
significativamente elevadas en el suero de pacientes con EspAax-r respecto a los donantes sanos

(p <0.05; Figura 9a).
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Figura 9. Los niveles circulantes de los productos derivados de la NETosis incrementan en los
pacientes con EspAax-r y son biomarcadores asociados a la EspAax-ry a la actividad de la

enfer medad. a) Niveles circulantes de los productos derivados de la NETosis. Los valores se representan como media + SEM
(HDs, n=32; pacientes EspAax-r, n=30). Los datos se analizaron mediante la prueba T para muestras independientes. *vs. HDs
(p<0.05). b) Se realizaron andlisis de las curvas ROC de los productos derivados de la NETosis y una combinacion de éstos como
panel para evaluar su potencial como biomarcadores asociados a EspAax-r. Se testo el valor de corte con mayor especificidad y
sensibilidad. c) Correlaciones de Spearman entre los productos derivados de la NETosis y los pardmetros inflamatorios clinicos.
d) Niveles circulantes de productos derivados de la NETosis extracelulares en pacientes activos (n=18) y no activos con EspAax-
r (n=12). Los datos se muestran como media + SEM. Los datos se analizaron mediante una prueba T para muestras
independientes. *vs. HDs (p<0.05). e) Se realizé un andlisis de la curva ROC de los nucleosomas libres de células circulantes
para evaluar su potencial como biomarcador de la actividad de la enfermedad en EspAax-r. Se testo el valor de corte con
mayor especificidad y sensibilidad. AU: unidades arbitrarias; AUC: drea bajo la curva; BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index; CRP: proteina C reactiva; ESR: velocidad de sedimentacion globular; HD: donantes sanos; IL:
interleucina; r-axSpA: espondiloartritis axial radiogrdfica; TNF: factor de necrosis tumoral.
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A continuacién, se realizé un andlisis de regresion lineal multiple para determinar la

asociacion de estos productos derivados de la NETosis con la edad, el sexo y el diagndstico

(EspAax-r vs. donantes sanos). Se demostré estadisticamente que Unicamente el diagndstico

actuaba como una variable asociada con las concentraciones de ADN, nucleosomas y elastasa

extracelulares (Tabla 3). Asi mismo, los pacientes con EspAax-r se agruparon en tres grupos

segun la duracidn de la enfermedad (< 10 afios, 11-20 afios, > 20 afios) con el fin de evaluar la

asociacién de este factor con

los niveles circulantes de estos marcadores de NETosis

extracelulares. Las comparaciones entre grupos demostraron que no habia diferencias

estadisticamente significativas en la concentracion de estos productos (Tabla 4).

Variables p Intervalo de confianza al 95% para
independientes B
Limite superior Limite inferior
Modelo 1
Edad 0.000 0.484 -0.001 0.000
Sexo 0.006 0.428 -0.009 0.020
ADN Diagnostico 0.017 0.013* 0.004 0.030
Modelo 2
extracelular Sexo 0.006 0.439 -0.009 0.020
Diagndstico 0.016 0.016* 0.003 0.028
Modelo 3
Diagnostico 0.015 0.021* 0.002 0.027
Modelo 1
Edad 0.001 0.932 -0-018 0.019
Sexo 0.266 0.299 -0.246 0.777
Diagndstico 0.942 <0.001* 0.582 1.402
Nucleosomas
Modelo 2
extracelulares Sexo 0.265 0.293 -0.239 0.770
Diagnostico 0.945 <0.001* 0.500 1.391
Modelo 3
Diagndstico 0.890 <0.001* 0.456 1.323
Modelo 1
Edad -0.793 0.750 -5.777 4,191
Sexo -36.359 0.598 -174.629 101.910
Diagndstico 142.286 0.030* 14.444 270.129
Elastasa
Modelo 2
extracelular Sexo -36.421 0.594 -173.107 100.265
Diagnostico 137.884 0.029* 14.501 261.266
Modelo 3
Diagndstico 145.303 0.018* 26.183 264.423
Modelo 1
Edad -0.001 0.840 -0.007 0.006
Panel de Sexo 0.008 0.929 -0.171 0.186
Diagndstico 0.688 <0.001* 0.523 0.854
productos
. Modelo 2
derivados de la Edad -0.001 0.836 -0.007 0.006
NETosis Diagndstico 0.686 <0.001* 0.529 0.844
Modelo 3
Diagndstico 0.683 <0.001* 0.531 0.836

Tabla 3. Andlisis de regresion lineal multiple con las variables potenciales asociadas con los productos

derivados de la NETosis.



<10 anos 11-20 afios >20 aios

(n=14) (n=10) (n=6) P
ADN extracelular 0.032+0.008 0.037+0.009 0.040£0.013 0.618
Nucleosomas 1.070+0.142 0.991+0.282 0.74040.120 0.448
extracelulares
Elastasa extracelular 434.5+72.80 428.2497.18 407.9+58.34 0.861
Panel de productos 0.868+0.061 0.830£0.081 0.929+0.035 0.677

derivados de la NETosis

Tabla 4. Andlisis comparativo entre los grupos de pacientes con EspAax-r segun la duracion de la

enfermedad. Los valores se expresan como media + SEM. Los datos se analizaron utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis
para buscar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de pacientes con EspAax-r segun la duracion de la
enfermedad. *Diferencias estadisticamente significativas.

Para estudiar la relevancia de los productos derivados de la NETosis en circulacion como
potenciales biomarcadores de la enfermedad en pacientes con EspAax-r, se llevé a cabo el
analisis de las curvas ROC. Como se muestra en la Figura 9b, los niveles circulantes de ADN,
nucleosomas y elastasa pudieron distinguir con precision a los pacientes EspAax-r de los
donantes sanos, con el AUC variando desde 0.691 a 0.956. Para explorar mas a fondo la precision
de estos componentes circulantes para discriminar a los pacientes con EspAax-r de los donantes
sanos, se realizé una combinacion de los tres productos como un panel utilizando una regresién
logistica en el conjunto de datos. A continuacion, y tras un analisis multivariante, se demostré
gue Unicamente el diagndstico (ni el sexo, ni la edad) actuaba como una variable asociada con
los niveles de la firma de los tres productos en pacientes con EspAax-r vs. donantes sanos
(Tabla 3). Ademas, el andlisis comparativo entre los grupos estratificados por duracién de la
enfermedad también demostré la presencia de diferencias no significativas en los niveles del
panel de componentes derivados de la NETosis (Tabla 4). La combinacién de estos marcadores
de NETosis como un panel mostré un valor de AUC de la curva ROC de 0.963 (p <0.001).
Seleccionando un punto de corte (0.541) con una especificidad del 92.9%, el panel alcanzé una
sensibilidad del 91.3% para detectar pacientes EspAax de donantes sanos (Figura 9b). Por lo
tanto, los productos derivados de la NETosis pueden ser biomarcadores adecuados para la

discriminacién entre los pacientes con EspAax-r y los donantes sanos.

6.1.5. Los niveles circulantes de marcadores de NETosis extracelulares se asocian a

parametros inflamatorios clinicos

A continuacién, estudiamos la correlacidon entre los productos derivados de la NETosis
circulantes y los parametros de inflamacion clinica (Figura 9c). Los niveles en circulacién de ADN
y nucleosomas extracelulares correlacionaron positivamente con la PCR, la VSG vy las
concentraciones de IL-1B. Ademads, los niveles de nucleosomas también se asociaron

positivamente con la concentracion de TNF-a, y los niveles circulantes de elastasa extracelular
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con la concentracion de PCR. Sin embargo, no se observé una correlacién estadisticamente

significativa entre el BASDAI y los productos derivados de la NETosis.

6.1.6. Utilidad de los nucleosomas extracelulares en circulacién como
biomarcadores para la actividad de la enfermedad en los pacientes con

EspAax-r

Para explorar, mas a fondo, la posible utilidad de los productos derivados de la NETosis
circulantes como biomarcadores de la actividad de la enfermedad, analizamos la asociacién de
estos componentes de las NETs con la actividad clinica de los pacientes con EspAax-r. Los
pacientes fueron divididos en dos subgrupos basados en los niveles de PCR y VSG, vy la
puntuacion del BASDAI. Los pacientes con un nivel de PCR > 47.62 nmol/L y/o pacientes con una
puntuacion del BASDAI = 4 y VSG > 20 mm/h fueron considerados como pacientes activos (n =
18), mientras que los restantes fueron clasificados como pacientes no activos (n = 12) (245).
Hallamos que los niveles de nucleosomas extracelulares aumentaron significativamente en los
pacientes con EspAax-r activos vs. no activos (p = 0.007; Figura 9d). No se detectaron diferencias

estadisticamente significativas en el resto de parametros analizados.

Para estudiar si los niveles de nucleosomas extracelulares pueden ser usados como
biomarcadores potenciales de la actividad de la enfermedad en pacientes con EspAax-r, se
realizaron analisis de curvas ROC. Este andlisis reveld que los nucleosomas pudieron distinguir
con precision evidente a los pacientes activos de los no activos, con un AUC de 0.792 (p = 0.024;
sensibilidad = 73.3%, especificidad = 87.5%, valor de corte = 0.744) (Figura 9e). En consecuencia,
nuestros resultados sugieren que los niveles circulantes de nucleosomas extracelulares
presentan un gran potencial como biomarcadores para la discriminacidn de los pacientes en

funcién de la actividad de la enfermedad.

6.1.7. La terapia anti-TNF-a reduce la generacion de NETosis en pacientes con

EspAax-r

Para explorar el efecto de la terapia anti-TNF-a en los niveles de expresiéon de componentes
circulantes de la NETosis, una nueva cohorte de 15 pacientes con EspAax-r se incluyé en un
estudio longitudinal a 6 meses (Tabla 5). Después de la terapia con infliximab, los niveles de PCR
y VSG, vy la puntuacién del BASDAI y BASFI mejord significativamente (p <0.05; Figura 10a). En
paralelo, los pacientes con EspAax-r mostraron una reduccion en los niveles circulantes de ADN,
nucleosomas y elastasa extracelulares tras seis meses de tratamiento con infliximab (p <0.05;

Figura 10b). En consecuencia, los neutrdéfilos presentaron una menor expresién de PAD4 en el
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compartimento nuclear, junto con una disminucidn de la concentracion de citH3 después del

tratamiento (p < 0.05; Figura 10c y d).

Pacientes EspAax-r (n=15)

Parametros clinicos
Mujeres/hombres
Edad (aiios)
BASDAI
BASFI
mSASSS
Duracién de la enfermedad (afios)
Manifestaciones extraarticulares
- Uveitis
- Psoriasis
- Ell
Parametros de laboratorio
HLA-B27 (%)
PCR (nmol/L)
VSG (mm/h)
Tratamientos
AINEs (%)
Metotrexate

Sulfasalazina (%)

2/13
40.75+2.41
5.98+0.85
4.82+0.87
14.87+6.39
11.87+2.25

0/15
0/15
0/15

15/15 (100%)
79.71+11.14
17.85+2.76

15/15 (100%)
2/15 (13.33 %)
4/15 (26.67%)

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes con EspAax-r incluidos en el andlisis

longitudinal. Los valores se presentan como media + SEM. BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index;
BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functionality Index; PCR: Proteina C Reactiva; VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular;
Ell: Enfermedad Inflamatoria Instestinal; mSASSS, modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score; AINEs: Antiinflamatorios
no esteroideos; EspAax-r: espondiloartritis axial radiogrdfica.

El estudio in vitro mostré que la NETosis promovida por el TNF-a se previno con infliximab,
como se demuestra por la reduccion de la extrusion de fibras de ADN, niveles de ADN

extracelular, y el porcentaje de neutroéfilos tefiidos con NE (p < 0.05; Figura 10e-h).
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Clinical and Laboratory Parameters of the r-axSpA Patients after Six Months of

Anti-TNF-u Therapy

Before IFX After IFX P
(n=15) (n=15)
Clinical parameters
BASDAI 5.98+0.85 2.95+0.52 0.012
BASFI 4.82=0.87 3.13=0.77 0,039
Laboratory parameters
CRP, nmol/L 79.71£11.13 16.86+4.15 0.034
ESR, mm/h 17.8542.76 7.00+£1.38 0.010
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Figura 10. La terapia anti-TNF-o disminuye la NETosis. a) Parémetros clinicos y de laboratorio, y b) niveles
circulantes de productos derivados de la NETosis extracelulares a nivel basal y después de 6 meses de terapia con infliximab. c-
d) Expresion relativa de las proteinas PAD4 y CitH3 a nivel basal y después de la terapia con infliximab. Se muestran blots
representativos. Las lineas discontinuas de los geles indican que las muestras fueron cargadas en el mismo gel pero que no
estaban contiguas. (e-h) Para evaluar el efecto de infliximab en la formacion de NETs, neutrdfilos de los HDs (n=3) fueron
tratados con TNF-a (8ng/mL) en presencia o ausencia de infliximab (100mg/ml) durante 2 horas. e) En los paneles superiores
se muestran imdgenes de microscopia electrénicas de barrido representativas de la formacion de las NETs. Barra de escala: 10
um. Las imdgenes de microscopia de fluorescencia de las NETSs tefiidos con Sytox o con el anticuerpo anti-NE y DAPI se
representan en los paneles centrales e inferiores, respectivamente. Las imdgenes fueron capturadas con un aumento de 20x.
Barra de escala: 100 um. f) Formacion de NET. Los resultados se expresaron como porcentaje de las NETs. g) Niveles de ADN
extracelular en sobrenadante. Los datos se representan como unidades de fluorescencia relativa (RFU). h) Porcentaje de
células tefiidas para NE. (a-h) Los grdficos de barras muestran la media + SEM. Los datos se analizaron usando la prueba T

para muestras relacionadas.

*vs. nivel basal, #vs. TNF-a (p<0.05). AU: unidades arbitrarias; BASDAI: Bath Ankylosing

Spondylitis Disease Activity Index; BASFI: Bath Ankylosing Spondylitis Functionality Index; CitH3: histona citrulinada H3; CRP:
proteina C reactiva; ESR: velocidad de sedimentacion globular; HD, donante sano; NE: elastasa de neutrdfilo; NETs: redes
extracelulares de neutrdfilos; PAD4: peptidilarginina deaminasa 4, r-axSpA: espondiloartritis axial radiogrdfica; TNF: factor de
necrosis tumoral.
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6.1.8. Lainhibicion de la liberacion de NETs por el tratamiento in vitro con infliximab
modula el perfil inflamatorio en las células mononucleares de sangre

periférica (PBMCs)

La prevencién de la generacidn de la NETosis por el tratamiento combinado de los neutréfilos
con TNF-a mas infliximab promovié la normalizacién de la actividad inflamatoria en las PBMCs.
Asi, mientras los neutrdfilos de los donantes sanos tratados con TNF-a indujeron una
translocacion de NF-kB al nucleo (p =0.05; Figura 11a) y la sobreexpresién de mediadores
proinflamatorios (p <0.05; Figura 11b) en las PBMCs en comparacién con la situacién basal, el

tratamiento combinado con infliximab redujo significativamente esos efectos (p <0.05;

Figura 11).
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Figura 11. La inhibicidon de la extrusion de NETs por el tratamiento in vitro con infliximab reduce la

actividad inflamatoria de las células mononucleares. Para estudiar los efectos del infliximab en el perfil
inflamatorio de las PBMCs promovido por las NETSs, los neutrdfilos de los controles sanos (n=3) fueron tratados con TNF-a (8
ng/mL) en presencia o en ausencia de infliximab (100 mg/ml) durante 2 horas. Después, los sobrenadantes, que fueron
preincubados en presencia o ausencia de 15 U/ml de ADNase | durante 10 minutos, se agregaron a las PBMCs y se incubaron
nuevamente durante 24 horas. a) Expresion de la proteina NF-kB nuclear. Se muestran blots representativos. Las lineas
discontinuas de los geles indican que las muestras fueron cargadas en el mismo gel pero que no estaban contiguas. b) Niveles
relativos de expresion de los genes inflamatorios. a-b) Los grdficos de barras muestran la media + SEM. Los datos fueron
analizados usando la prueba T para muestras relacionadas. *vs. basal; #vs. TNF- a (p<0.05). AU: unidades arbitrarias; HD;
control sano; IL: interleucina; NETSs: redes extracelulares de neutrdfilos; NF-kB: factor nuclear-B; PBMCs: células mononucleares
de sangre periférica; STAT: transductor de sefiales y activador de la transcripcion; TNF: factor de necrosis tumoral.
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El tratamiento con la enzima ADNasa abolié el aumento de la actividad proinflamatoria de
las células mononucleares inducido por el TNF, lo que sefala al proceso de la NETosis como el
principal inductor de las PBMCs circulantes. Por lo tanto, estos datos ponen de relieve la funcién
de la NETosis en el establecimiento de un estado inflamatorio en pacientes con EspAax-r, y los

efectos inhibitorios de ambos con tratamientos bioldgicos.

6.2. Estudio de la evaluacién de la asociacion del riesgo CV estimado

y el dafio estructural

6.2.1. Riesgo cardiovascular en pacientes con EspAax

Entre los 114 pacientes con EspAax y los 132 controles relacionados por edad y sexo, el 61.2%
eran varones, con una edad media de 44.35 £ 11.55 afos, y el 92.7% de los pacientes tomaban
AINEs. Ningun paciente se encontraba en tratamiento con terapia bioldgica. Las caracteristicas

demogréficas y clinicas de los participantes en el estudio se muestran en la Tabla 6.

Al analizar las caracteristicas relacionadas con el riesgo CV, observamos que los pacientes
con EspAax tenian un aumento estadisticamente significativo del hdbito tabaquico, de la
prevalencia de HTA, obesidad y diabetes mellitus tipo Il, asi como del riesgo aterogénico en
comparacién con los del grupo control. No se hallaron diferencias en cuanto a la glucosa, el
colesterol total, el HDL-C, el LDL-C, los triglicéridos, la relacion ApoB/ApoA o los niveles de acido

Urico entre ambos grupos.

La evaluacidn sistematica del riesgo coronario (SCORE), que predice el riesgo absoluto
individual de eventos CV fatales, mostrd que los pacientes con EspAax presentaban un riesgo
mas alto que los controles sanos, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Sin embargo, cuando los sujetos se clasificaron por bajo (<10% de sufrir un evento
CV), moderado (10-20%), alto (20-30%) y muy alto riesgo (>30%), dependiendo de los niveles de
SCORE, observamos que entre los pacientes con EspAax, el 70.9% tenia un bajo riesgo CV y el
29.1% presentaba un elevado riesgo CV (moderado, alto y muy alto), mientras que el 86.4% de
los controles sanos se clasificaron como de bajo riesgo CV y el 13.6% como de elevado riesgo CV

(Tabla 6).
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Pacientes Controles
EspAax (n=114) sanos (n=132) P

Edad (aiios) 45.73+12.15 43.09+10.86 0.077
Sexo (masculino) 77 (67.50) 71 (55.50) 0.054
HLA B27 (positivo) 93 (82.30) 4 (6.70) <0.001*
Historia familiar de EspA 38 (33.60) 2 (11.10)
Sacroilitis radiografica 90 (81.10)
Dolor lumbar inflamatorio 96 (85.71) 2 (10.50)
Artritis 16 (14.10) 0
Psoriasis 13 (11.40) 0
IMC (kg/m?) 26.62+4.25 20.13+9.40 <0.001*
Duracion de la enfermedad (afios) 19.24+13.36
EVA global 43.33+25.19
ASDAS-PCR 2.44+0.93
ASAS HI 4.75+4
BASDAI 3.68+2.13
BASFI 2.85+2.48
BASMI 3.10+£1.80
PCR (mg/L) 5.757.76 1.43+£1.72 <0.001*
AINEs 102 (92.70) 2 (1.70)
Tratamiento biolégico 0 0
mSASSS total 15.26+£17.18
mSASSS cervical 7.27+9.09
mSASSS lumbar 8.09+9.38
Fumador (si) 37 (32.7) 12 (14.3) 0.003*
Obesidad 23(20.7) 4 (6.6) 0.015*
Hipertensién arterial 21 (18.6) 2(1.6) <0.001*
Diabetes tipo 2 2(1.8) 0 0.138
Glucosa (mg/dL) 83.60+14.43 85.98+13.94 0.244
Insulina (mU/L) 6.40+3.99 8.71+5.25 0.005*
Resistencia a la insulina 1.42 (1.09) 1.89 (1.29) 0.008*
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Colesterol total (mg/dL) 190.02+31.37 197.79+30.64 0.065
Colesterol-HDL (mg/dL) 55.42+14.81 56.74+14.89 0.514
Colesterol-LDL (mg/dL 114.46+29.7 121.50+24.63 0.058
Triglicéridos (mg/dL) 101.10+60.98 97.79+53.24 0.668
Apo A (mg/dL) 143.09+21.13 150.75+27.33 0.024*
Apo B (mg/dL) 80.02+17.56 89.43+25.42 0.002*
Apo B/Apo A risk 0.58+0.18 0.61+0.19 0.186
Riesgo aterogénico 12 (17.1) 1(7.1) 0.685
Acido urico (mg/dL) 5.07+1.31 5.06+1.25 0.972
Presencia de placas ateroscleroéticas 16 (16.3) 2 (3.3) 0.011*
cIMT derecho (mm) 0.54 (0.12) 0.57+0.14 0.326
cIMT izquierdo (mm) 0.56 (0.13) 0.57+0.09 0.577
SCORE

: E::ﬁg :):ci‘c)ierado altoy B (a4 0.100

muy alto ’ 30(29.1) 3 (13.6)

Tabla 6. Caracteristicas demogrdficas y clinicas relacionadas con el riesgo cardiovascular de los

pacientes con espondiloartritis axial y controles sanos. Los datos se muestran como media (desviacion estdndar) o
frecuencia (porcentaje). EspA: Espondiloartritis; IMC: indice de masa corporal; EVA: Escala analdgica visual; ASDAS-PCR:
Puntuacion de actividad de la enfermedad de la espondilitis anquilosante-Proteina C Reactiva; ASAS HI: Evaluacion del indice de
salud de la Sociedad Internacional de Espondiloartritis; BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; BASFI: Bath
Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASMI: Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index; PCR: Proteina C Reactiva; AINEs:
Antiinflamatorios no esteroideos; mSASSS: Modlified Stoke Ankylosing Spondylitis Spinal Score; HDL: Lipoproteina de alta densidad;
LDL: Lipoproteina de baja densidad; Apo: Apolipoproteina; cIMT: grosor de la intima-media carotidea. *Diferencias
estadisticamente significativas.

