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Introduccion

Justificacion del trabajo

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica,
inflamatoria y sistémica caracteriza por inflamacion, hiperplasia sinovial y destruccién
del cartilago articular, con afectacion predominante de pequefas articulaciones
periféricas. Sin el tratamiento adecuado, puede conducir a la destruccion del cartilago
articular y formacion de erosiones ésea (1). Por su naturaleza inflamatoria sistémica,
puede causar manifestaciones extraarticulares como ndédulos reumatoides, enfermedad
intersticial pulmonar o vasculitis, asi como la aparicion acelerada de aterosclerosis o el
mayor riesgo de osteoporosis. Los pacientes con AR presentan, ademas, deterioro de su

calidad de vida, mayor discapacidad y morbimortalidad (2) .

En las ultimas décadas, el prondstico de la AR ha mejorado de manera
significativa gracias a los avances en el tratamiento. El inicio temprano de la medicacion,
la inclusion de nuevas dianas terapéuticas y la implementacion de estrategias de
tratamiento por objetivos, conocida como estrategias “treat-to-target” (TTT) (3), han

sido clave en este proceso.

La estrategia TTT promueve el ajuste del tratamiento hasta alcanzar el objetivo
terapéutico, basdandose en la valoracidn frecuente de la actividad de la enfermedad,
utilizando indices articulares compuestos previamente validados. Esta estrategia
necesita de biomarcadores para guiar las decisiones terapéuticas en los pacientes que
reciben tratamiento con farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
(FAME). En pacientes que no logran el objetivo terapéutico (remisién o baja actividad de
la enfermedad) utilizando una primera estrategia con FAME sintéticos convencionales

(FAMEsc) (metotrexato, leflunomida o sulfazalacina), se recomienda una segunda
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estrategia usando terapias dirigidas, con FAME biolégico (FAMEb) o con un inhibidor
selectivo de JAK (JAKi)(4). En esta segunda estrategia se incluyen, entre otros, los
anticuerpos monoclonales contra los receptores de la interleucina (IL) 6 (anti-rlL-6)
como tocilizumab y sarilumab; y los JAKi como el tofacitinib, baricitinib y, mas
recientemente, upadacitinib y filgotinib. Estos tratamientos han demostrado mejoras

significativas en los resultados clinicos y radioldgicos de los pacientes con AR (5,6).

En la practica clinica se utilizan reactantes de fase aguda (RFA), como la
proteina C reactiva (PCR) y la velocidad de sedimentacién globular (VSG), para
monitorizar la actividad inflamatoria de la AR. Dichos parametros se incluyen también
en los indices compuestos de actividad de la enfermedad, como el Disease Activity Score
28 (DAS28) o el Simplified Disease Activity Index (SDAI), utilizados para el seguimiento
de los pacientes (7,8). Sin embargo, los RFA no siempre reflejan de manera precisa el
grado de sinovitis en los pacientes con AR y pueden influenciarse por diversos motivos
como la edad, el sexo, las comorbilidades (por ejemplo, anemia en el caso de la VSG) o
por el tipo de terapia antirreumatica utilizada. Este seria el caso concreto de los dos

grupos de terapias dirigidas que queremos estudiar: los anti-rlL-6 y los JAKi (9,10).

La IL-6 es el mas potente inductor de la reaccidn sistémica de fase aguda. Es
bien conocido que en los pacientes tratados con anti-rIL-6, los RFA cldsicos no reflejan
de forma satisfactoria el grado de inflamacién que sufre el paciente, ya que su
produccién quedaria abortada con estos tratamientos sin que esto se refleje
necesariamente en una mejoria sustancial de la sinovitis (11,12). Aunque menos
conocido y estudiado, esta circunstancia se daria también en pacientes tratados con

JAKi, donde la accién sobre los RFA es muy significativa (12-16).

32



Este problema ha supuesto que, en los ultimos afios, la investigacidn sobre
nuevos marcadores séricos de actividad de la enfermedad en pacientes AR haya sido un

campo de especial interés, siendo objeto de numerosos estudios.

Cada vez hay mas evidencia de que los neutréfilos son una pieza central en la
patogenia de la AR, con un papel clave en el inicio y la perpetuacién de la enfermedad.
En los ultimos anos, el interés sobre la funcién de estas células en la AR ha crecido
sustancialmente (17). Los neutrdfilos tienen un papel central en la sinovitis, pero
también desempefian sus funciones modulando la respuesta del sistema inmunoldgico
(18,19). Son células que, al activarse de manera inapropiada por citocinas, quimiocinas

y anticuerpos, favorecen la inflamacion y el dafio en los tejidos(20).