6.2.2. Asociaciéon entre el riesgo CV estimado y el dafio estructural

En los pacientes con EspAax, los estudios de correlacion mostraron que el SCORE se asociaba
significativamente con el dafio estructural: mSASSS total (Figura 12A), mSASSS cervical y lumbar

(Figura 12By C), sindesmofitos (Figura 12D) y puentes 6seos (Figura 12E).
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Figura 12. Asociacion entre los niveles de SCORE y el dafio estructural en pacientes con EspAax. (A)
Correlacion entre SCORE y mSASSS total. (B) Correlacion entre SCORE y mSASSS cervical. (C) Correlacion entre SCORE y mSASSS
lumbar. (D) Correlacion entre SCORE y el numero de sindesmofitos. (E) Correlacion entre SCORE y el nimero de puentes dseos.

**p<0.01, ***p< 0.001, ****p< 0.0001. mSASSS: Modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spinal Score.

Ademas, la presencia de placas aterosclerdticas carotideas se correlacioné con un aumento
de mSASSS total (Figura 13A), mSASSS cervical y lumbar (Figura 13B y C), sindesmofitos

(Figura 13D) y puentes 6seos (Figura 13E).
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Figura 13. Presencia de placas aterosclerdticas carotideas en pacientes con EspAax segun el dafio

estructural. mSASSS total (A), mSASSS cervical (B), mSASSS lumbar (C), niimero de sindesmofitos (D) y nimero de puentes
dseos (E) en pacientes con EspAax con o sin placas aterosclerdticas.. *p< 0.05, ***p<0.001, ****p< 0.0001. mSASSS: Modified
Stoke Ankylosing Spondylitis Spinal Score.
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A continuacion, para controlar el posible efecto de la edad sobre el incremento del riesgo CV,
se realizé un analisis de correlacion en dos grupos de pacientes generados segun la mediana de
edad (47 aios), y se observo que la correlacidon entre el mSASSS total y el SCORE se mantuvo en

ambos grupos de edad (Tabla 7).

Edad r (mSASSS total-SCORE) p
<47 anos 0.26 0.049*
>47 anos 0.459 0.002*

Tabla 7. Andlisis de correlacion en los grupos de pacientes segun la mediana de edad. r, coeficiente de
correlacion entre el mSASSS total y el indice SCORE; p, significacion estadistica; * diferencias estadisticamente significativas.
mSASSS: Modlified Stoke Ankylosing Spondylitis Spinal Score.

Asi mismo, después de ajustar segun la duracién de la enfermedad, la condicién de fumador,
el aumento persistente de los niveles de PCR (al menos tres determinaciones en los ultimos 5
afios) y la ingesta de AINEs, observamos que el mSASSS total se asociaba independientemente
con el SCORE: 1 punto en el mSASSS total aumenté el SCORE en 0.24 puntos, siendo el mSASSS
cervical el que presentaba una mayor influencia en el SCORE: por cada punto de incremento en
el mSASSS cervical se incrementaba el SCORE en 0.42 puntos, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 8).

Ajustado por edad, Ajustado por duracién de
Ajustado por edad,
Ajustado por edad y tabaquismo, pcr la enfermedad,
Modelo crudo tabaquismo y pcr
tabaquismo elevada* y toma de tabaquismo, pcr elevada*
elevada*
aines y toma de aines
Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente
(IC95%) (1c 95%) (1c 95%) (IC95%) (1C95%)
mSASSS
0.27 (0.18- 0.11 (0.03- 0.17 (0.05- 0.16 (0.03- 0.24 (0.10-
total 0.36) <0.001 0.20) 0.007 0.29) 0.009 0.28) 0.018 0.38) 0.001
mSASSS
0.53 (0.35- 0.24 (0.08- 0.31 (0.07- 0.29 (0.05- 0.42 (0.14-
cervical 0.70) <0.001 0.39) 0.003 0.53) 0.012 0.53) 0.022 0.71) 0.006
mSASSS
0.44 (0.28- 0.16 (0.18- 0.25 (0.06- 0.24 (0.04- 0.39 (0.16-
lumbar 0.61) <0.001 0.31) 0.030 0.45) 0.014 0.45) 0.024 0.61) 0.002

Tabla 8. Asociacion entre el mSASSS y el SCORE ajustando por edad, tabaquismo, PCR, toma de AINEs

y duracion de la enfermedad. mSASSS: Modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spinal Score; AINEs: Antiinflamatorios No
Esteroideos; PCR: Proteina C Reactiva. *PCR elevada: determinacidn de PCR elevada mds del 50% de los momentos temporales
durante 5 afios.
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El mSASSS total también se asocia significativamente con la presencia de placas
aterosclerdticas después de ajustar por la duracidn de la enfermedad, el estatus de fumador, la
PCR vy la ingesta de AINEs, observando que 1 punto en el mSASSS total aumentaba el riesgo de

placas aterosclerdticas 1.05 (1.01 — 1.12) veces (Tabla 9).

Ajustado por edad,

Ajustado por edad,

Ajustado por
duracion de la

Modelo crudo Ajustado p?r edad y tabaquismo y per tabaquismo, pcr enfer!nedad,
tabaquismo elevada* y toma de tabaquismo, pcr
elevada* .
aines elevada* y toma de
aines
OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
mSASSS 1.07 (1.04- 1.04 (1.01- 1.05 (0.99- 1.05 (0.99- 1.05 (1.01-
total 1.11) <0.001 1.08) 0.019 1.11) 0.076 112) 0.096 1.12) 0.034
mMSASSS 1.13 (1.07- 1.08 (1.02— 1.07 (0.98— 1.06 (0.98- 1.09 (1.00-
cervical 1.20) <0.001 1.56) 0.019 1.17) 0.128 1.16) 0.155 1.19) 0.042
mSASSS 1.11 (1.06— 1.07 (1.01- 1.09 (1.00— 1.09 (0.99- 1.10 (1.01-
lumbar 1.18) <0.001 1.14) 0.036 1.21) 0.062 1.22) 0.070 122) 0.037

Tabla 9. Asociacion entre el mSASSS y la presencia de placas aterosclerdticas ajustando por edad,

tabaquismo, PCR, toma de AINEs y duracion de la enfermedad. mSASSS: Modified Stoke Ankylosing Spondylitis
Spinal Score; AINEs: Antiinflamatorios No Esteroideos; PCR: Proteina C Reactiva. *PCR elevada: determinacion de PCR elevada mds
del 50% de los momentos temporales durante 5 afios.

6.2.3. Asociacién entre el riesgo CV medido por el SCORE vy la ecografia carotidea en

pacientes con EspAax

Dado que el riesgo CV se evalua mediante el SCORE en multiples escenarios, quisimos
estudiar si este indice podria reflejar el riesgo CV subclinico hallado en la ecografia carotidea
(cIMT y presencia de placas ateroscleréticas). Encontramos que la estratificacion en elevado
riesgo (incluyendo riesgo intermedio, alto y muy alto) segun los niveles de SCORE aumentaba el
riesgo de placa aterosclerdtica en 14.07 (3.91-50.64) veces (p <0.001). Sin embargo, el 5.48% de
los pacientes clasificados como de bajo riesgo (4/73) tenian aterosclerosis subclinica debido a la
presencia de placa carotidea aterosclerética, que representaba el 25% (4/16) del total de las
placas aterosclerédticas observadas en nuestra poblacion de estudio (Tabla 10 y Tabla 11). Estos

datos reflejan la falta de asociacion entre el SCORE y la presencia de aterosclerosis subclinica.

GIM GIM
Total Presencia de placa aterosclerética carotideo carotideo
derecho izquierdo
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SCORE bajo riesgo 73 (70.9) 4 (25) 0.51(0.1) 0.52 (0.1)

SCORE alto riesgo 30(29.1) 12 (75)2 0.61 (0.11)° 0.64 (0.16)¢

Tabla 10. Andlisis de la presencia de placas aterosclerdticas segun los grupos de riesgo CV por el

SCORE. Los datos se expresan como N (%) o media (DT). Diferencias estadisticamente significativas con (a) la presencia de
placas aterosclerdticas en pacientes EspAax con bajo riesgo segtin SCORE (p<0.001), (b) GIM carotideo derecho derecho en
pacientes EspAax con bajo riesgo segun SCORE (p<0.001), (c) vs. GIM carotideo izquierdo izquierdo en pacientes de EspAax con
bajo riesgo segun SCORE (p<0.001).

Placa aterosclerética OR e IC 95% P
Presente (16) Ausente (74)
SCORE alto riesgo (30) 12 18 14.07 (3.91-50.64) <0.001
SCORE bajo riesgo (73) 4 69

Tabla 11. Asociacion entre la presencia de placas aterosclerdticas y el riesgo CV segtin el SCORE.

6.2.4. Andlisis de clusters

El andlisis de clusters basados en la presencia de placas carotideas y los niveles de cIMT
derecho e izquierdo (Figura 14A-C) permitié diferenciar dos fenotipos diferentes de pacientes
segln la prevalencia de factores de riesgo CV. Estos grupos fueron ajustados segun la edad. Los
datos de la ecografia de las arterias cardtidas se utilizaron para estratificar a los pacientes, ya
gue segun nuestros resultados previos (Tabla 10), el SCORE no refleja totalmente la presencia
de aterosclerosis subclinica. Asi, el grupo 1 se caracterizé por un aumento significativo del riesgo
CV en comparacion con el grupo 2, mostrando mayores tasas de habito tabaquico, obesidad,

indice aterogénico, resistencia a la insulina y diabetes de tipo Il (Figura 14D).
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Figura 14. El andlisis de clusters, segtn la presencia de placas carotideas y los niveles de cIMT

derecho e izquierdo, reconoce dos fenotipos diferentes de pacientes con EspAax segun su riesgo CV.
(A) Niveles de cIMT derecho en el grupo 1y en el grupo 2. (B) Niveles de cIMT izquierdo en el grupo 1y el grupo 2. (C)
Presencia/ausencia de placas ateroscleréticas en el grupo 1y el grupo 2. D) El andlisis de clusters, que incluye la presencia de
placas carotideas y los niveles de cIMT derecho e izquierdo como variables, distinguio dos fenotipos diferentes de pacientes
con diferente prevalencia de factores de riesgo CV. ****p<0.0001. cIMT: grosor de la intima media de la carétida.

Ademds, el grupo 1 presentaba niveles de SCORE significativamente mayores en
comparacién con los del grupo 2 (Figura 15A). Cabe destacar que el grupo 1, que no presentaba
diferencias en la edad media con respecto al grupo 2, mostraba niveles significativamente
mayores de mSASSS total (Figura 15B), mSASSS cervical (Figura 15C), mSASSS lumbar
(Figura 15D) y mayor numero de puentes éseos (Figura 15E). Asi, los pacientes incluidos en el
grupo 1 tenian mayores niveles de SCORE, junto con mayores niveles de cIMT derecha

(Figura 15F) y mSASSS total (Figura 15G).
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Figura 15. SCORE y dafio estructural en clusters que reconocen dos fenotipos diferentes de pacientes

con EspAax segun el riesgo CV subclinico: aterosclerosis. (A) SCORE. (B) mSASSS total. (C) mSASSS cervical. (D)
mSASSS lumbar. (E) Numero de puentes dseos. (F) Correlacion entre SCORE y cIMT derecho. (G) Correlacion entre SCORE y el
total de mSASSS. ***p< 0,001, ****p< 0,0001. mSASSS: Modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spinal Score; cIMT: grosor de la

intima media de la cardtida.
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7. DISCUSION

El mas importante logro alcanzado en esta Tesis Doctoral ha sido aportar nuevas evidencias
al cuerpo de doctrina de la fisopatologia de las Espondiloartritis. En este trabajo hemos
estudiado el papel del proceso de la NETosis en la etiopatogenia de la EspAax-r, el papel
potencial de los productos derivados de la NETosis en circulacion como biomarcadores
diagndsticos y de actividad de la enfermedad, el papel beneficioso del tratamiento con anti TNF-
a sobre este proceso celular, asi como la asociacién presente entre el dafio estructural y el riesgo

CV estimado en los pacientes con EspAax.

En este sentido nuestros trabajos han aportado dos nuevos elementos a considerar en la

etiopatogenia de esta enfermedad:

7.1.  Papel de la NETosis en la patogénesis de la EspAax-r

En los ultimos afios, la NETosis, un mecanismo de muerte celular especifica de neutrdfilos,
ha cobrado especial relevancia en la fisiopatologia de diversas enfermedades inflamatorias y
autoinmunes, incluyendo la AR y el LES (109) (250). Por tal motivo, en el presente trabajo nos
planteamos analizar la generacidon espontdanea de NETosis en pacientes con EspAax-r, un

proceso hasta el momento no descrito en dicha patologia.

Nuestro estudio fue el primero en demostrar que los neutrdfilos aislados de pacientes con
EspAax-r exhiben generacidon espontanea de NETosis, lo que apunta a un potencial nuevo
mecanismo involucrado en la patogénesis de la enfermedad. Ademas, encontramos que, en
circulacidn, los productos derivados de la NETosis extracelulares, como biomarcadores, podrian
distinguir a los pacientes con EspAax-r de los individuos sanos, asi como discriminar a los
pacientes segln la actividad de la enfermedad. Asi mismo, nuestro estudio revelé un efecto
directo de la terapia anti TNF-a en la inhibicién del proceso de NETosis, evitando asi los efectos

secundarios téxicos promovidos por este fendmeno sobre la inflamacidn.

La EspAax-r es una patologia inflamatoria sistémica crénica (251) en la que las células del
sistema inmune son esenciales para la patogénesis de la enfermedad (252) (253) (254). Dentro
de ésta, los neutrdfilos activados juegan un papel crucial en la inmunidad innata (255) y su
activacion se ha involucrado en la progresion de los sintomas de la enfermedad (96) (256). No
obstante, hasta la fecha, no se ha evaluado la posible implicacién de los eventos NETGticos en

la fisiopatologia de esta enfermedad reumatica.
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La NETosis es un fenédmeno implicado en la respuesta inmunoldgica innata contra las
infecciones mediante la cual los neutrdfilos atrapan y/o destruyen a los patégenos. Sin embargo,
la formacién de redes extracelulares, NETs, puede funcionar como un arma de doble filo,
contribuyendo no sélo al control de los patdgenos, sino también como una posible fuente de
moléculas con funciones proinflamatorias que podrian contribuir al dafio dentro de los tejidos
inflamados. En consecuencia, la NETosis podria estar implicada en el desarrollo y la evolucién
de algunas enfermedades reumaticas. En este sentido, la formacidon de NETosis se ha asociado
a la patologia de varias enfermedades autoinmunes, entre ellas la AR y el LES (106) (107) (108).
En consecuencia, la NETosis podria estar implicada en el desarrollo y la evolucién de algunas
enfermedades reumaticas. En la AR, se ha demostrado que las NETs contienen elevadas
cantidades de PAD2 y PAD4, enzimas que se asocian a la generacidn de autoantigenos
citrulinados en esta patologia. En efecto, entre las proteinas citrulinadas por estas enzimas se
encuentran lavimentinay la a-elonasa, ambas componentes de las NETs y dianas de anticuerpos
frente a péptidos/proteinas citrulinados (ACPA). Uno de los modelos propuestos para explicar
el papel patoldgico de la NETosis en la AR consiste en un loop, en el que las citoquinas
inflamatorias y autoanticuerpos (FR y ACPA) activarian al neutréfilo, activacién que produciria
NETs vy, por tanto, la formacidn de antigenos citrulinados que favorecerian la produccion de mas
autoanticuerpos. Ademas, la generacion de NETs activaria a los fibroblastos sinoviales que
producirian mediadores inflamatorios que a su vez activarian a los neutréfilos que generarian
NETs, provocando el dafio articular observado en esta patologia (109) (257) (258). Ademas,
recientemente se ha identificado en AR un nuevo tipo de granulocitos mas susceptibles de
producir NETs que los neutréfilos normales. Estas células, denominados granulocitos de baja
densidad, son altamente inflamatorias, producen elevados niveles de IFN e inducen

citotoxicidad en el endotelio conduciendo al dafio vascular (259).

En relacidn al LES, un estudio que analizd la asociacidn de la formacién aberrante de NETs
con la nefritis lupica (108) demostrd que la DNAsal sérica es necesaria para degradar las NETSs.
Observaron que los pacientes con LES presentaban un incremento de NETosis como
consecuencia del bloqueo de la DNAsal, un efecto producido por un inhibidor especifico de la
DNAsal y/o la unién de autoanticuerpos a las NETs que las protegen de su degradacion por la
enzima. Ademas, propusieron que las NETs, junto con los restos celulares apoptdticos y
necréticos, podrian ser una fuente de autoantigenos y de patrones moleculares
inmunoestimuladores asociados al dafio tisular en el LES. En particular, la formacién de NETs
implica a ROS que modifican el ADN y las proteinas, haciéndolas mds inmunogénicas y es posible

que los anticuerpos anti-NETs y las NETs persistentes formen "inmunocomplejos NETs", que
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podrian ser relevantes en la exacerbaciéon del LES. Esto estd respaldado por la observacién de

que los complejos IgG-cromatina potencian la produccion de autoanticuerpos (260).

En el presente estudio se amplian estas observaciones y se muestra que la generacion
espontdnea de NETosis también se encuentra incrementada en la EspAax-r, lo que se asocio
ademads a modificaciones en la cascada de transduccién de sefiales necesaria para la induccién
de este fenémeno. Entre ellas, la generacion de ROS, un proceso esencial que induce la
formacién de NETosis. Un estudio previo realizado por Ugan et al., (95) demostré que los
neutrdfilos aislados de pacientes con EspAax-r presentaban un aumento del estrés oxidativo en
comparaciéon con aquellos obtenidos de los controles sanos, un incremento que podria estar
mediado por las concentraciones de Ca?* intracelular, y que podria ser revertido por el
anticuerpo monoclonal anti-TNF-a infliximab. Los datos obtenidos en nuestro presente trabajo
corroboran los hallados por Ugan et al., (95). En concreto, detectamos una fuerte carga oxidativa
en neutrofilos de los pacientes respecto a los donantes danos, lo que se evidencid por un
desequilibrio entre los sistemas oxidantes y antioxidantes, asi como una pérdida significativa del
potencial de membrana mitocondrial en los neutrdfilos derivados de pacientes con EspAax-r. Asi
mismo, nuestro estudio amplia estas observaciones y encontramos también niveles elevados de
otras moléculas implicadas en la via de sefializacidon de la NETosis: los neutréfilos derivados de
pacientes con EspAax-r mostraron una mayor produccion de citoquinas proinflamatorias, junto
con un aumento de la expresién de NE y MPO, la translocacidn nuclear de PAD4 y la citrulinacion
de la histona H3. En global, nuestros datos indican que estos elementos claves en la generaciéon
eficaz de NETs podrian servir como dianas potenciales para nuevas aproximaciones terapéuticas

en pacientes con EspAax-r.

A continuacién, evaluamos el potencial de los productos derivados de la NETosis como
biomarcadores relacionados con la EspAax-r. Hallamos que los niveles circulantes de ADN,
nucleosomas y elastasa extracelulares estaban aumentados en esta patologia y que todos ellos
permitian distinguir a los pacientes con EspAax-r de los controles sanos. Asi mismo, la
combinacion de los tres marcadores NETéticos como panel demostréd ser, ademds, un
biomarcador eficaz para predecir la enfermedad en estos pacientes. Para explorar
adicionalmente la relacién de estos biomarcadores con la patologia de la enfermedad, nuestro
siguiente paso fue realizar estudios de correlacion y confirmamos que los productos derivados
de la NETosis se encuentran relacionados con parametros inflamatorios y clinicos.
Concretamente, encontramos que los niveles circulantes de los componentes de las NETs se
correlacionaban con los niveles de citoquinas plasmaticas (TNF-a, IL-1B), PCR y VSG. Ademas,

los estudios de asociacidon demostraron que los niveles circulantes de nucleosomas
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extracelulares estaban incrementados en los pacientes activos frente a los no activos. El andlisis
de la curva ROC reveld, adicionalmente, que este componente exhibia capacidad prondstica de
la actividad de la enfermedad. Estos resultados estan en concordancia con un estudio previo
realizado por nuestro grupo (261), en el que se demostré que los nucleosomas extracelular
tenian potencial diagndstico para discriminar a los pacientes con AR activa frente a los no

activos.

La inhibicion de la NETosis en pacientes con EspAax-r podria ser util para evitar los efectos
nocivos de las NETs sobre la inflamacién. En el contexto de la EspAax-r, la introduccién de
farmacos inhibidores de la accion del TNF-a representd una revolucidn terapéutica para el
tratamiento farmacolégico de estos pacientes, demostrando ser muy eficaz para reducir la
inflamacidn sistémica y mejorar la actividad de la enfermedad en estos pacientes (262) (263)
(264). El TNF-a es una citoquina que promueve la inflamacién, regula la extravasacién de
leucocitos, promueve la destruccion de tejidos e induce la formacién de NETs (105) (265). En
consecuencia, la alteracién en la produccion y/o funcion del TNF-a se ha asociado a la
etiopatogenia de multiples enfermedades reumdticas, incluyendo las EspAax-r (266). En efecto,
una produccion elevada de TNF a nivel de ARNm (267) y proteina (268) se ha detectado en

biopsias de articulaciones sacroiliacas de pacientes con EspAax-r.

Un trabajo reciente de nuestro grupo de investigacién demostrd que en los pacientes con AR
tratados con infliximab mostraban una disminucién de la generacion espontanea de NETosis,
reduccion que se produjo en paralelo al descenso tanto de la actividad de la enfermedad como
de la produccién de mediadores inflamatorios en estos pacientes (261). Basandonos en estos
resultados y en la eficacia de la terapia anti-TNF-a en la EspAax-r, nuestro estudio también
evalud los efectos de infliximab tanto en la generacién espontanea de NETosis como en los
efectos secundarios tdxicos promovidos por las NETs en la inflamacidn. Encontramos que el
tratamiento con infliximab no sélo promovié una reduccién de la actividad de la enfermedad
sino también una reduccién de la generacion de NETosis en pacientes con EspAax-r, lo que se
evidencio por un descenso en los niveles circulantes de los productos derivados de NETosis, una
menor translocacion nuclear de PAD4 y, por ende, una reduccidn en la citrulinacion de la histona
H3 en los neutrdfilos aislados de los pacientes. Los estudios in vitro revelaron ademas el papel
beneficioso del infliximab para reducir la liberacion de NETs, como se demuestra por la
disminucién de las fibras de ADN, los niveles de ADN extracelular, y el porcentaje de neutréfilos
tefiidos de NE después de este tratamiento. Asi mismo, la terapia con infliximab redujo el

incremento de la actividad inflamatoria promovido por las NETs en las células mononucleares.
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En resumen, nuestros datos muestran por primera vez que la NETosis estd incrementada en
pacientes con EspAax-r e identifica el papel potencial de los productos derivados de la NETosis
en circulacion como herramientas complementarias para identificar a los pacientes con EspAax-
r de los donantes sanos, y como jugadores claves de la actividad de la enfermedad en esta
patologia. Asi mismo, el presente estudio muestra el efecto inhibitorio de la terapia anti-TNF-a
en la formacion de las NETSs, lo cual se produjo en paralelo a la reduccidn de la actividad de la
enfermedad. Por tanto, el andlisis de la generacién de NETosis podria, adicionalmente, tener el
potencial de valorar la eficacia terapéutica en pacientes con EspAax-r. Se requieren analisis
adicionales que permitan esclarecer los efectos in vivo a largo plazo del tratamiento con
infliximab en la formacién de NETosis y el perfil inflamatorio desencadenado por este proceso
celular, asi como su asociacién con el dafio estructural (formacion de sindesmofitos y puentes
0seos entre las vértebras y en las articulaciones sacroiliacas a nivel axial) y elevado riesgo CV

observado en esta patologia (269).

7.2. Evaluacién de la asociacidon del riesgo CV estimado y el daio

estructural

El proceso patolégico mas comin que conduce a la ECV es la aterosclerosis, una
enfermedad de las arterias de mediano y gran calibre cuya prevalencia es 1.5 veces superior en
pacientes con EspAax-r que en controles sanos (170). Esta patologia se caracteriza por la
formacién de placas, consistentes en nucleos necréticos, regiones calcificadas, acumulacién de
lipidos modificados, células del musculo liso inflamadas, células endoteliales activadas,
leucocitos y células espumosas (270). Estas caracteristicas de las placas ateroscleréticas
demuestran que la aterosclerosis es una enfermedad compleja, y que diversos componentes del

sistema inmune, vascular y metabdélico estdn involucrados en este proceso.

En pacientes con EspAax-r se ha observado una prevalencia incrementada de aterosclerosis
subclinica (271) (272) (170), la cual esta caracterizada por un engrosamiento patolégico de la
intima media carotidea (272) (273) y por rigidez arterial (274) (275) (276) (277). Varios son los
factores que podrian conducir al desarrollo de aterosclerosis y enfermedad cardiovascular. Los
factores de riesgo tradicionales cldsicos tales como la hipertensidon y un perfil de lipidos
aterogénico (169) juegan un papel crucial, pero no explican completamente la elevada
prevalencia de aterosclerosis detectada en este trastorno (170). Por lo tanto, es probable que el
estado inflamatorio generalizado observado en estos pacientes los haga mds propensos a
desarrollar enfermedad aterosclerdtica, ya que los mecanismos inflamatorios asociados a la

patogénesis de la aterosclerosis se asemejan a los observados en las enfermedades
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reumatoldgicas (278) (279). En este sentido, se ha demostrado el impacto de la PCR elevada en
los factores de riesgo CV tradicionales y, por tanto, en un mayor riesgo y mortalidad CV (280)
(170), un reactante de fase agua cuya elevada presencia es, ademas, asociada con la progresién
radiografica de estos pacientes (281). No obstante, existe controversia en relaciéon a la
asociaciéon entre inflamaciéon y aterosclerosis subclinica (271) (272), aunque el estado
inflamatorio crénico presente en estos pacientes podria contribuir a todos los estadios de la
aterosclerosis, incluyendo la formacién temprana de la placa de ateroma, la inestabilidad de la
placa y el desarrollo del trombo. Ademas, la contribucién del dafo estructural al incrementado

riesgo CV y la presencia de aterosclerosis subclinica nunca se ha estudiado en esta patologia.

En nuestro estudio se muestra, por primera vez, que los pacientes con EspAax con mas dafno
estructural presentan un mayor riesgo CV estimado, independientemente de la duracién de la
enfermedad y de factores de riesgo tradiciones clasicos tales como la edad y el habito de fumar
(282), los cuales también estan implicados en la progresién del dafio radiografico en los

pacientes con EspAax (283).

En primer lugar, confirmamos la presencia de un mayor riesgo CV estimado en los pacientes
con EspAax, hecho previamente demostrado por diversos estudios (284). El habito de fumar,
incrementado en nuestros pacientes en relacidn a controles sanos, se ha asociado con peores
resultados en cuanto a dafio estructural, respuesta al tratamiento y calidad de vida en los
pacientes con EspA (285) (286). Ademas, la incrementada prevalencia de hipertensién arterial
observada en nuestra cohorte es el factor de riesgo CV mas prevalente en los pacientes con
EspA, especialmente en los paises del norte de Europa, segln los datos del estudio COMOSPA
(287). Considerando el consumo de AINEs, la mayoria de nuestros pacientes estuvieron tratados
con este tipo de fdrmacos, y estudios recientes ha puesto de relieve la relacion entre el aumento
del IMC con la neoformacién dsea, a nivel tanto axial como periférico, y la inflamaciéon de la
entesis (288), aunque se ha propuesto que la prevalencia de la obesidad es mayor en los
pacientes con formas periféricas de EspA (289). Ademas, el aumento de diabetes tipo 2
observado en nuestro estudio también se ha relacionado con formas periféricas de EspA y
artritis psoriasica (290) (291). Asi mismo, se ha reportado que otro factor de riesgo CV, el riesgo
aterogénico, es mayor en los pacientes con EspAax (292) (190), y en nuestro estudio hallamos
que el riesgo aterogénico también aumento significativamente en nuestra cohorte de pacientes

con EspAax.

En segundo lugar, el indice SCORE es la herramienta recomendada por la guia de la Sociedad
Europea de Cardiologia (ESC) 2016 sobre prevencién de enfermedad CV en la practica clinica,

para estimar el riesgo absoluto individual de eventos CV fatales (181). EI SCORE incluye la edad,
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el sexo, los niveles de lipidos, el consumo de tabaco y la presidon sanguinea, siendo la edad la
variable con mayor influencia con el riesgo estimado de eventos CV fatales. En nuestro registro,
encontramos que los niveles de SCORE estaban aumentados en los pacientes con EspAax cuando
se comparaban con los de los controles sanos relacionados en edad, aunque esta diferencia no
fue estadisticamente significativa. Esto podria deberse a que el indice SCORE puede subestimar
el riesgo CV en los pacientes con EspA (293), ya que no se ha descrito la necesidad de multiplicar
el riesgo en presencia de diagndstico de EspA, como se realiza en otras patologias como la AR,
en la que el riesgo CV determinado por el SCORE se multiplica por 1.5 (294). A pesar de ello,
cuando los pacientes con EspAax y los controles sanos incluidos en nuestro estudio se
clasificaron por riesgo CV bajo, moderado, alto y muy alto segin los niveles de SCORE,
observamos que entre los pacientes con EspAax, el 70.9 % tenia un riesgo CV bajo, el 18.4 %
tenia un riesgo CV moderado, el 6.8 % tenia un riesgo CV alto y el 3.9 % tenia un riesgo CV muy
alto, lo que difirié del riesgo CV presente en los controles sanos, con el 86.4 % clasificado como

de riesgo CV bajo y el 13.6 % como de riesgo CV moderado.

En nuestro estudio, el dafio estructural se midié en términos de mSASSS total, cervical y
lumbar que, hasta la fecha, es la herramienta mas validada y ampliamente utilizada para medir
la progresion radiografica en la EspAax-r, ya que presenta una buena correlacién con los signos
y sintomas de la enfermedad, la movilidad de la columna vertebral y la funcién fisica (295). La
presencia de sindesmofitos y puentes dseos, los cuales se muestran como los mas relevantes
cambios estructurales en EspAax-r (296), también fueron evaluados. Hallamos que las
caracteristicas estrechamente relacionadas con el riesgo CV como los niveles de SCORE, Ila
presencia de placas ateroscleréticas y los niveles de GIM carotideo derecho e izquierdo estaban
asociadas con el mSASSS, asi como con la presencia de sindesmofitos y puentes éseos, lo que
implica una asociacidn entre el daiio radiografico y el riesgo CV estimado. En este sentido, Kang
KY et al., (297) encontraron una asociacion entre la progresion radiografica en la columna
vertebral y un alto riesgo estimado de enfermedad CV a 10 afios medido por la puntuacién de

riesgo de Framingham.

Cabe destacar que Rueda Gotor et al., demostraron que el indice SCORE subestima el riesgo
CV real de los pacientes con EspAax y propusieron el uso de herramientas adicionales, como la
ecografia de la cardtida, para mejorar la identificaciéon de los pacientes con EspAax con alto
riesgo de desarrollar enfermedad CV (298) (299) (300). En este contexto, decidimos realizar un
analisis de cluster, incluyendo la presencia de placas carotideas y los niveles de cIMT derecho e
izquierdo como variables. Curiosamente, nuestro andlisis nos permitid distinguir dos fenotipos

diferentes de pacientes segun su prevalencia de factores de riesgo CV, y estos dos grupos
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diferentes se ajustaron segln la edad. En el primer cluster, con un mayor nimero de placas
aterosclerdticas y un mayor grosor de la intima media carotidea, hubo una mayor prevalencia
de habito de fumar, obesidad, indice aterogénico, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2, con
niveles significativamente mayores de SCORE pero, sorprendentemente, este cluster también
mostré niveles significativamente mayores de mSASSS total, cervical y lumbar, asi como una

mayor presencia de puentes 6seos y grado de sacraoiliitis izquierda y derecha.

Un estudio reciente realizado por Eriksson JK et al., compard la prevalencia de los eventos
CV entre los pacientes con AR y los EspAax. Hallaron que el riesgo de los accidentes
cerebrovasculares era similar en ambas patologia, aunque los pacientes con EspAax tuvieron un
riesgo menor de eventos trombadticos y sindromes coronarios agudos (301). Mientras que en AR
el riesgo CV incrementado y su asociacion con la carga inflamatoria estd bien definido (302)
(303) (304), pocos estudios han analizado este tipo de relacidn en la EspAax. Si se ha observado
gue el uso actual de bioldgicos se asocia a una reduccion de las enfermedades CV graves en
pacientes tanto con AR, APs y EspAax-r (305). Ademas, la obesidad se ha asociado a una mayor
inflamacidn, actividad de la enfermedad, movilidad fisica, dafio radiografico, indice de salud,
funcién hepdtica y factores de riesgo cardiovascular en la EspAax-r (306). En linea con estos
estudios, en nuestro presente trabajo hallamos que los pacientes con EspAax con inflamacion
persistente, definida como presencia de niveles anormales de PCR en >50% de las
determinaciones realizadas a los pacientes en los ultimos 5 afos, exhibian un aumento de la
cIMT derecha e izquierda, asi como un mayor nimero de sindesmofitos, lo que podria sefialar a
la PCRy, por consiguiente, a la presencia de una inflamacién subyacente mantenida, como un

vinculo entre el aumento del riesgo de CV y el dafo estructural en estos pacientes.

El papel de la PCR en el dafio estructural presente en los pacientes con EspAax esta bien
definido, y se ha establecido que la progresidn radiografica a nivel axial es el resultado de la
inflamacidn crénica en los pacientes con EspAax (307) (308) (309). Se ha observado que el
microdaiio local puede desencadenar que las células progenitoras residentes en el tejido formen
nuevo hueso, un proceso que parece estar provocado por una inflamacién persistente (116).
Ademas, y quizas mas importante, la inflamacion resulta en una pérdida dsea local y sistémica,
un fendmeno particularmente importante en la columna vertebral. La pérdida de hueso afecta
a las propiedades biomecdanicas de la columna vertebral y las articulaciones sacroiliacas,
desencadenando inestabilidad a nivel de los tejidos (310). En un esfuerzo por recuperar la
estabilidad, podrian activarse procesos de neoformacién dsea patoldgica, dando lugar en ultimo
término a anquilosis (311). Nuestro estudio no sélo corrobora la relacion entre inflamacién y

neoformacién dsea, sino que también destaca a la inflamacidn como un vinculo mas relevante
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entre el dafio radiografico y el riesgo CV que la edad. De hecho, en la relacion entre el dafo
estructural y el riesgo cardiovascular, destacan cinco factores de confusién importantes: la edad
(283), el habito de fumar (285), los niveles de PCR, la ingesta de AINEs y la duracidn de la
enfermedad. Estas variables influyen directamente tanto en el dafio estructural como en el
riesgo CV. Por lo tanto, cuando se evalla la relacién entre el dafio estructural y el riesgo
cardiovascular, estas variables deben ser consideradas. Teniéndolas en cuenta, encontramos
una asociacién independiente entre el mSASSS total y el SCORE, y entre el mSASSS total y la
presencia de placas aterosclerdticas. Ademas, el mSASSS podria considerarse como un marcador
de la carga inflamatoria previa, junto con los niveles de PCR analizados desde el comienzo de la
enfermedad (y no sélo en los ultimos 5 afios), lo que también explicaria la asociacion con el

riesgo CV estimado encontrado en nuestro estudio.

En cuanto al posible papel de los AINEs en la aterosclerosis, el metabolismo del acido
araquiddnico esta implicado en la fisiopatologia de las enfermedades isquémicas CV, y se ha
prestado especial atencion a la via catalizada por la ciclooxigenasa (COX), la cual conduce a la
produccién de prostanoides. Hasta la fecha, se han identificado dos isoformas COX, designadas
como COX-1y COX-2, y una variante de la COX-1, la COX-3 (312). La isoforma COX-1 se expresa
constitutivamente y estd implicada en el mantenimiento del estado fisioldgico normal de
muchos tejidos, incluidos la integridad de la mucosa gastrointestinal o las funciones
homeostaticas (313). La isoforma COX-2 es inducida por estimulos inflamatorios y origina
prostaglandinas inductoras, que contribuyen al edema, rubor, fiebre e hiperalgesia, y
prostaciclinas en respuesta al estrés de cizallamiento. Debido a la relativa escasez de la
expresion de COX-2 en el tracto gastrointestinal y su gran expresién en los tejidos inflamatorios,
se desarrollaron e introdujeron en terapia los COXIBs, con el objetivo de disminuir los efectos
adversos gastrointestinales observados con los AINEs tradicionales. Sin embargo, el uso de los
COXIBs revel6 una propension a trombosis, por el desbalance protrombdtico/antitrombdtico en
la superficie endotelial, ademas de una pérdida del efecto protector de COX-2 en la isquemia
miocardica y el infarto de miocardio (314) (315) (316). El equilibrio entre las isomerasas de
prostaglandinas proinflamatorias y anti-inflamatorias parece ser un importante determinante

del papel de la COX-2 en la estabilidad de la placa (317).

Aunque los pacientes con EspAax-r con mayor dafio estructural y, en consecuencia, con
mayor mSASSS podrian ser los que realizan una mayor ingesta de AINEs y, por lo tanto, ser el
grupo de pacientes con un mayor riesgo CV y nimero de eventos CV, algunos estudios realizados
en pacientes con enfermedades reumaticas inflamatorias han encontrado que el uso a largo

plazo de algunos farmacos anti-inflamatorios, podria ayudar a disminuir el riesgo CV relacionado
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con la situacidn de inflamacién persistente observada en estos pacientes. En un estudio
realizado por Haroon et al., se mostré un efecto protector de los AINEs tradicionales en la
mortalidad vascular en pacientes con EspAax-r de 2 66 afios de edad. Ademas, los COXIBs no se
asociaron con un mayor riesgo de mortalidad vascular. De hecho, los AINEs podrian ser
beneficiosos en las enfermedades inflamatorias al reducir el riesgo vascular general impuesto
por la inflamacién, y varios estudios realizados en pacientes con AR en el Reino Unido vy
Dinamarca mostraron una reduccion de la mortalidad vascular con el uso de AINEs (53). En
EspAax-r, se ha observado que el incremento de riesgo CV es evidente durante los primeros 6
meses de tratamiento y tiende a disminuir con el tratamiento frecuente y prolongado con AINEs
(318). Ademas, en otro estudio se hallé que la mortalidad vascular era mayor en el grupo de
EspAax-r (HR: 1.36; 1C95% 1.13-1.65) y que esta mortalidad descendia con el tratamiento con
AINEs o estatinas (319). En nuestro estudio, se presentan los resultados procedentes de
pacientes con ausencia de eventos CV (se excluyeron aquellos con historia de cardiopatia
isquémica, accidente cerebrovascular, enfermedad arterial periférica o insuficiencia cardiaca),
aunque la mayoria de ellos se encontraban en tratamiento permanente con AINEs. Actualmente,
investigar cémo el tratamiento con AINEs afecta al riesgo CV en pacientes con enfermedades
inflamatorias reumaticas, en particular la EspAax, y si éstos pacientes deben ser tratados con
AINEs de forma continua o intermitente desde el punto de vista CV es una demanda apremiante
(165). En la EspAax, solo en raras ocasiones se ha evaluado la repercusion de los tratamientos

anti-inflamatorios en la incidencia de eventos CV o en la mortalidad por esta causa (319).

Entre las limitaciones de este estudio se encuentra el disefio transversal del mismo, el cual
no permite encontrar una relacidn causal entre el dafio estructural y el riesgo CV estimado. De
hecho, la asociacidn entre el mSASSS y el riesgo CV ha sido identificada usando una variable
subrogada, el indice SCORE. Sin embargo, en este analisis no hemos evaluado la prevalencia de
eventos CV ya que excluimos a los pacientes con tales eventos, debido a que nuestro interés
residia en evaluar el incremento del riesgo CV estimado. Para comprender mejor la asociacidn
del dafio estructural con el riesgo CV evaluado en términos de eventos CV, y los mecanismos
subyacentes que implican la asociacién entre el dafio estructural radiografico en la columna
vertebral y las articulaciones sacroiliacas, el aumento del riesgo CV y la inflamacidn persistente,
y la influencia de los tratamientos, se requieren estudios longitudinales con seguimiento
prospectivo, que incluyan ademas la influencia no sélo de los tratamientos con AINEs, sino

también de terapias bioldgicas eficaces sobre la actividad de la EspAax (anti-TNF-a, anti-IL-17).

A pesar de las limitaciones, las fortalezas de este estudio incluyen que todos los analisis se

ajustaron por edad (que es un factor de confusidn al estar relacionada con un mayor dafo
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estructural y con un mayor riesgo CV) y al gran nimero de pacientes incluidos. Ademas, la
asociacion entre el riesgo de CV y el dafio estructural se ha ajustado ademas de segun la edad,
también segun el tabaquismo, la inflamacién persistente y la duracién de la enfermedad, que

son factores de confusion asociados biolégicamente tanto con el SCORE como con el mSASSS.

En resumen, por primera vez, nuestros resultados apoyan una posible asociacion del dafio
estructural y el riesgo CV estimado en pacientes con EspAax independientemente de la edad, el

tabaco, la inflamacién y la duracién de la enfermedad.
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8. CONCLUSIONES

A. Los neutréfilos de pacientes con EspAax-r sufren generacion espontanea de NETosis,
indicativo de un potencial nuevo mecanismo involucrado en la patogénesis de la
enfermedad.

B. Los niveles circulantes de productos derivados de la NETosis extracelulares podrian ser
biomarcadores utiles para la enfermedad y para discriminar a los pacientes segln la
actividad de la misma.

C. Ademds de la actividad de la enfermedad, la terapia anti-TNF-a disminuye la generacion
de NETosis en los pacientes con EspAax-r.