La calprotectina (S100A8/S100A9) es una proteina expresada principalmente
por las células del sistema inmune innato, fundamentalmente por los neutroéfilos, y que
es liberada al medio extracelular en respuesta a estimulos inflamatorios (21). Esta
proteina esta presente en grandes cantidades en la sinovial reumatoide (22), y ha sido
estudiada como marcador de actividad en pacientes con AR. Se ha descrito que presenta
una buena correlacion con la actividad de la artritis, siendo incluso mas precisa que los
RFA cldsicos (PCR y VSG) a la hora de reflejar el estado clinico del paciente (23—-25). Se
ha observado, ademas, como es un buen marcador de progresion radioldgica (26), de
respuesta terapéutica a determinados FAMEs (27), asi como un biomarcador que podria
ser util a la hora de predecir pacientes en riesgo de padecer un brote de la enfermedad,
a pesar de estar aparentemente controlados (28). Algunas de estas investigaciones han
sido realizadas en nuestro Servicio y han sido objeto de una Tesis Doctoral (Dr José

Inciarte-Mundo Universidad de Barcelona, afio 2017).
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Las trampas extracelulares de neutréfilos (NET, por sus siglas en ingles
“neutrophil extracelular traps”) son estructuras extracelulares compuestas por
moléculas antimicrobianas externalizadas por los neutrdfilos, que pueden atrapar,
inmovilizar, inactivar y matar microorganismos, ademads de activar otras células del
sistema inmune. Estdn formadas por histonas, ADN y proteinas de los neutrofilos, como
la elastasa (EN) o la mieloperoxidasa (MPQ)(29). Las NETs se forman durante un proceso
llamado NETosis, que es un eslabdon importante de la respuesta inmune innata. Su
formacién puede ser desencadenada por diferentes estimulos, tanto infecciosos como

estériles (por ejemplo, autoanticuerpos o inmunocomplejos) (18).

Son varios los estudios que han observado que en los pacientes con AR existe
una mayor formacién de NETs en comparacién con poblacion sana (30) y que estas son
un posible biomarcador de la enfermedad (31). También se ha sugerido que las NETs
contribuirian a la patogenia de la enfermedad, al ser fuente potencial de
autoanticuerpos (anticuerpos antiproteinas/péptidos citrulinados (ACPA) y anti-
péptidos carbamilados (anti-CarP))(32). La medicién de los niveles de las NETs como
biomarcador de actividad de AR ha sido evaluada en los ultimos afios. Varios estudios
han encontrado correlacién entre los niveles de las NETs en sangre periférica y la

actividad inflamatoria de la enfermedad en pacientes con AR (32-34).

Por tanto, para una mejor monitorizacion de la actividad de la enfermedad y
seguir una estrategia TTT, en los pacientes con AR existe la necesidad de identificar
nuevos biomarcadores de actividad. Esto es especialmente relevante en aquellos
tratados con farmacos que inhiben la sintesis de los RFA clasicos. Con esta Tesis Doctoral
gueremos estudiar si la determinacién de marcadores de activacion de los neutrdfilos

(calprotectina y las NETs) podrian ser de utilidad como marcadores que reflejen de
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manera mas precisa que los RFA clasicos el estado de la enfermedad en los pacientes

con AR, especialmente en los que estan tratados con anti-rlL-6 o JAKi.
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Funciones fisioldgicas de los neutrofilos

En los ultimos anos, nuestra comprension sobre el papel de los neutréfilos en
la inflamacidon ha cambiado radicalmente. La percepcion inicial de que los neutrofilos
desempefiaban un papel pasivo y se limitaban a responder a sefales externas, ha sido
sustituida por la apreciacién de que los neutrdfilos activados pueden desempefiar la
mayoria de las funciones de los macréfagos(35). También se sabe que los neutrofilos

contribuyen a la patogenia de varias enfermedades, incluyendo la AR(18,20).

Los neutrdfilos son células especializadas del sistema inmune innato. Son los
glébulos blancos circulantes mas abundantes, representando alrededor del 60% de
todos los leucocitos. Actian como primera linea de defensa frente a patdgenos
invasores, al ser las primeras células reclutadas en los focos de infeccidn o inflamacién.
Ademads, influyen en las funciones de otras células del sistema inmunitario, con un papel

activo en la coordinacion en el proceso inflamatorio (29).