D. La inhibicién de la NETosis mediante infliximab reduce la actividad inflamatoria de las
células mononucleares de la sangre periférica, lo que sugiere un papel potencial de la
generacidon de NET en la evaluacidn de la eficacia del tratamiento en pacientes con
EspAax-r.

E. Los pacientes con EspAax presentan un incrementado riesgo CV estimado.

F. Los pacientes con EspAax-r con mds dafo estructural exhiben un mayor riesgo
cardiovascular estimado, independientemente de la duracién de la enfermedad, la edad
y el habito de fumar.

G. Lainflamacién persistente en pacientes con EspAax se asocia con el elevado riesgo CV
observado en esta enfermedad, lo que sefala a la inflamacién como la mas importante

conexién entre el dafio radiografico y el riesgo CV que la edad.
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9. CONCLUSIONS

Neutrophils from r-axSpA patients spontaneously undergo NETosis, underlying a new
potential mechanism in the disease pathogenesis.

Circulating levels of cell-free NETosis-derived products could be useful biomarkers for
disease and for discriminating patients according to disease activity.

In addition to disease activity, NETosis is down-regulated by anti-TNF-a therapy in
r-axSpA patients.

Inhibition of NETosis by infliximab reduces inflammatory activity of peripheral blood
mononuclear cells, suggesting a potential role of NET generation for the assessment of
treatment effectiveness in r-axSpA patients.

Patients with axSpA present an increased estimated CV risk.

AXSpA patients with more structural damage display increased predicted cardiovascular
risk, independently of disease duration, age, and smoking habit.

Persistent inflammation in patients with axSpA is associated with the increased CV risk
observed in this disease, pointing to inflammation as a more important link between the

radiographic damage and CV risk than age.
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Abstract

Background: Radiographic axial spondyloarthritis (-axSpA) is a chronic inflammatory form of arthritis in which
tumor necrosis factor (TNF)-q, a potent inducer of inflammatory response and a key regulator of innate immunity
and of Th1 immune responses, plays a central role. NETosis is a mechanism of innate immune defense that is
involved in diverse rheumatology diseases. Nevertheless, spontaneous NETosis generation in r-axSpA, its association
to disease pathogenesis, and the NETosis involvement on anti-TNF-a therapy's effects has never been explored.

Methods: Thirty r-axSpA patients and 32 healthy donors (HDs) were evaluated. Neutrophil extracellular trap (NET)
formation, mediators of signal-transduction cascade required for NETosis induction and cell-free NETosis-derived
products were quantified. An additional cohort of 15 r-axSpA patients treated with infliximab (IFX) for six months
were further analyzed. In vitro studies were designed to assess the effects of IFX in NETosis generation and the
inflammatory profile triggered.
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Results: Compared to HDs, neutrophils from r-axSpA patients displayed augmented spontaneous NET formation,
elevated expression of NET-associated signaling components, nuclear peptidylarginine deiminase 4 translocation
and increased citrullinated histone H3. Furthermore, patients exhibited altered circulating levels of cell-free NETosis-
derived products (DNA, nucleosomes and elastase). Additional studies revealed that cell-free NETosis-derived
products could be suitable biomarkers for distinguish r-axSpA patients from HDs. Correlation studies showed
association between cell-free NETosis-derived products and clinical inflammatory parameters. Besides, nucleosomes
displayed potential as a biomarker for discriminate patients according to disease activity.

IFX therapy promoted a reduction in both NETosis generation and disease activity in r-axSpA patients. Mechanistic
in vitro studies further unveiled the relevance of IFX in reducing NET release and normalizing the augmented
inflammatory activities promoted by NETs in mononuclear cells.

Conclusions: This study reveals that NETosis is enhanced in r-axSpA patients and identifies the NETosis-derived
products as potential disease activity biomarkers. In addition, the data suggests the potential role of NET generation
analysis for assessment of therapeutic effectiveness in r-axSpA.

Keywords: Biomarkers/NETosis/neutrophils/immunotherapy/pathogenesis/radiographic axial spondyloarthritis

Background

Spondyloarthritis (SpA) encompasses a group of chronic
inflammatory rheumatic disorders that shares common
clinical features, extra-articular manifestations and a
strong genetic association with the human leukocyte
antigen (HLA)-B27 [1]. The most frequent phenotype is
the radiographic axial SpA (r-axSpA), which predomin-
antly affects the axial skeleton and the sacroiliac joints
[1]. This clinical form is more common in men than
women (ratio 2:1), with a mean age of symptom onset
around 26 years [2], and a prevalence ranges between 0.1
and 1.4% globally [3].

The pathological process of r-axSpA is characterized
by an early inflammatory stage, followed by a phase of
pathological new bone formation with syndesmophytes
and ankylosis [4], which lead to a decrease in quality of
life in these patients. Although an ever-growing list of
factors and mechanisms seem to have a role in the
pathogenesis of this disease [5-7], numerous gaps
remain in our understanding of the precise molecular
processes associated with the triggering, initiation, devel-
opment, and regulation of this disease.

Immune system cells are essential in the r-axSpA
pathogenesis, and although a considerable body of evi-
dence exists regarding the central role of T lymphocytes
in the pathological process [8—11], the role of neutro-
phils has not been examined to the same extent in this
disease [12, 13]. Neutrophils are well established players
in the immediate response to infections, employing a
broad array of strategies including phagocytosis, release
of toxic granular enzymes and of reactive oxygen species
(ROS), or the generation of NETosis to remove harmful
microorganisms [14, 15]. In the NETosis process, neu-
trophils expulse their nuclear contents to form neutro-
phil extracellular traps (NETs) that capture and kill
microorganisms [16], and are composed of decondensed

chromatin (neutrophil DNA and high affinity histones),
which is covered with antimicrobial peptides and oxidant-
generating enzymes [i.e. neutrophil elastase (NE), myeloper-
oxidase (MPO), NADPH oxidase, and nitric oxide synthase]
[17-19]. The underlying signal-transducing pathway
leading to NET's formation involves calcium mobilization,
proinflammatory mediators, generation of ROS, nuclear
delobulation by NE and MPO, and citrullination of
histones by peptidylarginine deiminase 4 (PAD4), all of
them essential to chromatin decondensation and DNA
extrusion [18, 20-24].

Whereas the initial observation of NET formation
showed to this process as an essential strategy to
immobilize and kill invading microorganisms, extensive
evidence suggest that aberrant NET formation is also
central in a number of pathologies including rheumatoid
arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus (SLE)
[25-27]. However, to date no study has evaluated the
NET generation and the regulation of their release in
SpA patients.

Therefore, the present study was designed to deter-
mine the NETotic response of neutrophils in r-axSpA,
with particular concern to the underlying signal-
transduction cascade, and whether the NETosis-derived
products could be associated to r-axSpA, and could be
useful for the prognostic and monitoring of the disease.
In addition, as tumor necrosis factor (ITNF)-a plays a
central role in the pathogenesis of r-axSpA patients [28]
and is a NETosis-inducing agent [24], the involvement
of NETosis on the effects of infliximab (IFX), an anti-
TNEF-a drug, was further evaluated.

Methods

Study design and participants

In total, 30 r-axSpA patients and 32 healthy donors
(HDs) matched for age and sex were included in the
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cross-sectional study. One more cohort of 15 r-axSpA
patients treated with IFX (3 mg/kg/day intravenous infu-
sion at times 0, 2 and 6 weeks, and every 8 weeks there-
after) for six months was also studied. All the r-axSpA
patients fulfilled ASAS classification criteria for the classi-
fication of axSpA [29]. Exclusion criteria were: pregnancy,
malignancies, chronic infections, other rheumatology dis-
eases, extra-articular manifestations [psoriasis, inflamma-
tory bowel disease (IBD), uveitis] and patients unable to
understand the procedures to the protocol.

The study was conducted according to the principles
of the Declaration of Helsinki. All experimental proto-
cols were approved by the ethics committee of the Reina
Soffa University Hospital, Cérdoba, Spain, and written
informed consent was obtained.

In the cross-sectional study, a case report form was
used to collect the following clinical data: age, gender,
disease duration, HLA-B27 status, plasma TNF-a and
interleukin (IL)-1p concentration (pg/mL), and current
medications. Disease activity was determined by C-
reactive protein (CRP; nmol/L), erythrocyte sedimenta-
tion rate (ESR; mm/h) and the Bath Ankylosing Spon-
dylitis Disease Activity Index (BASDAI) [30]. Spinal
functionality and mobility of patients were evaluated
by the Bath Ankylosing Spondylitis Functionality
Index (BASFI) [31] and the Bath Ankylosing Spondyl-
itis Metrology Index (BASMI) [32], respectively.
Structural damage was assessed by the modified Stoke
Ankylosing Spondylitis Spine Score (mSASSS) [33].

In the longitudinal study, the case report form in-
cluded the following clinical data:

a) Baseline: age, gender, disease duration, HLA-B27
status, and current medications. Disease activity
was determined by CRP (mg/L), ESR (mm/h), and
the BASDATI [30]. Functionality of r-axSpA patients
were evaluated by the BASFI [31]. Structural damage
was assessed by the mSASSS [33].

b) After six months of IFX treatment: Disease activity
was determined by CRP (nmol/L), ESR (mm/h), and
the BASDATI [30]. Functionality of r-axSpA patients
were evaluated by the BASFI [31].

Blood sample collection and assessment of biological
parameters

Peripheral venous blood samples were collected after a
fasting period (8 h) in sterile tubes containing 0.129 M
sodium citrate (Becton Dickinson, Meylan, France) and
Z Serum Sep Clot Activator (Vacuette, Madrid, Spain),
and were processed within 4 h of collection. Plasma and
serum were aliquoted and stored at — 80°C until their
analysis. Laboratory markers of inflammation (ESR,
CRP) and genetic factors (HLA-B27) were quantified as
part of routine patient management.
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Inflammatory markers in plasma

Plasma levels of TNF-a and IL-1p were examined using
a Bio-Plex Pro Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA), according to manufacturer’s instructions.

White blood cells isolation

Neutrophils were isolated from patients and HDs’ blood
by density centrifugation over Dextran-Ficoll as de-
scribed by Nauseef et al [34]. As neutrophils could be
activated by the isolation method, CD11b and CD62L
expression were evaluated in healthy neutrophils (n =5)
from buffy coat (800 x g for 15 min at room temperature
(RT) with the brake off centrifugation) and after dextran
sedimentation followed Ficoll-Hypaque density gradient
centrifugation. Both neutrophil activation markers were
measured by flow cytometry (single-laser FACScalibur
cytometer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) using
anti-human CDI11b PE (BD Biosciences) and anti-
human CD62L FITC (eBioscience, San Diego, CA, USA).
Non-statistically significant difference in CD11b and
CD62L expression was found between buffy coat and
the isolation method (Fig. S1).

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from
HDs” whole blood were separated by Ficoll gradient
centrifugation (StemCell Technology, Oslo, Norway).

Purity of the populations was assessed by flow cytome-
try (single-laser FACScalibur cytometer, BD Biosciences)
by analyzing the size and complexity (forward and size
scatters). The purity was routinely >95% for both neu-
trophils and PBMCs.

NETs generation and quantification

Neutrophils isolated from r-axSpA patients (1z=6) and
HDs (1 = 6) were seeded into 24-well plates (6 x 10° cells
per well) on poly-L lysine-coated glass coverslips (BD
Biosciences) at 37 °C under 5% CO,. Then, cells were in-
cubated in vitro for 6h to determine spontaneous
NETosis or treated with 600 nM of the potent NETosis
inducer PMA (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA) for
2 h. Next, neutrophils were fixed with 4% paraformalde-
hyde (15 min) and rinsed three times with PBS. Firstly, a
Sytox orange dye staining (Life Technologies, Bleiswijk,
Netherlands) (5 mM) was used to visualize DNA using a
Nikon Eclipse-Ti-S fluorescence microscope (Nikon,
Amsterdam, Netherlands). To evaluate NETosis gener-
ation, a total of five images selected randomly from
different regions of each coverslip per case were taken
with a 20x objective in each sample. NETs were manu-
ally identified on digitalized images as Sytox-positive
structures emanating from cells with overall length
greater than 2x cell area from cells untreated [35] and
were counted for at least 3 times by two independent
observers using IMAGE-] software (NIH, Bethesda, MD,
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USA). Results were expressed as percentage of NETs
(NETs formation).

Secondly, neutrophils were stained with NE antibody
and DAPI (as nuclear staining). Briefly, fixed cells were
exposed to anti-human NE antibody (1:40) [RbmAb to
Neutrophil Elastase (Abcam, Cambridge, UK)] overnight
at 4°C, and then incubated with Alexa-Fluor 488-
conjugated secondary antibody (1:1000) (Abcam) for 1 h
at 4°C. Nuclear DNA was detected by incubating
marked cells with DAPI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
(300 nM) for 3 min at RT. Samples were visualized using
a Nikon Eclipse-Ti-S fluorescence microscope (Nikon).
The recorded images were loaded onto IMAGE-] soft-
ware (NIH) for analysis and quantified by two independ-
ent observers. The colocalization between NE and DAPI
was estimated by determining an overlapping pixel map
of the two fluorescent channels. Netting neutrophils
were considered those positive for both NE and DAPL
NETSs were calculated as the average of cells stained with
NE and DAPI [(at least 5 fields of each coverslip per case
(x 20)] normalized to the total number of cells. Results
were expressed as percentage of NE/total cell number.

For scanning electron microscopy, neutrophils from r-
axSpA patients (n=3) and HDs (n=3) were fixed in
2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2)
for 45 min, washed twice in the same buffer for 10 min
each and dehydrated in a series of ethanol. Absolute
ethanol was changed 3 times (10 min each). Afterwards,
ethanol was removed and the samples were kept at 35 °C
for 20 min and gold shadowed using a High Vacuum
Coater Leica EM ACE600 (Leica Microsystems, Barcelona,
Spain). Samples were viewed and photographed using a
JEOL JSM-7800F Field Emission Scanning Electron
Microscope (Jeol, Tokyo, Japan).

Quantification of supernatant cell-free DNA

Neutrophils isolated from r-axSpA patients (1 =6) and
HDs (1 =6) were seeded with RPMI 1640 without phe-
nol red (Sigma-Aldrich) into 96-well black microplate
(2 x 10* cells per well) and stained with 0.2 uM Sytox
green dye (Sytox Green Nucleic Acid Stain, Invitrogen)
for 6 h at 37 °C in the dark. As a positive control, neutro-
phils were incubated in the presence of 600 nM PMA
(Sigma-Aldrich) for 2h. Then, absorbance was read in
an Infinite F200° Pro plate reader (Tecan Group Ltd.,
Mainnedorf, Switzerland) with a filter setting of 485 (ex-
citation)/528 (emission). The results were expressed as
relative fluorescence units (RFU) minus background
control.

Gene expression

Total RNA from neutrophils and PBMCs was extracted
using TRIsure (Bioline, Taunton, MA, USA) following
the manufacturer’s recommendations. A prerequisite for

Page 4 of 16

samples to be included in the RT-qPCR was a non-
degraded pattern of the 18S and 28S subunits of riboso-
mal RNA in a 1.2% agarose gel. The RNA purity was
verified by optical density (OD) absorption ratio OD260/
OD280 that was between 1.8 and 2.0. Next, RT-qPCR
was conducted in two steps. RT was performed using
QuantiTect® Reverse Transcription kit (Qiagen, Hilden,
Germany), following the manufacturer’s instructions.
The expression levels of inflammatory mediators were
then measured by real-time PCR using a LightCycler®
Thermal Cycler System (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland). The reaction was carried out with SYBR®
Green PCR master mix (Takara Bio Inc., Madrid, Spain)
according to manufacturer’s protocol. The primer se-
quences are listed in Table 1. GAPDH was selected as
housekeeping gene. Real-time PCR data were analyzed
by the 224" method. The expression of target genes
was normalized to the mean of the housekeeping gene.
All measurements were performed in duplicate. Controls
consisting of reaction mixture without cDNA were nega-
tive in all runs. Fidelity of the PCR was determined by
melting temperature analysis.

Determination of oxidative stress markers in neutrophils
Oxidative stress biomarkers were analysed in a single-
laser FACSCalibur (BD Biosciences) cytometer. Test
standardization and data acquisition analysis were per-
formed using the CELL Quest software (BD Biosciences).
A forward and side scatter gate was used for the selection
and analysis of the different cell subpopulations.

For the assessment of ROS generation, including perox-
ides and peroxinitrites, cells were incubated with 20.5 uM
Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFHDA; Sigma-
Aldrich) and 5uM DihidroRhodamine-123 (DHRH123;
Sigma-Aldrich) for 30 min in the dark at 37°C. For the
detection of intracellular glutathione (GSH), cells were in-
cubated with 1pM 5-chloromethylfluorescein diacetate
(CMEF-DA) (Invitrogen) for 30 min in the dark at 37°C.
The cells were washed, re-suspended in PBS, and then
analysed on a single-laser FACSCalibur (BD Biosciences)
cytometer. The JC1 Mitoscreen assay (BD Biosciences)
was used (final concentration 2 pM) to assess mitochon-
drial membrane potential (A¥m) according to manufac-
turer’s instructions.

Myeloperoxidase (MPO) and NE protein expression

Whole peripheral blood (100 pl) was incubated with 1 ml
of lysis buffer (BD Pharm Lyse Lysing Buffer, BD Biosci-
ences) for 10 min at RT in the dark. After centrifugation
at 300 g for 5min at 4°C, cells were fixed and perme-
abilized with 250 pl of buffer (BD Cytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization solution Kit with BD Golgi
Plug™, BD Biosciences) for 20min at 4°C, and then
exposed to either FITC anti-human MPO antibody (BD
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Table 1 Primer list
Primer Supplier Sequence 5"-3°
Forward Reverse
GADPH Sigma-Adrich, Steinheim, Germany TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG ACATCGCTCAGACACCATG
STAT-3 IDT, Leuven, Belgium AGGCATTTGGCATCTGACAG TGCTTCCCTGATTGTGACTG
TNF-a IDT TCAGCTTGAGGGTTTGCTAC TGCACTTTGGAGTGATCGG
IL-1B Qiagen, Hiden, Germany Not provided by the manufacturer Not provided by the manufacturer
IL-1a DT AGTTCTTAGTGCCGTGAGTTTC GTGACTGCCCAAGATGAAGA
IL-6 IDT GCCCCACACAGACAGCCACTCACC TGCCTCTTTGCTGCTTTCACACAT
IL-23 DT GGCGCAGAGCCAGCCAGATT ACCCTCAGGCTGCAGGAGTTGG

GAPDH indicates glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; IL, interleukin; STAT, signal transducer and activator of transcription; TNF, tumor necrosis factor

Biosciences) or anti-human NE antibody (1/20) [(RbmAb
to Neutrophil Elastase (Abcam)]. After incubation of cells
with the primary antibodies for 20 min at 4°C, an Alexa
Fluor-488 conjugated secondary antibody (1:1000) (Abcam)
was added for 30 min at 4°C to analysis NE levels. IgG
isotypes were used as negative controls. Cells were washed
and acquired on the flow cytometer FACSCalibur (BD
Biosciences).

Protein extraction and western blotting

Cytoplasmic and nuclear extracts were prepared accord-
ing to standard protocols [36] and the Bradford assay
method (Bio-Rad) was used to determine protein con-
centration. Then, 20 ug of both cytoplasmic and nuclear
extracts were separated by SDS-PAGE. Antibodies
against PAD4 (1:1000; Abcam), citrullinated histone H3
(CitH3) (1:1000; Abcam) and nuclear factor (NF)-xB (1:
500; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA) were dispensed overnight (4°C) and peroxidase-
conjugated secondary antibody was administered for 1 h
(RT). The immunoreaction was visualized using ECL
plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Stain-free
technology (Bio-Rad) was used as loading protein con-
trol and densitometric analysis was performed with
Image Lab software (Bio-Rad).

Detection of circulating levels of cell-free DNA,
nucleosomes and elastase
To quantify circulating cell-free DNA, 10 pL of plasma
from r-axSpA patients and HDs was placed into 96-well
black microplate and stained with 1 M Sytox green
dye (Sytox Green Nucleic Acid Stain, Invitrogen) in
Tris-buffered saline [TBS (50 mM Tris-Cl, pH 7.5 and
150 mM NaCl)] at RT for 15min in the dark. Next,
plates were read in Infinite F200° Pro plate reader
(Tecan Group Ltd) with a filter setting of 485 (excitation)/
528 (emission). The data were analysed using a serial dilu-
tion of DNA from salmon as calibration curve.
Nucleosomes were measured by using the Human Cell
Death Detection ELISAPLUS (Roche Diagnostics) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Briefly, monoclonal

antibodies against DNA (double and single strand) and
histones (H1, H2A, H2B, H3 and H4) were used to detect
mono- and oligo-nucleosomes in serum from r-axSpA pa-
tients and HDs. Quantification of nucleosomes was car-
ried out by photometric determination of the absorbance
at 405nm (reference wavelength: 492 nm). Neutrophil
elastase was measured by PMN Elastase Human ELISA
kit (Abcam) in serum from r-axSpA patients and HDs
following the manufacturer’s recommendations.

In vitro studies

To assess the effects of IFX on NETosis generation, HD
neutrophils (n = 3) were isolated and pretreated for 15
min at 4 °C with FCRII blocking Reagent (Miltenyi Bio-
tec, Bergisch Gladbach, Germany). Then, neutrophils
were washed with PBS, centrifuged at 300 g for 10 min,
seeded in 24 well plates on poly-L lysine-coated glass
coverslips (BD Biosciences) (6x 10° cells per well) in
RPMI 1640 supplemented with 20% BSA (PanReacAp-
pliChem, Barcelona, Spain), 2 mM L-glutamine (Biowest,
Nuaillé, France) and 1% ZellShield (Minerva Biolabs,
BMBH, Berlin, Germany) at 37°C and 5% CO,. Next,
neutrophils were treated with TNF-a (8 ng/mL; Prepo-
Tech, Rocky Hill, NJ, USA), a potent NETosis inducer,
in the presence or in the absence of IFX (100 mg/ml;
Pfizer, NY, USA) for 2 h. NETotic response was evalu-
ated as previously described.

To evaluate the effects of IFX on the proinflammatory
profile of mononuclear cells promoted by NETs, PBMCs
from previous HDs (1 = 3) were seeded in 24-well ultra-
low attachment plate (Sigma Aldrich) (1 x 10° cells per
well) and treated for 24 h with supernatants obtained
from above-described in vitro experiments which were
pre-incubated in the presence or absence of 15 U/ml
DNAse I (NZYTech-Genes & Enzymes, Lisbon, Portugal)
for 10 min. PBMCs were harvested for protein and RNA
determination.

Statistical analysis
Statistical analysis used SPSS statistical software, version
19.0 for WINDOWS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A
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statistical power calculation in our cross-sectional study
indicated that accepting an alpha risk of 0.05 in a two-
sided test with 30 subjects in the r-axSpA group and 32
in the HD group, the statistical power in the nucleosome
levels was 100% to recognize as statistically significant
the difference of means (1.12 in the r-axSpA group and
0.24 in the HD group). For our longitudinal study, the
statistical power calculation pointed out than accepting
an alpha risk of 0.05 in a two-sided test with 15 r-axSpA
patients, the statistical power in the nucleosome concen-
tration was 92% to recognize as statistically significant
the difference of means (2.39 in the r-axSpA group
before treatment and 1.04 at 6 months of IFX therapy).
Although we used the nucleosomes to set statistical
power, because this cell-free NETosis-derived product
was a potential biomarker for the prediction of activity
in r-axSpA patients, we were equally interested in
changes in the other variables of our study. The statis-
tical power in the remaining parameters was at least
80%. The normal distribution of variables (Gaussian
data) to characterize differences in the analyzed parame-
ters was assessed using the Kolmogorov-Smirnow test.
For continuous data, comparison among variables were
performed using Independent Student’s tests or Paired
Student’s tests for Gaussian data and using Mann-
Whitney rank sum tests, Wilcoxon tests or Kruskal-
Wallis H tests for non-normally distributed data.
Categorical data were analyzed using the x2 Test or
Fisher’s Exact Probability Test, as appropriate. Multiple
linear regression analysis was performed to exclude the
influences of potential cofounding variables. Correlations
were assessed by Spearman’s rank correlation.

Receiver operating characteristics (ROC) curves and
the area under the curve (AUC) analysis were used to
determine the sensitivity, specificity and corresponding
cut-off values for each circulating cell-free NETosis-
derived products in order to distinguish r-axSpA patients
from HDs, and for discrimination of active vs. non-active
r-axSpA patients. Active patients were considered those
with a CRP level > 47.62 nmol/L, and/or patients with a
BASDALI score >4 and ESR >20mm/h [37]. Logistic re-
gression was used to develop composite panels of bio-
markers to identify signatures that could distinguish r-
axSpA from HDs with the greatest sensitivity and specifi-
city. ROC analysis for composite panels was calculated.
P < 0.05 was considered statistically significant.

Results

Study population

Clinical and laboratory parameters of the r-axSpA pa-
tients and the healthy age- and sex-matched donors in-
cluded in the cross-sectional study are described in
Table 2. Patients had an average age of 46.4 + 13.4 years,
with a disease duration of 13.2 + 11.3 years and a mean
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Table 2 Clinical and Laboratory Parameters of the Radiographic
Axial Spondyloarthritis Patients and the Healthy Donors

r-axSpA patients Healthy Donors P

(n=30) (n=32)
Clinical parameters
Women/men, 5/25 10/22 0.180
n/n
Age, y 4640 + 245 4106+177 0.080
BASDAI 442 £ 045
BASFI 473 +061
BASMI 322+031
MSASSS 19.16 £3.86
Disease 1323 +£207
duration, y
Extra-articular manifestations
> Uveitis 0/30 0/32
> Psoriasis 0/30 0/32
> |BD 0/30 0/32
Laboratory parameters
HLA-B27 (%) 26/30 (86.67%)
CRP', nmol/L 12257 +31.38 13.62+325 <0.001
ESR', mm/h 19.84£4.09 748+1.00 0.006
TNF-q, pg/mL  10.89+ 1.82 4024120 0.021
IL-18, pg/mL 246+0.22 157+027 0.047
Treatments

NSAIDs (%) 28/30 (93.33%)

Sulfasalazine 2/30 (6.67%)

(%)

Values are presented as mean + SEM. The data were analyzed using an
Independent Samples t test or a Mann-Whitney U test to evaluate statistical
significance between r-axSpA patients and healthy donors. "Non-normally
distributed data. BASDAI indicates Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Index; BASFI, Bath Ankylosing Spondylitis Functionality Index; BASMI, Bath
Ankylosing Spondylitis Metrology Index; CRP, C-reactive protein; ESR,
erythrocyte sedimentation rate; HLA, human leukocyte antigen; IBD,
inflammatory bowel disease; IL, interleukin; mSASSS, modified Stoke
Ankylosing Spondylitis Spine Score; NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory
drugs; r-axSpA, radiographic axial spondyloarthritis; TNF, tumor necrosis factor

score of total BASDAI and mSASSS of 4.4+25 and
19.2+21.1, respectively. Overall, patients exhibited
greater mean levels of inflammatory markers (ESR, CRP,
TNE-q, IL-1p) than HDs (P < 0.05), and a total of 86.7%
of patients presented HLA-B27 antigen. There were no
patients affected by anterior uveitis, IBD or psoriasis, al-
though four of them had presented anterior uveitis in
the past. Regarding treatment, 93.3% were taking non-
steroidal anti-inflammatory drugs and 6.7% sulfasalazine.

Enhanced NETs generation in r-axSpA patients

Compared to HDs, r-axSpA-derived neutrophils dis-
played augmented spontaneous NET's extrusion, as dem-
onstrated by fluorescence microscopy, fluorimetry, and
scanning electron microscopy (Fig. la-d). Indeed,
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Fig. 1 Enhanced NETosis generation in neutrophils from r-axSpA patients. (a-d) Neutrophils isolated from patients and healthy donors (HDs) were
incubated ex vivo for 6 h -to determine spontaneous NETosis- or treated with or without PMA (600 nM) for 2 h (positive control). a Representative
scanning electron micrographs of NETs from r-axSpA patients (n = 3) and HDs (n = 3) are shown in upper panels. Scale bar 10 um. Fluorescence
micrographs of NETs from patients (n =6) and HDs (n = 6) stained with Sytox dye or with neutrophil elastase (NE) antibody and DAPI are
represented in middle and lower panels, respectively. Images were captured at 20x magnification. Scale bar 100 um. b NET formation. Results
were expressed as percentage of NETs. ¢ Supernatant cell-free DNA levels. Data are represented as relative fluorescence units (RFU). d % NE-
staining cells. b-d Bar graphs show the mean + SEM (HDs, n = 6; r-axSpA patients, n =6). The data were analyzed using an Independent Samples t
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analysis of DNA fibers staining by SYTOX and cell-free
DNA levels revealed that neutrophils from patients gen-
erated NETs to a greater magnitude than those from
HDs after 6 h of ex vivo incubation (P < 0.05; Fig. la-c).
Accordingly, statistically significant differences in DNA
fibers and cell-free DNA levels were detected between
both groups at 6 h (P <0.05; Fig. a-c). Increased spontan-
eous NETs production in this pathology was additionally
corroborated by the observation of an enhanced percent-
age of NE-staining cells at 6 h, as assessed by fluorescence
microscopy (P < 0.05; Fig. 1a and d). PMA, known to pro-
mote NETosis, was used as positive control (Fig. 1a-d).

Augmented expression of NET-associated signaling
components, nuclear PAD4 translocation, and increased
histone H3 citrullination in neutrophils from r-axSpA
patients

We next studied signaling elements and molecular mecha-
nisms involved in the NETosis process [21, 23, 24, 38]. In

our hands, r-axSpA-derived neutrophils displayed aug-
mented expression of signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3), TNF-a, IL-1pB, IL-1a and IL-6, as
well as higher peroxinitrites production, reduced total
GSH levels and increased percentage of cells with altered
AW¥m as compared to those from HDs (P <0.05; Fig. 2a
and b). Additionally, higher intracellular NE and MPO
levels were found in r-axSpA-derived neutrophils as com-
pared to HDs (P < 0.05; Fig. 2c).

Citrullination of histone subunits, such as H3, by
PAD4 promotes chromatin decondensation [39]. Be-
cause PAD4 translocation to nucleus is necessary to
exert its function, we next explored PAD4 localization
(i.e. nucleus and cytoplasm) and observed that this en-
zyme was preferentially located in the nucleus of neutro-
phils from patients as compared to those from HDs (P <
0.05; Fig. 2d). The nuclear presence of PAD4 was associ-
ated with augmented CitH3 levels in neutrophils from r-
axSpA patients vs. HDs (P = 0.016; Fig. 2e).
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Fig. 3 NETosis-derived products are augmented in r-axSpA patients and are biomarkers associated to r-axSpA and disease activity. a Circulating
levels of NETosis-derived products. Values are represented as mean + SEM (HDs, n = 32; r-axSpA patients, n = 30). The data were analyzed using an
Independent Samples t test. *vs. HDs (P < 0.05). b ROC curve analyses of the NETosis-derived products and a combination of these as a panel
were performed to assess their potential as biomarkers associated to r-axSpA. A cut-off value with higher specificity and sensitivity was tested. ¢
Spearman’s rank correlations between NETosis-derived products and clinical inflammatory parameters. d Circulating cell-free NETosis-derived
products in active (n = 18) and non-active r-axSpA patients (n = 12). Data are shown as mean + SEM. The data were analyzed using an
Independent Samples t test. *vs. HDs (P < 0.05). @ A ROC curve analysis of the circulating cell-free nucleosomes was performed to assess its
potential as biomarker for disease activity in r-axSpA. A cut-off value with higher specificity and sensitivity was tested. AU, arbitrary units; AUC,
Area Under the Curve; BASDAI, Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate;
HDs, healthy donors; IL, interleukin; r-axSpA, radiographic axial spondyloarthritis; ROC, receiver operating characteristics; TNF, tumor necrosis factor

The r-axSpA patients display altered levels of NETosis-
derived products in circulation

Cell-free DNA levels were significantly higher in plasma
samples from r-axSpA patients as compared to HDs
(P= 0.007; Fig. 3a). In parallel, the concentrations of
cell-free nucleosomes and elastase were also found ele-
vated in r-axSpA serum related to HD serum (P < 0.05;
Fig. 3a). Next, multiple linear regression analysis was
used to determine the association of these NETosis-
derived products with age, gender and diagnosis (r-
axSpA vs. HDs). No gender and age rather than diagno-
sis was statistically proven to act as a variable associated
with cell-free DNA, nucleosome and elastase concentra-
tions (Table S1). Next, r-axSpA patients were grouped in
three blocks of disease duration (<10 years, 11-20 years,
>20vyears) in order to evaluate the association of this
factor with the levels of these circulating cell-free NETo-
sis markers. Comparisons among groups demonstrated
non-significant difference in the concentration of these
products (Table S2).

To study the relevance of the aforementioned
NETosis-derived products as potential biomarkers of
disease for r-axSpA patients, ROC curves analysis was
carried out. As shown in Fig. 3b, circulating levels of
cell-free DNA, nucleosomes and elastase could accur-
ately distinguish r-axSpA patients from HDs, with the
AUC ranging from 0.691 to 0.956. To further explore
the accuracy of these circulating components for dis-
criminating r-axSpA patients from HDs, a combination
of the three-products as a panel was performed by using
logistic regression on the data set. After multivariate
analysis, no gender and age rather than diagnosis (r-
axSpA vs. HDs) was statistically proven to act as a vari-
able associated with the levels of the three-product
signature (Table S1). Furthermore, comparative analysis
between disease duration-stratified groups also showed
non-significant difference in the levels of the NETosis-
derived component panel (Table S2). The combination
of these NETosis markers as a panel showed an evident
accuracy, with an AUC of 0.963 (P < 0.001) at a sensitiv-
ity of 91.3% and a specificity of 92.9% from a cut-off
value of 0541 (Fig. 3b). Hence, NETosis-derived

products may be suitable biomarkers for discrimination
between r-axSpA patients and HDs.

Circulating cell-free NETosis-derived products are
associated to clinical inflammatory parameters

We next studied the correlation between circulating
NETosis-derived products and clinical inflammatory
parameters (Fig. 3c). Circulating cell-free DNA and
nucleosome levels positively correlated with CRP, ESR
and IL-1B concentrations. Besides, cell-free nucleo-
some levels were also positively associated with TNEF-
a concentration, and cell-free elastase levels with CRP
concentration. Non-statistically significant correlation
was observed between BASDAI and the NETosis-
derived products.

Utility of circulating cell-free nucleosomes as biomarkers
for disease activity in r-axSpA patients

To further explore the potential usefulness of circulating
NETosis-derived products as disease activity biomarkers,
we analyzed the association of these NET components
with the clinical activity of the r-axSpA patients. The
patients were divided into two subgroups based on CRP
and ESR levels, and the BASDALI score. Patients with a
CRP level > 47.62 nmol/L and/or patients with a BAS-
DAI score >4 and ESR >20 mm/h were considered as
active patients (n = 18), while the others were classified
as non-active patients (7 = 12) [37]. We found that cell-
free nucleosome levels were significantly increased in ac-
tive vs. non-active r-axSpA patients (P = 0.007; Fig. 3d).
Non-statistically significant difference was detected in
the rest of analyzed parameters.

To study whether cell-free nucleosomes can be used as
potential biomarkers for disease activity in r-axSpA pa-
tients, ROC curve analyses were performed. This analysis
revealed that nucleosomes displayed an evident accuracy,
with a power AUC of 0.792 (P = 0.024; sensitivity = 73.3%,
specificity = 87.5%, cut-off value = 0.744) (Fig. 3e). Conse-
quently, our results suggest that circulating cell-free
nucleosomes exhibits great potential as a biomarker for
discrimination of active vs. non-active r-axSpA patients.
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spondyloarthritis; TNF, tumor necrosis factor

Fig. 4 Anti-TNF-a therapy decreases NETosis. a Clinical and laboratory parameters, and (b) circulating levels of cell-free NETosis-derived products
at baseline and after 6 months of infliximab (IFX) therapy. c-d Relative PAD4 and CitH3 protein expression at baseline and after IFX therapy.
Representative blots are shown. Lanes were run on the same gel but non-contiguous. Cropping lines are used in the figure. e-h To assess the
effect of IFX on NET formation, HD neutrophils (n = 3) were treated with TNF-a (8 ng/mL) in the presence or absence of IFX (100 mg/ml) for 2 h. e
Representative scanning electron micrographs of NETs are shown in upper panels. Scale bar 10 um. Fluorescence micrographs of NETs stained
with Sytox dye or with neutrophil elastase (NE) antibody and DAPI are represented in middle and lower panels, respectively. Images were
captured at 20x magnification. Scale bar 100 um. f NET formation. Results were expressed as percentage of NETs. g Supernatant cell-free DNA
levels. Data are represented as relative fluorescence units (RFU). h % NE-staining cells. a-h Bar graphs show the mean + SEM. The data were
analyzed using a paired-samples t test. *vs. baseline, #vs. TNF-a (P < 0.05). AU, arbitrary units; BASDAI indicates Bath Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Index; BASFI, Bath Ankylosing Spondylitis Functionality Index; CitH3, citrullinated histone H3; CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte
sedimentation rate; HD, healthy donor; NETs, neutrophil extracellular traps; PAD4, peptidylarginine deiminase 4; r-axSpA, radiographic axial

Anti-TNF-a therapy reduces NETosis generation in r-
axSpA patients

To explore the effect of anti-TNF-a therapy on expres-
sion levels of circulating components of NETs, a new
cohort of 15 r-axSpA patients were included in a six-
month longitudinal study (Table S3). After IFX therapy,
the CRP and ESR levels, and the BASDAI and BASFI
score improved significantly (P < 0.05; Fig. 4a). In paral-
lel, r-axSpA patients exhibited a reduction in circulating
levels of cell-free DNA, nucleosomes and elastase after
six months of IFX treatment (P < 0.05; Fig. 4b). Accord-
ingly, neutrophils displayed lower PAD4 expression
levels in the nucleus compartment, along with a dimin-
ution of citH3 concentration after treatment (P < 0.05;
Fig. 4c and d).

In vitro study showed that NETosis promoted by TNF-«
was prevented by IFX, as demonstrated by a reduction in
DNA fibers extrusion, cell-free DNA levels, and the per-
centage of NE-staining neutrophils (P < 0.05; Fig. 4e-h).

Inhibition of NETs release by in vitro IFX treatment
modulates the inflammatory profile in peripheral blood
mononuclear cells

The prevention of NETosis generation by combined
treatment of neutrophils with TNF-a plus IFX further
promoted the normalization of inflammatory activities in
PBMCs. Thus, while HD-derived neutrophils treated
with TNF-a induced a translocation of NF-«B into the
nucleus (P=0.05; Fig. 5a) and the over-expression of
proinflammatory mediators (P < 0.05; Fig. 5b) in PBMCs
as compared to baseline, combined treatment with IFX
significantly reduced those effects (P < 0.05; Fig. 5). The
DNAse treatment abolished the TNF-induced increase
of proinflammatory activities of mononuclear cells, indi-
cating the NET process as the main inductor of circulat-
ing PBMCs. Hence, these data emphasize the role of
NETosis on the establishment of an inflammatory status
in r-axSpA patients, and the inhibitory effects of both of
them by biological drugs.

Discussion

To our knowledge, data from the current study were the
first to show that r-axSpA-derived neutrophils are prone
to generate spontaneous NETosis, underlying a new
potential mechanism in the disease pathogenesis. In
addition, we found that circulating cell-free NETosis-
derived products, as biomarkers, could distinguish r-
axSpA patients from HDs, and could discriminate
patients according to disease activity. Besides, our
study revealed a direct effect of anti-TNF-a therapy
in inhibiting NETosis process, thus preventing the
toxic side effects promoted by this phenomenon into
inflammation.

The r-axSpA is a form of chronic multisystem inflam-
matory disorder [4], in which activated neutrophils play
a crucial role in the progression of disease symptoms
[13, 40]. Notwithstanding, to date, the potential involve-
ment of NETotic events in the pathophysiology of this
rheumatic disease has not been evaluated.

NETosis is a phenomenon involved in the innate im-
mune response against infections by which neutrophils
trap and/or kill pathogens. However, NET formation
may function as a double-edged sword, contributing not
only to pathogen control, but also as putative source of
molecules with proinflammatory roles that may contrib-
ute to damage within inflamed tissues. Consequently,
NETosis could be involved in the development and evo-
lution of rheumatic diseases. In this regard, NET forma-
tion has been associated to the pathology of several
autoimmune diseases, including RA and SLE [25-27].
The present study extends these observations and shows
that NETosis is also enhanced in r-axSpA, further asso-
ciated to changes in the underlying signal-transduction
cascade required for the induction of this phenomenon.
Among them, ROS generation is an essential process
that induces NET formation. A previous study by Ugan
et al, [12] demonstrated that r-axSpA-derived neutro-
phils displayed an oxidative status as compared to those
from healthy controls. This observation was corroborated
by our present findings, where an oxidative burden,
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Fig. 5 NET extrusion inhibition by in vitro IFX treatment reduces the inflammatory activity of mononuclear cells. To study the effects of infliximab
(IFX) on the inflammatory profile of mononuclear cells promoted by NETs, HD neutrophils (n = 3) were treated with TNF-a (8 ng/mL) in the
presence or in the absence of IFX (100 mg/ml) for 2 h. Then, supernatants, which were pre-incubated in the presence or absence of 15 U/ml
DNAse | for 10 min, were added to PBMCs and further incubated for 24 h. a Nuclear NF-kB protein expression. Representative blot is shown.
Lanes from different conditions were run on the same gel but were non-contiguous. Cropping lines are used in the figure. b Relative expression
levels of inflammatory genes. a-b Bar graphs show the mean + SEM. The data were analyzed using a paired-samples t test. *vs. baseline; *vs. TNF-
a (P<0.05). AU, arbitrary units; HD, healthy donor; IL, interleukin; NET, neutrophil extracellular traps; NF-kB, nuclear factor-kB; PBMCs, peripheral
blood mononuclear cells; STAT, signal transducer and activator of transcription; TNF, tumor necrosis factor
J

evidenced by a disequilibrium between oxidant and anti- MPO expression, nuclear translocation of PAD4, and
oxidant systems, and a significant loss in AWm, was de- citrullination of histone H3.Thereupon, these key ele-
tected in r-axSpA-derived neutrophils. In addition, we ments required for efficient NET generation could further
extended these observations and found also elevations in  serve as potential targets for new therapeutic approaches.

other members of the NETosis-signaling pathway: r- Subsequently, we evaluated the potential of using
axSpA-derived neutrophils displayed enhanced proinflam-  NETosis-derived products as r-axSpA-related biomarkers.
matory cytokine production, along with increased NE and  We found that circulating levels of cell-free DNA,
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nucleosomes and elastase were up-regulated in this dis-
order and that all of them had evident ability to distin-
guish between r-axSpA patients and HDs. The
combination of the three NETotic markers as a panel also
demonstrated to be a disease-related biomarker in r-
axSpA. To additionally explore the relationship of these
biomarkers with the pathology of r-axSpA, we next per-
formed correlation studies, and confirmed that NETosis-
derived products are related to clinical inflammatory pa-
rameters. Specifically, we found that levels of circulating
cell-free NET components were significantly correlated
with plasma cytokine levels (TNF-q, IL-1f3), CRP and ESR.
In addition, association studies demonstrated that circu-
lating cell-free nucleosome levels were up-regulated in ac-
tive vs. non-active r-axSpA patients. Moreover, the ROC
curve analysis revealed that this component displayed
value as biomarker for disease activity. These results are in
concordance with a previous study performed by our
group [25], where cell-free nucleosomes were showed to
have diagnostic potential for discrimination of active vs.
non-active RA patients.