Los neutréfilos se desarrollan a partir de las células precursoras mieloides en la
médula dsea, las cuales se activan en respuesta al factor de crecimiento de colonias de
granulocitos (G-CSF). Moléculas como las integrinas y las selectinas, desempefian un
papel crucial en este proceso, al facilitar su liberacidon desde la médula dsea hacia la
circulacidn sanguinea. En ausencia de estimulos inflamatorios, los neutréfilos maduros
circulan por el torrente sanguineo durante un corto periodo de tiempo y en 24 horas
sufren apoptosis, al ser eliminados por los macréfagos residentes de la médula ésea en
un proceso antiinflamatorio denominado eferocitosis(19). Durante este tiempo
participan en importantes funciones fisioldgicas como la reparacién tisular, la

coagulacion y la angiogénesis (35).
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Cuando detectan una amenaza, como la presencia de microorganismos o
productos liberados por tejidos dafiados, los neutrdéfilos migran a los lugares inflamados.
Las propiedades de los neutréfilos circulantes son diferentes a la de los neutréfilos
inflamatorios en los tejidos. Los neutrofilos inflamatorios comparten muchas de las
funciones de los macréfagos, sobre todo en lo que respecta a la generacidn y expresion
de moléculas inmunoreguladoras. Muchas de estas funciones adquiridas son el
resultado de los cambios rdpidos y selectivos en la expresidon génica que se produce

cuando los neutrdfilos se activan durante la inflamacion(19).

Durante esta migracion, los neutrdfilos activados se encuentran con cambios
en su microentorno que afectan a su funcién y longevidad(36). En comparacién con la
sangre arterial, en los tejidos inflamados existe una tensién de oxigeno y pH mas bajos,
y contienen citocinas y otras moléculas generadas durante el proceso inflamatorio que
regulan la quimiotaxis y activacidon de los neutréfilos y otros leucocitos. Estos factores
también regulan al alza la expresidon génica de los neutrdfilos, lo que produce cambios
en sus propiedades, como la alteracién en la expresién de receptores clave de la
membrana plasmatica (37). Ademads, en los tejidos inflamados, los neutroéfilos expresan
muchas quimiocinas y citocinas que pueden afectar a la funcidn de otras células
inmunitarias o de los propios neutréfilos(38). Del mismo modo, el aumento de la
expresion génica altera la expresion de las proteinas que controlan la apoptosis de los
neutrdfilos y, en consecuencia, hace que tengan una vida mucho mas larga que los

neutrofilos circulantes(36).
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Eliminacion de patégenos

En respuesta a las infecciones, los neutrofilos migran a lo largo de gradientes
guimiotdcticos hacia los patdgenos en los tejidos. La IL-8 desempefia un papel esencial,
al servir como sefial principal que guia su migracion hacia entornos inflamatorios(35).
Los neutrdfilos responden ante moléculas catalogadas como patrones moleculares
asociados al peligro (DAMP) o patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) a
través de los receptores de reconocimiento de patrones, incluyendo los receptores tipo

Toll (TLR) (39).

Una vez que llegan al lugar de la inflamacidn, los neutrdfilos utilizan diversas
estrategias para combatir los patégenos invasores de manera eficaz. Estas estrategias
incluyen la fagocitosis, la desgranulacion (que implica la liberacién de péptidos
antimicrobianos granulares como la MPO, la EN y las metaloproteinasas de matriz
(MMP)), y la formacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) por medio de la
activacion de la NADPH oxidasa. Con estos mecanismos, los neutréfilos son capaces de
contribuir a la rapida eliminacion de los agentes patdgenos en el sitio de la inflamacion

(39).

Ademas, los neutréfilos liberan una extensa gama de quimiocinas y citocinas,
desempeiiando un importante papel en la modulacion de la respuesta inmunitaria
adaptativa. Los neutréfilos activados aumentan la expresion de los receptores de
membrana plasmatica, como el complejo mayor de histocompatibilidad de clase |l
(MHC-11), actuando como células presentadoras de antigenos a los linfocitos T. Ademas,
los neutréfilos apoptéticos son fagocitados por las células dendriticas, aumentando asi

los niveles de presentacion de antigenos (40). En relacion con las células B, éstas son
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responsables de la sintesis de citocinas, clave para su desarrollo, incluyendo el factor

activador de células B (BAFF o BLyS) y el ligando inductor de la proliferaciéon A (APRIL)(7).