The inhibition of NETosis in r-axSpA patients could
be useful to avoid the deleterious effects of NETs on in-
flammation. In the context of r-axSpA, the introduction
of TNF blocking drugs represented a therapeutic revolu-
tion for the pharmacological management of these
patients, demonstrating to be highly effective in reducing
systemic inflammation and improving the disease activity
in these patients [41-43]. TNF is a cytokine that promotes
inflammation, regulates the leukocyte extravasation,
promotes tissue destruction and induces NET formation
[24, 44]. Consequently, uncontrolled production or func-
tion of TNF has been associated to the pathology of sev-
eral rheumatic diseases, including r-axSpA [45]. Recently,
our research group evidenced that RA patients treated
with IFX down-regulated NETosis generation in parallel
to the reduction of both disease activity and the produc-
tion of inflammatory mediators [25]. Based on these re-
sults and on the efficacy of anti-TNF-« drugs in r-axSpA,
our present study evaluated the effects of IFX on both,
NETosis generation and the toxic side effects promoted
by NETSs in inflammation. We found that IFX treatment
not only promoted a reduction of disease activity but also
a diminution NETosis generation in r-axSpA patients, evi-
denced by a down-regulation of circulating levels of
NETosis-derived products, along with a lower expression
of nuclear PAD4, and citH3 in r-axSpA-derived neutro-
phils. In vitro studies further unveiled the relevance of IFX
in reducing NET release, as demonstrated by a decrease in
DNA fibers, cell-free DNA levels, and the percentage of
NE-staining neutrophils after this treatment. Besides, IFX
therapy normalized the augmented inflammatory activities
promoted by NETs in mononuclear cells. Additional
analyses are required to elucidate the in vivo longer-term
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effects of IFX in the NETosis formation and the inflamma-
tory profile triggered.

Conclusions

Taken together, our data provide the first demonstration
that NETosis is enhanced in r-axSpA patients and iden-
tify the potential role of circulating NETosis-derived
products as novel complementary tools for discrimin-
ation of r-axSpA patients from HDs, and as key players
for disease activity in this pathology. In addition, the
present study establishes the inhibitory effect of anti-
TNEF-a therapy on NET formation, which parallels the
reduction of disease activity. Thus, the analysis of NET
generation might further have potential for the assess-
ment of therapeutic effectiveness in r-axSpA patients.
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(PsA), arthritis related to inflammatory bowel
disease, reactive arthritis, and a subgroup of juve-
nile idiopathic arthritis.! According to the pre-
dominant manifestations, spondyloarthritis can
also be classified as axial SpA (axSpA) or periph-
eral SpA.23

The prevalence rate of axSpA in the population
varies between 0.1% and 1.4%.% This disease is
related to the presence of some comorbidities,
being most common in patients with osteoporosis
or low bone mineral density, which is related
directly to ankylosis, immobilization, and inflam-
mation,® and cardiovascular (CV) involvement,
especially atherosclerosis.® The CV burden in
inflammatory rheumatic diseases has been well
described,” and recommendations have been
developed advising the use of antihypertensives
and statins in compliance with national guidelines.
Regarding non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) and biologics, the recommendation is
to be cautious in certain patients with CV disease.8
Recently, this CV burden has been highlighted in
the context of axSpA, with most studies agreeing
on the presence of a higher risk in subjects with
r-axSpA than in the general population.%10 CV
risk factors and subclinical atherosclerosis are
found more frequently in patients with axSpA. In
addition, it has been suggested that CV risk asso-
ciated with PsA and r-axSpA could be underesti-
mated despite the use of guideline-recommended
risk scores.!!

The progression of structural damage in r-axSpA
patients is unpredictable and has been described
in early as well as in very advanced older patients.!2
This spine damage is most prevalent and severe in
patients with longstanding r-axSpA, although the
relative contribution of radiographic damage to
functional limitations decreases in patients with a
longer duration of disease.!3

The presence of elevated C-reactive protein (CRP)
at diagnosis and during disease evolution is a tradi-
tional risk factor for radiographic progression,
together with male sex, positive HLLA B27, pres-
ence of radiographic damage at baseline (especially
syndesmophytes), smoking, mechanical stress,
obesity, Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Score (ASDAS), Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index (BASDAI), and bone mar-
row oedema (BME) on magnetic resonance imag-
ing (MRI).14-17

The impact of elevated CRP on traditional CV risk
factors, and thus on an increased CV risk and CV
mortality, has been demonstrated,!®!° and studies
have shown that CRP concentration is associated
with an initial absence of vascular disease and risk
of coronary heart disease, ischaemic stroke, and
deaths from vascular and non-vascular diseases,2°
as well as with endothelial dysfunction.?! Treating
inflammation in patients with r-axSpA and thus
decreasing CRP levels could lead to a reduction of
coronary artery disease and atherosclerosis.22

On the other hand, age is an independent and
major risk factor for CV disease (CVD).23 To
date, no study has evaluated the contribution of
structural damage to the increased CV risk and
presence of subclinical atherosclerosis in axSpA
patients, regardless of age.

A deeper knowledge about the association
between the characteristics related to axSpA,
such as structural damage, with the increased CV
risk present in these patients is needed to recog-
nize patients at higher risk and establish earlier
treatment and lifestyle measures to prevent radio-
graphic progression and benefit the patients from
a CV point of view.

The objective of this study was to evaluate the
association between the estimated CV risk factors
and subclinical atherosclerosis with radiographic
structural damage, independent of age, in a regis-
try of patients with spondyloarthritis (CASTRO).

Methods

Study population and data collection

A total of 114 patients with axSpA according to
ASAS criteria from the Coérdoba Axial Spondy-
loarhritis Task force, Registry and Outcomes
(CASTRO),?2 and 132 age- and sex-matched
healthy controls (HCs) were selected for this
cross-sectional study. Patients were recruited
sequentially from a monographic SpA consult at
the Rheumatology Department of Reina Sofia
Hospital in Cérdoba, and complete clinical his-
tory, physical examination and biochemical anal-
ysis were performed. CASTRO is composed of
182 patients, but those with a history of CV
events (ischaemic heart disease, cerebrovascular
accident, peripheral arterial disease, or heart fail-
ure) were excluded from this specific study.
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The following data were collected: (1) demo-
graphic variables: sex, age and body mass index
(BMI); (2) clinical data: disease duration, pres-
ence of HLLA-B27, NSAIDs intake, radiographic
sacroiliitis measured by simple radiography, struc-
tural damage determined by the modified Stoke
Ankylosing Spondylitis Spinal Score (mSASSS)
index,?* disease activity measured by erythrocyte
sedimentation rate (ESR), CRP, BASDAI index,
ASDAScrp index, extra-articular manifestations
and comorbidities; and (3) CV risk factors: CV
risk was determined using the SCORE index.25:26
Carotid ultrasound was performed by an expert
radiologist with a Philips Epig-7 system and a
5-14MHz broadband linear transducer using
B-mode, duplex and color methods. The presence
of atherosclerotic plaques was assessed and meas-
ured when present. Mean distal common carotid
intima-media thickness (cIMT) measurement was
evaluated using standardized criteria.?”

For axSpA patients, radiographs of the cervical
spine, lumbar spine, and sacroiliac joints were
obtained at the time of CV risk assessment. Lateral
views of the cervical and lumbar spine were scored
according to the mSASSS index.28 Sacroiliitis was
scored from right side and left side pelvic radio-
graphs using the modified New York criteria.
Sacroiliitis and the mSASSS were scored by two
rheumatologist trained who were blinded to the
patient characteristics. The intraclass correlation
coefficient (ICC) score for agreement between
readers was 0.997 [95% confidence interval (CI)
0.996-0.998] (p<<0.001) for total mSASSS, 0.991
(95% CI 0.987-0.994) (p<<0.001) for cervical
mSASSS, and 0.992 (95% CI 0.989-0.995)
(p<<0.001) for lumbar mSASSS. Due to the excel-
lent agreement between both readers, the score
from the senior reader was used for the analysis.

To measure the persistence of inflammation,
CRP levels (mg/l) were recorded retrospectively
once, twice, or three times during the 5 years prior
to study and in the moment of the study, so at
least six determinations of CRP levels for each
patient was available in all axSpA patients. A
patient was considered to have persistent inflam-
mation in case of increased CRP levels (>10mg/l)
in at least 50% of the determinations during the
previous 5years, i.e., if four or more of those six
determinations were elevated.

The study was approved by the Ethics Committee
at the Reina Sofia University Hospital (Protocol
code PI-0139-2017), and each participant signed

an informed consent form to be included in the
study.

Statistical analysis

Data were collected and analysed using SPSS
software version 25.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA). A descriptive study of the variables was
carried out, calculating absolute and relative fre-
quencies for the qualitative variables and arithme-
tic mean and standard deviation (SD) for the
quantitative variables. The 95% CI was estimated.
Independent samples z test and chi-square test
were used to compare demographic and CV char-
acteristics between the axSpA patients and HCs
and in cluster groups. The linear relationship
between the variables was measured by Pearson’s
linear correlation coefficient in all the groups and
then in groups based on the median age. Because
age, disease duration, tobacco, CRP, and NSAIDs
intake are biologically associated with both the
structural damage and the CV risk in axSpA
patients, a generalized linear model (GLM) was
performed to determine the association between
mSASSS and SCORE as well as with the presence
of atheroma plaques by adjusting for these varia-
bles. For the association between mSASSS and
SCORE, we used a Gaussian GLM since the
dependent variable was not normal. For the asso-
ciation between mSASSS and atherosclerotic
plaques, we used a logistic regression since the
dependent variable was binary (yes/no).

Furthermore, to stablish different phenotypes of
patients according to the carotid intima media
thickness (cIMT) and the presence of atheroscle-
rotic plaques, we performed a cluster analysis
with the hard clustering method, which was
adjusted for age. All comparisons were bilateral
considering p < 0.05 as a significant result.

Results

CVrisk in axSpA patients

Among the 114 axSpA patients and the 132
matched controls, 61.2% were male, with a mean
age of 44.35 (11.55) years and 92.7% of axSpA
patients were under NSAIDs. No patient was
treated with biologic therapy. The demographic
and clinical characteristics of the study partici-
pants are shown in Table 1.

Regarding characteristics related to CV risk, axSpA
patients had significantly increased smoking habits,
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Table 1. Demographic and clinical details and characteristics related to cardiovascular risk of axial
spondyloarthritis patients and healthy controls.

Patients (n=114) HCs (n=132) p-value
Age [years) 45.73 (12.15) 43.09 (10.86) 0.077
Sex (males]) 77 (67.50) 71 (55.50) 0.054
HLA B27 status (positive) 93 (82.30) 4 (6.70) <0.001*
Family history for SpA 38 (33.60) 2(11.10)
Radiographic sacroiliitis 90 (81.10)
Inflammatory back pain 96 (85.71) 2(10.50)
Arthritis 16 (14.10) 0
Psoriasis 13 (11.40) 0
BMI (kg/m2) 26.62 (4.25) 20.13 (9.40) <0.001*
Disease duration (years) 19.24 (13.36)
Global VAS 43.33 (25.19)
ASDAS-CRP 2.44.(0.93)
ASAS HI 4.75 (4)
BASDAI 3.68(2.13)
BASFI 2.85 (2.48)
BASMI 3.10(1.80)
CRP (mg/l) 5.75 (7.76) 1.43 (1.72) <0.001*
NSAIDs 102 (92.70) 2 (1.70)
Biological treatment 0 0
Total mSASSS 15.26 (17.18)
Cervical mSASSS 7.27 (9.09)
Lumbar mSASSS 8.09 (9.38)
Smoking status 37 (32.7) 12 (14.3) 0.003*
Obesity 23 (20.7) 4 (6.6) 0.015*
Hypertension 21(18.6) 2 (1.6) <0.001*
Type 2 diabetes 2(1.8) 0 0.138
Glucose (mg/dl) 83.60 (14.43) 85.98 (13.94) 0.244
Insulin (mU/U) 6.40(3.99) 8.71 (5.25) 0.005*
Insulin resistance 1.42(1.09) 1.89 (1.29) 0.008*
Total Cholesterol (mg/dl) 190.02 (31.37) 197.79 (30.64) 0.065
HDL-cholesterol (mg/dl) 55.42 (14.81) 56.74 (14.89) 0.514
LDL-cholesterol (mg/dl) 114.46 (29.7) 121.50 (24.63) 0.058
Triglycerides (mg/dl) 101.10 (60.98) 97.79 (53.24) 0.668

(Continued)]
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Table 1. (Continued)

Patients (n=114) HCs (n=132) p-value
Apo A (mg/dl] 143.09 (21.13) 150.75 (27.33) 0.024*
Apo B (mg/dl) 80.02 (17.56) 89.43 (25.42) 0.002*
Apo B/Apo A risk 0.58 (0.18) 0.61(0.19) 0.186
Atherogenic risk 12 (17.1) 1(7.1) 0.685
Uric acid (mg/dl) 5.07 (1.31) 5.06 (1.25) 0.972
Atherosclerotic carotid plaques 16 (16.3) 2 (3.3) 0.011*
Right cIMT (mm] 0.54 (0.12) 0.57 (0.14) 0.326
Left cIMT (mm) 0.56 (0.13) 0.57 (0.09) 0.577
SCORE 0.100
Low risk 73 (70.9) 19 (86.4)
Moderate, high and very high risk 30(29.1) 3(13.6)

Data are shown as mean (standard deviation) or frequency (percentage).

*Significant differences.

Apo A, apolipoprotein A; Apo B, apolipoprotein B; ASAS HI, Assessment of Spondyloarthritis International Society Health
Index; ASDAS-CRP, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score-C Reactive Protein; BASDAI, Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index; BASFI, Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; BASMI, Bath Ankylosing Spondylitis Metrology
Index; BMI, body mass index; cIMT, carotid intima-media thickness; CRP, C-reactive protein; HCs, healthy controls;

HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; mSASSS, modified Stoke ankylosing spondylitis spinal score;
NSAIDs, non steroidal antiinflammatory drugs; SpA, spondyloarthritis; VAS, visual analogic scale.

hypertension, obesity, type 2 diabetes rates, and
atherogenic risk compared with those of the age-
and sex-matched control group. No differences
were found in terms of glucose, total cholesterol,
HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides,
ApoB/ApoA ratio, or uric acid levels (Table 1).

The levels of the systematic coronary risk evalua-
tion (SCORE), which predicts the individual abso-
lute risk for fatal CV events, were higher in the
axSpA group although it did not reach statistical
significance. However, when subjects were classi-
fied by low (<10% of suffering a CV event), mod-
erate (10-20%), high (20-30%), and very high risk
(>30%) depending on the SCORE Ilevels, we
observed that, among axSpA patients, 70.9% had
a low CV risk and 29.1% displayed high CVD risk
(moderate, high, and very high), while 86.4% of
HCs were classified as low CV risk and 13.6%
were classified as high CV risk (Table 1).

Association between the estimated CV risk and
structural damage

In axSpA patients, correlation studies showed
that SCORE correlated significantly with

structural damage: total mSASSS (Figure 1A),
cervical and lumbar mSASSS (Figure 1B and C),
syndesmophytes (Figure 1D), and bone bridges
(Figure 1E).

In addition, the presence of atherosclerotic carotid
plaques was associated with increased total
mSASSS (Figure 2A), cervical (Figure 2B) and
lumbar (Figure 2C) mSASSS, syndesmophytes
(Figure 2D), and bone bridges (Figure 2E).

Correlation analysis was also performed in two
groups according to the median age (47 years),
and it was observed that the correlation between
total mSASSS and SCORE was maintained in
both groups: in the group with axSpA patients
aged <47years old, SCORE significantly corre-
lated with total mSASSS (r=0.26, p=0.049) and
in patients aged >47years old, SCORE corre-
lated with total mSASSS (r=0.459, p=0.002).

Besides, after adjusting for disease duration,
smoking status, increased CRP levels (at least
three determinations over the last 5years), and
NSAIDs intake, the total mSASSS was associated
independently with SCORE: 1 point in the total
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Figure 1. Association between SCORE levels and structural damage in axSpA patients. (A) Correlation between SCORE and
total mSASSS. (B) Correlation between SCORE and cervical mSASSS. (C) Correlation between SCORE and lumbar mSASSS. (D)
Correlation between SCORE and number of syndesmophytes. (E] Correlation between SCORE and number of bone bridges.
*%p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001.
axSpA, axial spondyloarthritis; mSASSS, modified Stoke ankylosing spondylitis spinal score.

mSASSS increased the SCORE by 0.24 points,
and it seems that the cervical mSASSS has the
most influence on the SCORE: 1 point in the cer-
vical mSASSS increases the SCORE by 0.42
points, these differences being statistically signifi-
cant (Table2). Total mSASSS is also associated
significantly with atherosclerotic plaques presence
after adjusting for disease duration, smoking sta-
tus, CRP, and NSAIDs intake, and 1 point in the
total mSASSS increases the risk for atheroscle-
rotic plaques 1.05 (1.01-1.12) times (Table 3).

Cluster analysis

Cluster analysis including the presence of carotid
plaques and right and left cIMT levels as varia-
bles (Figure 3A—C) distinguished two different
phenotypes of patients according to their CV risk
factor prevalence. These groups were adjusted for
age. Carotid ultrasound data were used to stratify
patients, since according to our previous results,
SCORE does not totally reflect the presence of
subclinical atherosclerosis.

Thus, cluster 1 was characterized by a significant
increase in CV risk compared with that of cluster

2, showing higher rates of smoking habit, obesity,
atherogenic index, insulin resistance, and type 2
diabetes (Figure 3D).

Likewise, cluster 1 had significantly increased lev-
els of SCORE compared with those of cluster 2
(Figure 4A). Of note, cluster 1, having no differ-
ence in mean age from that of cluster 2, showed
significantly augmented levels of total mSASSS
(Figure 4B), cervical mSASSS (Figure 4C), lum-
bar mSASSS (Figure 4D), and the presence of
bone bridges (Figure 4E).

Thus, patients included in cluster 1 had increased
levels of SCORE, along with higher levels of right
cIMT (Figure 4F) and total mSASSS (Figure 4G).

Discussion

Age and tobacco are determining factors in the
development of CV disease in the general pop-
ulation as well as in the progression of radio-
graphic damage in patients with axSpA.12:23
Our study shows for the first time, to our
knowledge, that axSpA patients with more
structural damage display increased predicted
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Figure 2. Presence of atherosclerotic carotid plaques in axSpA patients according to structural damage.
(A) Total mSASSS in axSpA patients with or without atherosclerotic plaques. (B) Cervical mSASSS in axSpA
patients with or without atherosclerotic plaques. (C) Lumbar mSASSS in axSpA patients with or without
atherosclerotic plaques. (D) Number of syndesmophytes in axSpA patients with or without atherosclerotic
plaques. (E) Number of bone bridges in axSpA patients with or without atherosclerotic plaques.

*p <0.05, ***p <0.001, ****p <0.0001

axSpA, axial spondyloarthritis; mSASSS, modified Stoke ankylosing spondylitis spinal score.

CV risk, independently of disease duration, age,
and smoking habit.

First, we confirmed the presence of an increased
estimated CV risk in axSpA patients, as has been
demonstrated in several previous studies.?® Thus,
smoking habits have been associated with poorer
outcomes in terms of structural damage, treat-
ment response, and quality of life in SpA
patients.3%-31 Hypertension was found to be the
most prevalent CV disease risk factor in SpA
patients, particularly in Northern European
countries, according to data from the COMOSPA
study.?? Regarding NSAID consumption, most
patients included in our study were taking
NSAIDs. Recent studies have highlighted the

connection between increased BMI and both
axial and peripheral new bone formation and
entheseal inflammation,3? although it has been
proposed that obesity prevalence is higher in
patients with peripheral forms of SpA.3* In addi-
tion, type 2 diabetes has also been linked to
peripheral forms of SpA and psoriatic arthri-
tis.3>3% Another factor, atherogenic risk, has pre-
viously been reported to be higher in axSpA
patients,?”-3% and we observed that atherogenic
risk was also increased significantly in our cohort
of axSpA patients.

Second, the SCORE index is the tool recom-
mended by the 2016 European Society of
Cardiology (ESC) guidelines on CV disease
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Table 2. Association between mSASSS and SCORE adjusting for age, smoking status, CRP, NSAIDs intake and disease duration.

Crude model

Adjusted for age and
smoking

Adjusted for age,
smoking and elevated

Adjusted for age,
smoking, elevated

Adjusted for disease
duration, smoking,

CRP* CRP* and NSAIDs elevated CRP* and
intake NSAIDs intake
pvalue B coefficient pvalue P coefficient pvalue B coefficient p B coefficient p value

coefficient (95% CI) (95% Cl) (95% Cl) value (95% Cl)

(95% ClI)
Total 0.27 <0.001 0.M 0.007 0.17 0.009 0.16 0.018 0.24 0.001
mSASSS (0.18-0.36) (0.03-0.20) (0.05-0.29) (0.03-0.28) (0.10-0.38)
Cervical 0.53 <0.001 0.24 0.003 0.31 0.012 0.29 0.022 0.42 0.006
mSASSS (0.35-0.70) (0.08-0.39) (0.07-0.53) (0.05-0.53) (0.14-0.71)
Lumbar 0.44 <0.001 0.16 0.030 0.25 0.014 0.24 0.024 0.39 0.002
mSASSS (0.28-0.61) (0.18-0.31) (0.06-0.45) (0.04-0.45) (0.16-0.61)

*Elevated CRP at more than 50% of the time-points during 5years.
Cl, confidence interval; CRP, C-reactive protein; mSASSS, modified Stoke ankylosing spondylitis spinal score; NSAIDs, non-steroidal anti-

inflammatory drugs.

Table 3. Association between mSASSS and atherosclerotic plaques adjusting for age, smoking status, CRP, NSAIDs intake and

disease duration.

Crude model

Adjusted for age and
smoking

Adjusted for age,

smoking and elevated

Adjusted for age,
smoking, elevated

Adjusted for disease
duration, smoking,

CRP* CRP* and NSAIDs elevated CRP* and
intake NSAIDs intake
OR(95%CI) pvalue OR(95%CI) pvalue ORI(95%CI) pvalue OR(95% ClI) pvalue OR(95%CIl) pvalue
Total 1.07 <0.001 1.04 0.019 1.05 0.076 1.05 0.096 1.05 0.034
mSASSS  (1.04-1.11) (1.01-1.08) (0.99-1.11) (0.99-1.12) (1.01-1.12)
Cervical 1.13 <0.001 1.08 0.019 1.07 0.128 1.06 0.155 1.09 0.042
mSASSS  (1.07-1.20) (1.02-1.56) (0.98-1.17) (0.98-1.16) (1.00-1.19)
Lumbar 1.1 <0.001 1.07 0.036 1.09 0.062 1.09 0.070 1.10 0.037
mSASSS  (1.06-1.18) (1.01-1.14) (1.00-1.21) (0.99-1.22) (1.01-1.22)

*Elevated CRP at more than 50% of the time-points during Syears.
Cl, confidence interval; CRP, C-reactive protein; mSASSS, modified Stoke ankylosing spondylitis spinal score; NSAIDs, non-steroidal anti-

inflammatory drugs.

prevention to estimate the individual’s absolute
risk for fatal CV events.?® SCORE includes age,
sex, lipid levels, smoking, and blood pressure,
with age being the variable with the greatest influ-
ence. In our registry, we found that the SCORE
levels were increased in axSpA patients when
compared with those of age-matched HCs,
although this difference did not reach statistical
significance, which might be because SCORE
could underestimate CV risk in SpA patients.4?
Despite this, when patients and controls were
classified by low, moderate, high, and very high
CV risk according to the SCORE levels, we

observed that, among axSpA patients, 70.9% had
a low CV risk, 18.4% had moderate CV risk,
6.8% had high, and 3.9% had very high CV risk,
which differed from the CV risk present in HCs,
with 86.4% classified as having low CV risk and
13.6% classified as having moderate CV risk.

In our study, structural damage was measured in
terms of total, cervical, and lumbar mSASSS,
which, to date, is the most validated and broadly
used tool for measuring radiographic progression
in r-axSpA because of its good correlation with
indexes of disease signs and symptoms, spinal
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Figure 3. Cluster analysis recognizes two different phenotypes of axSpA patients according to their
cardiovascular risk burden in terms of presence of carotid plaques and right and left cIMT levels. (A] Levels of
right cIMT in cluster 1 and cluster 2. (B) Levels of left cIMT in cluster 1 and cluster 2. (C) Presence/absence of
atherosclerotic plaques in cluster 1 and cluster 2. (D) Cluster analysis including presence of carotid plaques
and right and left cIMT levels as variables distinguished two different phenotypes of patients with different

cardiometabolic risk factors prevalence.
**x%p <0.0001.

Apo A, apolipoprotein A; Apo B, apolipoprotein B; axSpA, axial spondyloarthritis; cIMT, carotid intima media thickness.

mobility, and physical function.2* The presence
of syndesmophytes and bone bridges, which are
the most relevant structural changes in r-axSpA
according to numerous studies,!* was also evalu-
ated. Thus, characteristics closely related to CV
risk, such as SCORE levels, presence of athero-
sclerotic plaques, and right and left cIMT levels,
were found to be associated with mSASSS and
the presence of syndesmophytes and bone
bridges, implying an association between radio-
graphic damage and CV risk. In this sense, Kang

and colleagues found an association between
radiographic progression in the spine and a high
estimated 10-year CV disease risk measured by
Framingham risk score.*!

Importantly, Rueda Gotor ezt al. demonstrated
that the SCORE underestimates the real CV risk
of patients with axSpA, and proposed the use of
additional tools, such as carotid ultrasound, to
improve the identification of axSpA patients at
high risk of developing CV disease.*?-%* In this
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Figure 4. SCORE and structural damage in clusters recognizing two different phenotypes of axSpA patients
according to the subclinical cardiovascular risk: atherosclerosis. (A] SCORE in cluster 1 and cluster 2. (B) Total
mSASSS in cluster 1 and cluster 2. (C) Cervical mSASSS in cluster 1 and cluster 2. (D) Lumbar mSASSS in cluster
1 and cluster 2. (E) Number of bone bridges in cluster 1 and cluster 2. (F] Correlation between SCORE and right
cIMT in cluster 1 and cluster 2. (G) Correlation between SCORE and total mSASSS in cluster 1 and cluster 2.

**%p <0.001, ****p < 0.0001.

axSpA, axial spondyloarthritis; cIMT, carotid intima media thickness; mSASSS, modified Stoke ankylosing spondylitis spinal
score.

context, we decided to perform cluster analysis presence of carotid plaques and right and left
including the presence of carotid plaques and cIMT levels allowed us to distinguish two differ-
right and left cIMT levels as variables. ent phenotypes of patients according to their CV
Interestingly, our cluster analysis based on the risk factor prevalence, and these two different
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groups were adjusted for age. In the first cluster,
with a higher number of atherosclerotic plaques
and thicker carotid intima media, there was an
increased prevalence of smoking, obesity, athero-
genic index, insulin resistance and type 2 diabe-
tes, with significantly increased levels of SCORE,
but, surprisingly, this cluster also showed signifi-
cantly augmented levels of total, cervical, and
lumbar mSASSS, and an increased presence of
bone bridges with a higher grade of left and right
sacroiliitis.

A study by Eriksson ez al. compared the preva-
lence of CV events in rheumatoid arthritis (RA)
and axSpA patients, and found that the risk was
similar for stroke, but axSpA patients had a lower
risk for thrombotic events and acute coronary
syndromes.#> While in RA the increased CV risk
and its association with the inflammatory burden
are well described,*6-48 few studies have evaluated
this association in axSpA. In our study, persistent
inflammation was defined in case of abnormal
CRP levels in >50% of the determinations during
the last 5years. We found that axSpA with persis-
tent inflammation displayed increased right and
left cIMT and a higher number of syndesmo-
phytes, which points to CRP as a link between
increased CV risk and structural damage in these
patients.

The role of CRP in structural damage in axSpA
patients has already been defined, meaning
that axial radiographic progression is a result of
chronic inflammation in axSpA patients,%9-51
and our study not only supports this fact but
also highlights inflammation as a more impor-
tant link between the radiographic damage and
CV risk than age. Indeed, in the relationship
between structural damage and CV risk, there
are four major confounding factors: age,!? smok-
ing habit,3° CRP levels, NSAIDs intake, and
disease duration. These variables directly influ-
ence both structural damage and CV risk.
Therefore, when assessing the relationship
between structural damage and CV risk, these
variables should be taken into account, as we
have done in our study, finding an independent
association between total mSASSS and SCORE,
and between total mSASSS and atherosclerotic
plaques. Besides, mSASSS might be considered
as a marker of the previous inflammatory bur-
den, apart from the CRP levels from the begin-
ning of the disease (and not only in the most
recent 5 years) that would also explain the asso-
ciation with CV risk.

Regarding the potential role of NSAIDs in ather-
osclerosis, the metabolism of arachidonic acid is
implicated in the pathophysiology of CV ischemic
diseases, and special attention has been paid to
the pathway catalyzed by cyclooxygenase, which
leads to the production of prostanoids. NSAIDs
are first line treatment in axSpA, and use of
COX-2 inhibitors (COXIBS) has revealed an
increase in the incidence of CV events, especially
myocardial infarction, since the balance between
proinflammatory and anti-inflammatory prosta-
glandins isomerases seems to be an important
determinant of the role of COX-2 in plaque
stability.>2

Even though r-axSpA patients with greater struc-
tural damage, and, as a consequence, higher
mSASSS may be those who take more NSAIDs
and therefore they could show a higher CV risk
and experience more CV events, some studies
performed in patients with inflammatory rheu-
matic diseases have found that the long-term use
of some anti-inflammatory drugs could help to
decrease the CV risk related to the persistent
inflammation situation in these patients. In addi-
tion, COXIBs were not associated with an
increased risk for vascular mortality. Several stud-
ies in patients with RA have showed a reduction
in vascular mortality with NSAID use.>3 Several
anti-inflammatory treatments have been pro-
posed as potential therapeutic strategies for ath-
erosclerosis by reducing the overall vascular risk
imposed by inflammation. Furthermore, treat-
ment of the underlying inflammatory process
could contribute to improving CV risk in patients
with inflammatory rheumatic diseases.5* Actually,
in this study, we present results of patients with
absence of CV events even though most of them
were taking NSAIDs permanently. Currently,
answering how treatment with NSAIDs affects
the CV risk in patients with rheumatic inflamma-
tory diseases, in particular r-axSpA, and if these
should be treated with NSAIDs continuously or
intermittently from a CV point of view is a sig-
nificant requirement.® In SpA, the impact of
anti-inflammatory treatments on CV events or
mortality has been assessed only rarely.>>

Among the limitations of this study, the cross-
sectional design does not allow us to find a causal
relationship between structural damage and CV
risk. Actually, the association between the
mSASSS and CV risk has been identified using a
surrogate variable, the SCORE index. However,
in this analysis, we did not evaluate CV events
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since we excluded patients with such occurrences.
To better understand the association of structural
damage with CV risk assessed in terms of CV
events, and the underlying mechanisms involving
the association between radiographic structural
damage in the spine and sacroiliac joints, the
increased CV risk and persistent inflammation,
and the influence of treatments, longitudinal
studies with prospective follow up are required.

Despite the limitations, the strengths of this study
include that all the analyses were adjusted for age
and a large number of patients were included.
Moreover, the association between CV risk and
structural damage has been adjusted for age,
tobacco, inflammation, and disease duration,
which are confounding factors biologically associ-
ated with both SCORE and mSASSS.

In summary, for the first time, our results support
the association of structural damage and pre-
dicted CV risk in patients with axSpA indepen-
dently of age, tobacco, inflammation, and disease
duration. Further prospective studies are needed
in order to better elucidate this relationship
between CV risk and structural damage.
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Introduccién y objetivos: Filgotinib (FIL) es un inhibidor selectivo
de la Janus cinasa (JAK) 1, de administracién oral. Se evalu6 la segu-
ridad y la eficacia de FIL en pacientes adultos con espondilitis anqui-
losante (EA) activa.

Métodos: Estudio de fase 2, multicéntrico, aleatorizado, doble-
ciego, controlado por placebo (PBO), de 12 semanas de duracién.
Los pacientes presentaban EA activa (criterios de Nueva York modi-
ficados), indice de actividad de Bath (BASDAI) de = 4 con dolor en
la columna vertebral = 4 y nivel de PCR de alta sensibilidad = 3
mg/l, a pesar de la administraciéon previa de = 2 fairmacos antiin-
flamatorios no esteroideos (AINE). Los pacientes podian presentar
hasta una exposiciéon previa a farmacos anti-TNF y podian conti-
nuar con AINE/inhibidor de ciclooxigenasa-2 y 1 fairmaco antirreu-
matico modificador de la enfermedad sintético convencional. Los

1699-258X © 2019 Sociedad Espafiola de Reumatologia. Todos los derechos reservados.

pacientes se aleatorizaron 1:1 a FIL 200 mg o PBO una vez al dia. El
objetivo primario fue la variacién de la actividad de la enfermedad
medido por el indice ASDAS en la semana 12 con relacién al ini-
cio del estudio. Los objetivos secundarios de evaluacién incluyeron
la proporciéon de pacientes que lograron una mejoria clinicamente
importante o mejoria mayor (disminuciones desde el inicio del estu-
diode = 1,1y = 2, respectivamente), ASAS 20/40/ y 5/6, remision par-
cial conforme a los criterios de mejoria de la Sociedad Internacional
de Espondiloartritis (ASAS), y el cambio desde el estado basal en las
puntuaciones SPARCC (Spondyloarthritis Research Consortium of
Canadda) por medio de resonancia magnética (MRI) de las articula-
ciones sacroiliacas (ASI) y la columna vertebral.

Tabla 1. Resultados principales y secundarios de eficacia en la semana 12

Todos los pacientes aleatori zados FIL 200 mg QD  PBO Valor p

y expuestos

Los valores se expresan con relacién  n =58 n=>58

al inicio del estudio, salvo

que se indique otra cosa

ASDAS® -1,5(1,04) -0,6 (0,82) < 0,0001

ASDAS MCS®, % 66 26 < 0,0001

ASDAS MI’, % 43 1,7 < 0,0001

ASAS20°, % 76 40 < 0,0001

ASAS40°, % 38 19 0,0189

ASAS5/6", % 59 21 < 0,0001

ASAS RP®, % 12 34 0,1028

BASDAI* -2,4(2,01) -1,4 (2,02) 0,0052

BASFI* -2,45(1,90) -1,2(1,88) 0,0015

BASMI (lineal)* -0,8(1,02) -0,4 (0,70) 0,0093

ASQoL: -4,8 (4,50) =2,21(13:97) 0,0038

SF-36, MCS® 4,0 (7,05) 1,0 (9,83) 0,0703

SF-36, PCS® 8,4 (8,18) 3,8(7,10) 0,0008

hsCRP* -10,8(13,91) -2,2(17,35) 0,0001
n=48 n=42

SPARCC ASI RMc -3,5(7,31) 0,06 (3,51) 0,0150
n=47 n=42

SPARCC columna RMc -5,8(11,13) 0,5(7,47) 0,0066

aLOCF: imputacion de la tltima observacién realizada; bNRI: imputacién de pacientes
sin respuesta; cCO: casos observados.

ASAS: evaluacién de la Sociedad Internacional de Espondiloartritis; ASDAS: puntua-
cion de la actividad de la enfermedad de esponditis anquilosante; ASQoL: cuestionario
de calidad de vida de la espondilitis anquilosante; BASDAI: indice de actividad de Bath
de la enfermedad de espondilitis anquilosante; BASFI: indice funcional de Bath de la
espondilitis anquilosante; BASMI: indice de metrologia de Bath de la espondilitis an-
quilosante; CVI: cambio respecto a los valores iniciales; MCS: mejoria clinicamente
significativa; FIL: filgotinib; hsCRP: proteina C reactiva de alta sensibilidad; MCS: re-
sumen del componente mental; MI: mejoria importante; PBO: placebo; PCS: resumen
del componente fisico; RP: remision parcial; ASI: articulacién sacroiliaca; SF-36: cues-
tionario de salud, formato breve; SPARCC: Consorcio de Investigacion de la Espondi-
loartritis de Canada.
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Resultados: 107 pacientes completaron el estudio (n = 52 PBO,
n = 55 FIL). Las caracteristicas al inicio del estudio eran simila-
res en los dos grupos (medias generales [DE]): 42 afios (10,3), 74%,
varones, 7 aios desde el momento del diagnoéstico (6,7), ASDAS 4,2
(0,70), SPARCC por RM en la ASI de 6,1 (9,17) y en la columna, 16,5
(19,9). Para FIL y PBO, el cambio medio de la puntuacién ASDAS
en la semana 12 fue de -1,5y -0,6; el 76% y el 40% lograron una
puntuacién ASAS20; y el 38% y el 19% lograron una puntuacién
ASAS40, respectivamente. El cambio respecto al inicio del estu-
dio en la puntuacién SPARCC determinada mediante RM en la ASI
en la semana 12 fue de -3,5 y 0,06 y en la columna vertebral fue
de -5,8 y 0,5, respectivamente. La incidencia de acontecimien-
tos adversos surgidos durante el tratamiento (AAST) (FIL, 31,0%;
PBO, 31,0%), infecciones (FIL, 12,1%; PBO, 12,1%) y discontinuacién
debido a AAST (FIL, 1,7%; PBO, 1,7%) fueron similares entre grupos.
Se produjo 1 AAST grave de neumonia (FIL), el Gnico AAST que
condujo a la interrupcién definitiva del fArmaco en el estudio. No
se produjeron muertes, neoplasias malignas ni infecciones opor-
tunistas. Hubo un caso de trombosis venosa profunda (FIL) en un
paciente con una mutacién heterocigética para factor V Leyden.
Los resultados del laboratorio en el grupo de FIL mostraban
aumento de la hemoglobina (+5 g/1), disminucién de las plaquetas
(-23 Giga/l), recuentos de células natural killer estables, y aumento
del colesterol total (+0,39 mmol/l), que produjo un descenso del
11% en la ratio LDL/HDL en la semana 12 con relacién al inicio del
estudio.

Conclusiones: FIL mostré una eficacia superior respecto al PBO en
pacientes con EA activa, en los objetivos principales y secundarios.
No se identificaron nuevos datos sobre seguridad.

P002. RELACION ENTRE LOS HALLAZGOS ECOGRAFICOS
Y PARAMETROS CLINICOS, ACTIVIDAD Y DANO ESTRUCTURAL
EN UNA COHORTE DE PACIENTES CON ESPONDILOARTRITIS

I.C. Aranda Valera!, L. Ladehesa Pineda, I. Gémez Garcial,

M.C. Castro Villegas?, M.C. Abalos Aguilera?, L. Bautista Aguilar?,
R. Segura Ruiz!, R. Ortega Castro!, C. Lopez Medina'?,

L. Pérez Sanchez!, M.A. Puche Larrubia!, J.L. Garrido Castro’,
P.FontUgalde!, Y.Jiménez Gémez'y E. Collantes Estévez!

1Servicio de Reumatologia. Instituto Maiménides de Investigacién
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Introducciéon: La entesitis es una manifestacion clave en la
expresion clinica de las espondiloartritis (EspA), pero la explo-
racion fisica de las entesis carece de sensibilidad, precisiéon y
fiabilidad. Por esta razdn, se hace necesario utilizar pruebas de
imagen que aumenten su precisiéon y la detecten. En este sentido
la ecografia ha demostrado fiabilidad, validez, y, mas reciente-
mente, sensibilidad al cambio, aunque ain no hay muchos estu-
dios que relacionen los indices ecograficos con el resto de los
parametros clinicos.

Objetivos: Evaluar la asociacién entre entesitis ecografica en los
pacientes con EspA y la actividad clinica y radiografica.

Métodos: Estudio transversal descriptivo que incluye 70 pacientes
con EspA de la cohorte COSPAR del Hospital Universitario Reina
Sofia. El sistema de puntuacién del indice de entesis sonografia
de Madrid (MASEI) se utilizé para cuantificar el grado de anoma-
lias entésicas ecogréficas. Se evalué la asociaciéon entre MASEI y
pardmetros clinicos (tiempo de evolucién y presencia de HLA-B27),

de actividad (ASDAS, PCR y VSG), dafio estructural (mSSAS), indi-
ces metrologicos (BASMI), cuestionarios de actividad (BASDAI) y
funciéon (BASFI), asi como con indices de andlisis de movimiento
(UCOASMI). Para el andlisis estadistico se realiz6 el test ji-cuadrado
y correlaciones bivariadas mediante el coeficiente de correlaciéon
lineal de Pearson.

Resultados: La edad media de los pacientes fue de 43 * 12 afios, 46
eran hombres (66,7%), 60 pacientes presentaban afectacién axial,
4 pacientes tenian afectacién periférica y 6 sujetos presentaban
afectacion mixta. En la tabla 1 se recogen los hallazgos ecograficos
en modo B (escala de grises) del grupo completo de pacientes:
bursitis, entesofitos, pérdida de la ecoestructura fibrilar normal,
pérdida de ecogenicidad, edema de tejido celular subcutdneo,
engrosamiento en la entesis, erosiones dseas, asi como la presen-
cia de sefial Doppler segin su distribucién anatémica. Del total de
pacientes, 24 (34,4%) presentaban un indice de MASEI patolégico
(puntuacién > 18). En la tabla 2 se expresan los resultados de las
correlaciones del indice de MASEI de los pacientes que presenta-
ban lesiones de actividad (Doppler + y/o Bursa > 2 mm) (N = 57)
siendo estadisticamente significativa su correlacién con el tiempo
de evolucién (p = 0,033), mSSASS (p = 0,005), BASMI (p = 0,043) y
UCOASMI (p = 0,019).

Conclusiones: en nuestra cohorte el indice MASEI correlaciona con
el tiempo de evolucion, el mSSASS, BASMI y UCOASMI, no pudiendo
demostrar asociaciéon con los parametros de actividad clinica.