Cuando el neutroéfilo detecta un estimulos infecciosos o inflamatorios, otro de

los mecanismos de accidon que presentan es mediante la formaciéon de NETSs, descrito

por primera vez en el afio 2004. Consiste en la formacidn de una red de ADN, histonasy

proteinas de los neutroéfilos como la MPO, la EN, la calprotectina o la calgranulina, que

es expulsada por la célula al medio extracelular, y que tiene capacidad de atrapar,

inmovilizar, inactivar y matar microorganismos (41) (figura 1).
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Figura 1 Funciones fisioldgicas del neutrdfilo en la respuesta inmune. ROS: especies reactivas de oxigeno, BAAF:
factor activador de las células B; APRIL: ligando inductor de la proliferacién A. Figura creada con Biorender. (42)
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Resolucién de la inflamacién

Los mecanismos responsables del retraso de la apoptosis en los neutrdfilos
inflamatorios activados incluyen cambios en la expresién génica mediados por citocinas
y alteraciones en los indices de recambio de proteinas clave, como la proteina de
diferenciacién de células de leucemia (Mcl-1)(43). Estos procesos pueden prolongar la
vida util de los neutréfilos hasta varios dias. Esta vida atil prolongada permite a los
neutréfilos desempeiar su funcién en la inflamacién antes de sufrir apoptosis

constitutiva cuando han finalizado su funcion.

Los neutréfilos apoptéticos son células inactivas, debido a su programa de
apagado y desactivacidn de sus vias de sefializacion. También expresan receptores en su
superficie que permiten su reconocimiento y fagocitosis por parte de otras células
fagociticas. Esto evita la liberacion de sustancias citotdoxicas en los tejidos y el
consiguiente dafo tisular que ocurriria si los neutrofilos murieran por necrosis. Por lo
tanto, es crucial que los neutréfilos apoptdticos sean eliminados de manera efectiva por

las células fagociticas para resolver la inflamacién(35).

Sin embargo, en las enfermedades inflamatorias, la desregulacién de la
apoptosis de los neutréfilos puede prolongar su supervivencia en los tejidos inflamados,
lo que conlleva la liberacion prolongada de sustancias inmunorreguladoras, quimiocinas
y productos citotodxicos derivados de los neutrofilos, y puede resultar en una inflamacion
persistente. Ademds, los neutréfilos apoptéticos expresan autoantigenos en su
superficie, lo que puede dar lugar a la produccidn de autoanticuerpos si su eliminacién

no ocurre de manera adecuada(35).
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El neutrdéfilo en las enfermedades reumaticas inmunomediadas

Las enfermedades reumaticas inmunomediadas son un conjunto de patologias
gue se caracterizan por una respuesta inflamatoria inadecuada del sistema inmune, que
pierde la capacidad de diferenciar lo propio de lo ajeno (44). Estas enfermedades son
ampliamente heterogéneas en su forma de presentacion clinica, sin embargo,
comparten la caracteristica de tener una desregulacidn significativa en las respuestas
inmunitarias innata y adaptativa. Ademds, muchas de estas enfermedades se asocian
con la produccion de anticuerpos dirigidos contra antigenos propios intra- y

extracelulares (45).

Los mecanismos patogénicos investigados en las enfermedades reumaticas
inmunomediadas se han centrado durante muchos afios principalmente en las
alteraciones de la respuesta inmunitaria adaptativa, especificamente en las alteraciones
en los linfocitos By T. Sin embargo, en los ultimos afios ha aumentado la evidencia sobre
la contribucién significativa de los neutréfilos en estas enfermedades, destacandose
como una de las principales causas de dafo. Los neutrofilos no sélo se infiltran en los
tejidos afectados, sino que también se ha documentado su participacion en la
produccién de anticuerpos dirigidos contra sus propios componentes, lo que resalta su

papel predominante en la autoinmunidad (46).

En pacientes con enfermedades autoinmunes sistémicas, como la AR, se ha
observado como los neutrdfilos tienen la capacidad de crear un ambiente altamente
inflamatorio mediante la producciéon aumentada de ROS y de citocinas inflamatorias
como la IL-6 o el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (47,48). Ademas, condicionan una
activacién inapropiada de las células dendriticas y la cascada del complemento (49).