Tabla 1. Anomalias entesiticas ecograficas en el grupo completo de pacientes

Region Calcificacién ~ Estructura  Grosor Erosién  Bursa Doppler
anatémica N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
explorada

Fascias 18 (25) 23(32,9) 24 (344) 1(14) - =

T. aquileos 42 (60) 26 (37) 26 (37) 8(11,4) 34(49,3) 3(43)
Rotulianos 35 (50) 16(22,9) 14(20) 20 (28,6) 50 (71,4) 3(43)
distales

Rotulianos 14 (20) 12(171)  11(157) 1(14) - =
proximales

Cuadriceps 42 (60) 15 (21,4) 11(157) 1(1,4) - =
Triceps 33 (47,1) 12(171)  10(143) 6(86) - 1(1,4)

P003. INFLIXIMAB TROUGH LEVELS AND DISEASE ACTIVITY
PREDICT EARLY CLINICAL RESPONSE IN PATIENTS WITH AXIAL
SPONDYLOARHTRITIS
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Introduction: Infliximab (Ifx) has proven to be effective in patients
with axial spondyloarthritis (axSpA). Several variables may affect
pharmacokinetic-pharmacodynamic of Ifx and its relation with
clinical response, such as: disease activity, the development of anti-
drug antibodies (ADA) and the concomitant use of conventional syn-
thetic disease modifying anti-rheumatic drugs. The improvement
of patient’s management by achieving optimal serum drug concen-
tration associated with good clinical response is the main goal of
therapeutic drug monitoring which can be helpful in the prediction
of clinical response to biological treatment.

Tabla P002
Tabla 2. Correlaciones del indice de MASEI de los pacientes que presentaban lesiones de actividad
B27 T. evol ASDAS PCR VSG mSSSASS UCOASMI BASMI BASDAI BASFI
p 0,475 0,033 0,950 0,981 0,608 0,005 0,019 0,043 0,798 0.693
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Objectives: To identify clinical and serological variables at early
stages of treatment that can predict clinical response in patients
with axSpA treated with Ifx.

Methods: Observational study including 81 patients with axSpA
treated with Ifx and monitored during 24 weeks (W). The study
was approved by the Medical Ethics Committee (PI no. 1,155).
Serum Ifx levels and ADA were measured by capture ELISA and by
bridging ELISA respectively at baseline, W2, W6, W14 and W24. Dis-
ease activity was assessed at baseline and W24 by the Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Score (ASDAS) and clinical response
was defined by #t ASDAS = 1.1(clinically important improvement).
The association between clinical response at W24 and clinical and
serological variables was evaluated by univariable and multivari-
able logistic regression analyses. Serum Ifx levels at W2, 6 and 14
as a categorical variable (above o under the corresponding median
value of levels at each time week), age, sex, HLA-B27, methotrexate
(MTX), sulfasalazine, body mass index, smoke status, prednisone, C-
reactive protein and ASDAS at baseline were included as indepen-
dent variables. Receiver operating characteristic (ROC) curves for
the outcome of clinical response after 24 weeks of treatment were
employed to determine the best cut-off values for the predictors
(serum Ifx concentrations and baseline ASDAS). Ifx survival was
evaluated through Kaplan-Meier curves.

Results: In the univariable analyses, higher serum Ifx trough levels
at W14 (OR: 3.9; 95% CI: 1.5-10.4); higher baseline ASDAS (OR: 1.9;
95% CI: 1.1-3.1) and MTX use (OR: 3.3; 95% CI 1.2-8.7) were associ-
ated with a better clinical response at W24. Patients with concomi-
tant MTX had higher serum Ifx trough levels (median and IQR) than
patients without MTX and these differences were significant at Wé6:
26.37(16-41.4) versus 16.9 (11.4-26.9); p = 0.008; at W14: 8.4 (5.4-
13.9) versus 4.1 (1.8-7.8); p = 0.003 and at W22: 5.1 (2.2-8.3) versus
3.1 (0.6-5.4); p = 0.006, respectively). In the multivariable analysis,
higher ASDAS at baseline (OR: 1.8; CI 95%: 1.1-3.0) and higher serum
Ifx trough levels at W14 (OR: 3.6; CI 95%: 1.3-10.4) remained sig-
nificantly associated. Serum Ifx concentration at W14 = 6.7 pg/ml
and a disease activity score at baseline = 3.5 were found to be asso-
ciated with higher #t ASDAS at W24 (OR: 16; 95% CI: 3.6-71.7) No
patient with Ifx levels at W14 = 6.7 pg/ml developed ADA during the
24 weeks follow up. The combination of both variables was used to
predict clinical response with a sensitivity of 87.5%, specificity of
69.6%, PPV of 75% and NPV of 84.2%.

Conclusions: Elevated baseline ASDAS and high serum Ifx trough
levels at W14 are associated with better clinical response at 24
weeks in patients with axSpA under Ifx therapy. A predictive model
based on these variables is suggested to identify early responders
to Ifx treatment.

P004. ASOCIACION ENTRE LA PROGRESION RADIOGRAFICA
Y EL RIESGO CARDIOVASCULAR EN PACIENTES CON
ESPONDILOARTRITIS: DATOS DEL REGISTRO COSPAR

M.L. Ladehesa Pineda'??, I. Gdmez Garcia??, M.C. Castro Villegas'?3,
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Introduccién: Se ha sugerido que la progresion radiografica se aso-
cia con el aumento del riesgo cardiovascular (CV) en pacientes con
espondiloartritis axial (EspAax)'. No obstante, la relaciéon entre las

caracteristicas de la enfermedad directamente relacionadas con el
dafio estructural y el aumentado riesgo CV atin no ha sido comple-
tamente definida.

Objetivos: Analizar la asociacidn del riesgo CV y la presencia de pla-
cas de ateroma carotideas con el dafio estructural radiografico en
una cohorte de pacientes con EspA.

Métodos: 85 pacientes con EspAax del registro de EspA de Cérdoba
(CoSpaR) fueron seleccionados para este estudio transversal. A
todos los pacientes, reclutados de forma probabilistica y secuencial
de una consulta monografica de EspA en la UGC de Reumatologia
del Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba, se les realiz6 his-
toria clinica completa, examen fisico y bioquimico. Se recogieron
variables demograficas, clinicas: tipo de EspA, tiempo de evolucién,
estatus del HLA-B27, afectacién radiografica (radiografia simple),
dafio estructural (indice mSASSS), actividad de la enfermedad (VSG,
PCR, indice BASDAI e indice ASDASpcr) y factores de riesgo CV. El
riesgo CV se determind por el indice SCORE y la presencia de placas
carotideas por ecografia Doppler de troncos supraadrticos realizada
por un radiélogo experto. Los datos fueron analizados mediante el
programa SPSS v25. Para comparar las caracteristicas radiolégicas
en funcién de la presencia de placas de ateroma se realiz6 la prueba
“t” de Student para datos independientes. Para encontrar factores
predictores del aumento del riesgo CV medido por el indice SCORE
se utiliz6 una regresion lineal multiple (RLM). Todos los contras-
tes realizados tanto en el estudio univariante como multiple fueron
bilaterales.

Resultados: Las caracteristicas basales demograficas y clinicas de
los pacientes con EspAax se presentan en la tabla 1, y las caracteris-
ticas relacionadas con el dafio estructural y el riesgo CV en la tabla
2. Las variables cuantitativas se describen como media (desviacion
tipica), las cualitativas como nimero de casos (porcentaje del total).
Al analizar las placas de ateroma en la bifurcacién carotidea se
observéd que la edad, el tiempo de evolucién de la enfermedad y
las variables relacionadas con el dafio radiografico (mSASSS total,
mSASSS cervical, mSASSS lumbar y puentes 6seos) eran signifi-
cativamente mayores en los pacientes con presencia de placas
de ateroma (p < 0,05). Ademas, se hall6 que el mSASSS cervical
(p = 0,063) y la edad (p < 0,0001) presentaban asociacién con el
indice SCORE para predecir el aumento del riesgo CV en el analisis
de RLM.

Conclusiones: 1) La presencia de placas de ateroma en pacientes
con EspAax se asocia no solo con la edad y el tiempo de evolucién,
sino también con el grado de afectacién radiografica. 2) La edad y el
dafio estructural cervical pueden predecir el aumento de riesgo CV
observado en EspAax. Hemos encontrado un aumento del riesgo
CV en pacientes con EspAax con mayor edad y afectacién radiogra-
fica, sobre todo a nivel cervical, por lo que seria importante identi-
ficar a estos pacientes para realizar un control mas estrecho y evitar
el desarrollo de complicaciones CV.

Subvencionado por: JAPI-0139-2017.

Tabla 1
Edad (afios) (N = 85) 44,55 + 12,22
Sexo (varones) (N = 85) 59 (69,4)
HLA B27 (N = 83) 71 (83,5)
Espondiloartritis axial (N = 85) 79 (92,9)
Afectacién axial radiogréfica (N = 77) 63 (74,1)
Psoriasis (N = 84) 10(11,8)
IMC (kg/m?) (N = 80) 26,88 + 4,13
Tiempo de evolucién (afios) (N = 82) 18,01 + 13,62
Fumador (N = 84) 33 (38,8)
ASDAS-PCR B3 = 105
ASAS HI (N = 82) 4,05 + 3,8
BASDAI (N = 84) 3,48 £2,17
PCR (mg/1) (N = 80) 6,64 + 10,86
VSG (mm/h) (N = 63) 8,49 + 9,22
Hipertension arterial 16 (18,8)
Diagndstico hiperlipemia (N = 83) 13(15,3)
Antecedente familiar de enfermedad CV (N = 84) 38 (44,7)
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Tabla 2

mSASSS total (N = 79) 14,84 + 18,4
mSASSS cervical (N = 79) 7,27 + 9,64
mSASSS lumbar (N = 79) 7,72+10,14
TAS (mmHg) (N = 82) 125,43 20,12
TAD (mmHg) (N = 82) 80,72 + 11,7
Glucosa (mg/dl) (N = 80) 84,02 + 14,5
Colesterol total (mg/dl) (N = 80) 187,84 + 33,75
HDL (mg/dl) (N = 79) 54,92 + 15,54

LDL (mg/dl) (N = 78)
Triglicéridos (mg/dl) (N = 80)

111,96 +£30,91
100,68 + 65,85

Insulina (mg/dl) (N = 70) 6,1+4,1
Tratamiento hipolipemiante (N = 84) 8(94)
Diabetes mellitus (N = 84) 1(1,2)
Placa de ateroma en bifurcacién (N = 66) 14 (16,5)
Resistencia a la Insulina (N = 85) 7 (3.4)
SCORE (N = 78)
Riesgo CV bajo 60 (76,9)
Riesgo CV moderado 10(12,8)
Riesgo CV alto 4(51)
Riesgo CV muy alto 4 (51)
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P005. ESPONDILOARTRITIS AXIAL: RECOMENDACIONES
PARA EL USO DE HERRAMIENTAS DE VALORACION

DE LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD Y DESARROLLO
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Introduccion: Se han propuesto varias definiciones de remisién en
la espondiloartritis axial (EspAax) basadas en las herramientas de
valoracién de la actividad de la enfermedad disponibles, pero hasta
la fecha no existe una definicién universalmente aceptada para el
desarrollo de ensayos clinicos o la practica clinica habitual.
Objetivo: Establecer recomendaciones respecto a la valoracion de
la actividad de la enfermedad y desarrollar una propuesta de defi-
nicién de remisién clinica en EspAax, basada en la revisiéon de la
mejor evidencia disponible y el consenso de un grupo de expertos
en esta patologia.

Métodos: Se utilizé6 una metodologia Delphi modificada. Un comité
cientifico formado por 5 expertos redact6 80 items que se enviaron
en 2 rondas (en septiembre y octubre de 2018, respectivamente) a
un panel de 152 reumat6logos con amplia experiencia en el abor-
daje de pacientes con EspAax y la gran mayoria miembros del Grupo
para el Estudio de la Espondiloartritis de la Sociedad Espafiola de
Reumatologia (GRESSER). Estos items abordaban temas controver-
tidos relacionados con la evaluacién actual de la remisién, caracte-
risticas clinicas, resultados de laboratorio y de pruebas de imagen,
y si deberian incluirse en la definicién de remisién en opinién de los
panelistas recomendaciones generales para el seguimiento y el uso
de escalas de valoracién de actividad de la enfermedad.

Resultados: Se llegé a un acuerdo para 56 de los 80 items propues-
tos (70%). Los panelistas concluyeron que, aunque actualmente no
se dispone de una definicién de remisiéon en EspAax, existe con-
senso en que es posible lograr la remisiéon en este trastorno. Hubo
acuerdo en que la definicién de remisién en EspAax debe incluir:
dolor, fatiga, limitacién funcional, movilidad, manifestaciones
extrarticulares, manifestaciones periféricas, inflamacién ar-
ticular, actividad de la enfermedad, pruebas de laboratorio, calidad
de vida, necesidad de tratamiento, progresion radiogréafica de la
enfermedad y las valoraciones globales del médico y del paciente.

Se recomienda establecer un objetivo terapéutico cuando se inicia
el tratamiento en pacientes con EspAax, siendo el objetivo ideal la
remisidn, pero la baja actividad de la enfermedad también puede
ser aceptable como objetivo alternativo. La herramienta preferida
para la valoraciéon de la actividad de la enfermedad durante el
seguimiento en consultas es el ASDAS, que tiene como puntos de
corte < 1,3 para remisién y de = 1,3 a < 2,1 para baja actividad de
la enfermedad. La propuesta de definicién de remisiéon clinica en
EspAax consensuada incluye la remisiéon definida por ASDAS aso-
ciada con la ausencia de actividad extrarticular (psoriasis, uveitis,
enfermedad inflamatoria intestinal) y periférica (artritis, entesitis,
dactilitis), la ausencia de actividad evaluada mediante la normali-
zacion de los niveles de PCR y la ausencia de evidencia de progre-
sion radiogréfica.

Conclusiones: A partir de la revisiéon de la evidencia disponible y
el consenso del panel de expertos se han podido desarrollar reco-
mendaciones sobre el uso de las herramientas de valoracién de la
actividad de la enfermedad en EspAax, asi como una propuesta de
remision clinica, que podrian contribuir a mejorar la atencién de
estos pacientes.

P006. RITMO LUMBOPELVICO EN PACIENTES CON
ESPONDILOARTRITIS AXIAL COMPARADO CON SUJETOS
CON DOLOR LUMBAR Y SANOS

J.L. Garrido Castro', I.C. Aranda Valera?, S. Alcaraz Clariana?,

L. Garcia Luque?, D. Rodriguez de Sousa?, C. Gonzalez Navas?,

F. Alburquerque Sendin?, L. Ladehesa Pineda?, M.C. Castro Villegas?,
P. Gardiner*y E. Collantes Estévez?

!Instituto Maiménides de Investigacién Biomédica de Cérdoba.
2Hospital Universitario Reina Sofia. Servicio de Reumatologia. Cérdoba.
*Facultad de Medicina, Enfermeria y Fisioterpia. Universidad de
Cordoba. *Western Health and Social Care Trust Hospital. Londonderry.
Reino Unido.

Introduccion: El dolor lumbar de espalda reduce la movilidad
espinal, aunque no estd claro si existen diferencias cinematicas
entre el dolor lumbar inflamatorio de la espondiloartritis axial
(EspAx) y otros tipos de dolor de espalda. Recientemente han
aparecido sensores de movimiento inercial que pueden medir la
movilidad de manera precisa y fiable. El sistema ViMove utiliza
dos sensores inerciales ubicados en L1 y S1, lo que permite que
la flexién de la columna vertebral se separe en sus componen-
tes lumbar y pélvico. La relacion entre las diferentes partes de
la columna vertebral durante un movimiento de flexién total se
conoce como ritmo lumbopélvico. El sensor del tronco mide la fle-
xion total, mientras que la contribuciéon de la cadera se mide con
el sensor de la pelvis, dejando la flexiéon lumbar como la diferencia
entre los dos angulos.

Objetivos: Analizar la relacién de los angulos lumbopélvicos en
pacientes con EspAx, pacientes con dolor lumbar y controles sanos.
Métodos: Se incluyeron 92 sujetos en nuestro estudio: 56 EspAx (de
la cohorte COSPAR del Hospital Universitario Reina Sofia), 14 con
dolor lumbar (DL) y 22 controles sanos. El sistema basado en sen-
sores inerciales ViMove®se us6 para medir la movilidad lumbar.
Los pacientes con EspAx se estratificaron en tres grupos segun su
movilidad general utilizando el BASMI: EspAx Baja (< 2), Med (2-4)
y Alta (> 4)

Resultados: La tabla muestra los resultados de las pruebas de movi-
lidad espinal en cada grupo. El tronco, la pelvis y los angulos lumba-
res se expresan en grados (media y desviacidon estadndar). cPelvis es
la contribucién de la pelvis al movimiento general como porcentaje.
Tres de las cinco mediciones en BASMI estdn fuera de la columna
lumbar, por lo que es poco probable que se vean afectadas en
pacientes con DL. Hubo diferencias significativas en los dngulos del
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Background/Purpose: Our objectives are:

1.To analyze the prevalence of comorbidities related to CV risk in a register of patients with
spondyloarthritis (CoSpaR).

2. To evaluate if there is an association between structural damage, the presence of atherosclerotic
plaques, the endothelial function and the increased CV risk in patients with axSpA.

Methods: Eight-five patients with axSpA from the SpA registry from Cordoba (CoSpaR) were selected
for a cross-sectional study. Patients were recruited in a probabilistic and sequential way from a SpA
monographic ambulatory, and a complete clinical history, physical examination and a biochemical
analysis were performed.

CV risk was evaluated by estimating the SCORE index and assessing the presence of atherosclerotic
plaques through carotid ultrasound. The study of endothelial function was performed with laser
doppler flowmetry, analyzing the response to reactive hyperemia, so as the increase in blood flow
occurred after temporary occlusion of blood flow.

Data was collected and analyzed using SPSS v25 program. Independent-samples t test was used to
evaluate the association between radiological characteristics and presence of atherosclerotic
plaques. The linear lelationship between the variables has been measured by Pearson’s linear
correlation coefficient. Multiple lineal regression (MLR) was performed to assess the variables
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potentially associated with increased SCORE. All comparisons were bilateral considering p<0.05 as a
significant result.

Results: Baseline characteristics are shown in table 1.Characteristics related with radiographic
damage and CV risk are shown in table 2. Direct linear relationship was found between the CV risk
measured by SCORE index and total, lumbar and cervical mSASSS, and the presence of bone bridges.
Analysis of atherosclerotic plaques at the carotid showed that age, disease duration, and variables
related to radiographic damage (total mSASSS, cervical spine mSASSS, lumbar spine mSASSS, and
bone bridges) were significantly higher in patients with atherosclerotic plaques(p< 0.05). In addition,
mMSASSS in cervical spine (p=0.063) and age (p< 0.0001) were found to be associated with the SCORE
index value and were predictors of increased CV risk in MLR analysis. Endothelial function (measured
by Laser Doppler measurement of post ischemic reactive hyperemia) correlated inversely (p< 0,05)
with total and lumbar mSASSS, as shown by the values of hyperemic area after occlusion was
released.

Conclusion: The presence of atherosclerotic plaques in patients with axSpA is associated not only
with age and disease duration, but also with the degree of radiographic damage present. Age and
structural damage predicted the increased risk of CV disease observed in axSpA. Therefore, we have
observed that older patients with axSpA and more structural damage, especially in the cervical spine,
had a greater risk of CV disease. Endothelial disfunction is also found in patients with axSpA.

Funded by: JA P1-0139-2017
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Baseline characteristics

Mean (SD) or N(%)

Age (years) (N=85)

Sex (males) (N=85)

HLA B27 (N=83)

axSpA (N=85)

Radiographic axSpA (N=77)
Psoriasis (N=84)

BMI (kg/m?) (N=B0)
Disease duration (years) (N=82)
Smokers [N=84)
ASDAS-CRP

ASAS HI (N=82)

BASDAI (N=84)

CRP (mg/L) (N=80)

ESR (mm/h) (N=63)
Arterial hypertension

Diagnosis of hyperlipaemia (N=83)

44,55+12,22
59 (69,4)

71 (83,5)

79 (92,9)

63 (74,1)

10 (11,8)
26,88+ 4,13
18,01413,62
33 (38,8)
3,13 +1,05
4,05 £3,8
3,48 +2,17
6,64 +10,86
8,49 £9,22
16 (18,8)

13 (15,3)
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Characteristics related to structural damage and CV risk Mean (SD) or N(%)

Total mSASSS (N=79) 14,84 £ 18,4
Cervical mSASSS (N=79) 7,27+ 9,64
Lumbar m5AS5SS [N=79) 7.72+£10,14
Glucose (mg/dL) (N=80) 84,02 + 14,5
Total Cholesterol (mg/dL) (N=80) 187,84 + 33,75
HDL-cholesterol (mg/dL) (N=79) 54,92 + 15,54
LDL-cholesteral (mg/dL) (N=78) 111,96 + 30,91
Tryglicerides (mg/dL) (N=80) 100,68 + 65,85
Insuline (N=70) 6,1+4,1
Diabetes Mellitus (N=84) 1(1,2
Atherosclerotic carotid plaques (N=66) 14 (16,5)
Insuline resistance (N=85) 7 (3,4)
SCORE [N=78) 57 (67,1)

= Low CV risk 13 (15,3)

= Moderate CV risk 4 (4,7)

« High CV risk 4 (4,7)

= Very high CV risk
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