Todo esto puede conducir la generacidon de modificaciones antigénicas en las proteinas,
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lo que a su vez puede provocar la formacion de autoantigenos, que desencadenarian la
activacion de las células del sistema inmune adaptativo y la produccion de anticuerpos

especificos dirigidos contra ellos (40).

Neutrofilos en la artritis reumatoide

La AR en una enfermedad autoinmune sistémica crénica caracterizada por dos
familias de autoanticuerpos: el factor reumatoide (FR), una inmunoglobulina (Ig), de
predominio IgM, dirigida frente a la porcidon Fc de la 1gG, y los ACPA (40). Esta
enfermedad esta causada por una disfuncidén del sistema inmunitario, que incluye la
expansién clonal de linfocitos autoinmunes, la generacién de autoanticuerpos vy la
sobreproduccidn de citocinas y otros mediadores inflamatorios. Durante muchos afios,
se penso que la principal contribucién de los neutréfilos en la patogenia de la AR era por
su capacidad para liberar productos citotéxicos: de todas las células implicadas en la
patogenia, los neutrdfilos son las que tienen un mayor potencial citotéxico (17). No
obstante, hoy en dia se reconoce a los neutréfilos como actores clave en la enfermedad,
desempefiando un rol activo en la respuesta inflamatoria mediante la regulacion de

otras células del sistema inmune (18,19).

Esta regulacidén estd mediada, en primer lugar, por la secrecidon de una amplia
gama de quimiocinas y citocinas que regulan la funcién de casi todas las demas células
inmunitarias. Por otro lado, existe un aumento de la expresién de receptores de la
membrana plasmatica, como los antigenos MHC-Il, que permiten a los neutrofilos
presentar antigenos a las células T (18,19). En comparacion con los individuos sanos, los
neutréfilos de los pacientes con AR tienen una funcionalidad significativamente

diferente, incluyendo una mayor la capacidad migratoria y de supervivencia celular,
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mayor actividad inflamatoria, un incremento en los procesos de estrés oxidativo; asi
como en la liberacion/formacién de las NETs (18). En comparacién con los neutrofilos
de individuos sanos, en los pacientes con artritis se han identificado notables diferencias
en la expresidn de genes y proteinas, como niveles mas elevados de TNF-a y proteinasa
3(PR3) (19). En modelos experimentales de AR se ha probado como la inhibicién
funcional o la deplecidén de los neutrdéfilos consigue reducir de manera significativa la

inflamacién y el dafo éseo (50).

Los neutréfilos en la AR expresan diversos receptores de quimiocinas y liberan
altos niveles de varios mediadores inflamatorios como el TNF-q, IL-8, IL-6, IL-1PB, IL-1783,
IL-20, IL-22, leucotrienos B4 (LTB4) y la proteina recombinante CXCL5. Expresan ademads
proteinas antiapoptdticas (Mcl-1, G-CSF, el factor estimulante de colonias de
macréfagos (GM-CSF), interferén-gamma (IFN-y) e IL-15), que actian aumentando la
capacidad migratoria de los neutrdfilos a la sinovial y prolongando la supervivencia
celular dentro de la articulacién hasta varios dias (19,51). Del mismo modo que los
macroéfagos y que las células dendriticas, los neutrofilos también pueden actuar como
células presentadoras de antigenos ante las células T al expresar moléculas MHC-II.
Ademas, la activacidon del TNF-a puede inducir a la expresion de BLyS, que regula varias
caracteristicas de la fisiologia de los linfocitos B, sugiriendo que puede ser un actor
importante en el desarrollo de la AR. Se ha hipotetizado que la liberacidon de BLyS por

parte de los neutroéfilos puede conducir a la autoinmunidad de células B en la AR(52) .

Tanto en el pannus como en el liquido sinovial de la articulacion sinovial de los
pacientes con AR se encuentran grandes cantidades de neutréfilos activados. Su
supervivencia esta aumentada debido a las condiciones presentes en estas

articulaciones, como la hipoxia y presencia de citocinas y autoanticuerpos. Un trabajo
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de N. Barbarroja y colaboradores publicado en el afio 2014 mostré como los ACPAs
podian actuar como inductores directos del estado inflamatorio y oxidativo en los
neutrdfilos circulantes, lo cual se demuestra por los niveles aumentados de ROS vy la

sobreexpresion de citocinas proinflamatorias (Mcl-1, IL-8 e IL-23) (53).

Asi mismo, la formacidn de NETs se ve inducida por accion de las citocinas y los
autoanticuerpos. Las NETs contienen numerosas enzimas de los neutréfilos, como la
MPO, NE o la NADPH oxidasa, proteinas con modificaciones postraduccionales, como la
citrulinacion, y proteinas peptidil arginasa deiminasa (PAD), que representan una fuente
de generacion de nuevos autoanticuerpos que activaran a los linfocitos B para producir
autoanticuerpos adicionales. Ademas, las NETs pueden inducir la expresién de IL-8 e IL-
6 en los fibroblastos sinoviales (FLS). Los FLS activados en las articulaciones de AR
también aumentaran la expresion de IL-8. Estas citocinas, a su vez, pueden inducir la
infiltracion de mas neutréfilos en la sinovial y mayor formaciéon de NETs, promoviendo

asi el dafo 6seo(54).

Los neutrofilos secretan ligando de RANK (RANKL), que estd implicado en la
activacion de los osteoclastos (17). En el liquido sinovial de los pacientes con AR se
encuentran en grandes concentraciones las proteinas de los granulos de los neutréfilos.
Estas proteinas pueden ser responsables del dafio que se produce en al cartilago y en el
tejido, de la activacion de citocinas y receptores solubles, asi como de la inhibicidn de la
proliferacién de condrocitos y de la proliferacion e invasién de sinoviocitos. Es
importante destacar que estas proteinas pueden actuar sinérgicamente para perpetuar

la inflamacion y el dafio en la articulacion en la AR (19).

Los neutrdfilos activados también secretan calprotectina(S100A9/S100A8), una

proteina con un papel importante en la cascada inflamatoria como desencadenante de
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la quimiotaxis, migracidon de fagocitos y la modulacién de diversas funciones de los
macroéfagos. La calprotectina actua como un factor proinflamatorio de la respuesta
inmunitaria, al comportarse como un DAMP enddgeno a través de la activacion de TLR4,

pudiendo inducir por esta via también la formacién de NETs (55).

Calprotectina

La calprotectina (S100A9/S100A8) es una proteina perteneciente a la familia de
proteinas S100, con una funcién especifica vinculada a la inmunidad innata. Esta
proteina se expresa principalmente en los neutrdéfilos, monocitos y macroéfagos,
representado aproximadamente el 40% de las proteinas del citosol de estas células.
Ademads, bajo estimulos especificos, |la calprotectina puede ser expresada en otras lineas

celulares, como los osteoclastos y los queratinocitos (56—58).

Desde su descubrimiento hace madas de tres décadas, la calprotectina
(S100A9/S100A8) ha sido conocida por varios nombres, incluyendo proteina L1 (59),
antigeno asociado a la fibrosis quistica (CFA)(60), calgranulinas Ay B (61), S-100a vy b

(62) o proteina mieloide relacionada 8 y 14 (MRP 8/14)(58).

En otras areas de la medicina, como la gastroenterologia, es reconocida como
un biomarcador establecido, siendo utilizada su determinacién en heces como marcador

de actividad de las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) (63-67).

En los ultimos afos el interés en esta proteina como marcador de actividad y
dafio en enfermedades reumaticas ha aumentado de manera significativa. Se ha
investigado como un importante factor proinflamatorio de la respuesta inmunitaria

innata. Especificamente en la AR, la calprotectina parece tener un rol crucial en la
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cascada inflamatoria, actuando como desencadenante de la migracidon de fagocitos,

guimiotaxis, y como modulador de diversas funciones de los macréfagos (68—70).

Estructura molecular de la calprotectina

La calprotectina es una molécula heterodimérica de 36,5 kDa compuesta por
dos cadenas pesadas y una ligera unidas de forma no covalente con calcio y zinc (71).
Consta de dos subunidades, S100A8 y S100A9, de 8,3 kDa y 13,3 kDa, respectivamente
(72). La S100A8 es la subunidad activa, mientras que la S100A9 actiia como subunidad
reguladora, impidiendo la degradacion temprana de S100A8. Esta proteina se encuentra
principalmente en forma de heterodimeros (S100A9-S100A8) o tetrameros (S100A9-
S100A8)2, unidos de forma dependiente del calcio (73). Su estructura de mano-EF estd
compuesta por dos a-hélices que flanquean un bucle central de unidn al calcio, dando

lugar a los cldsicos dominios hélice-bucle-hélice (74).

El gen que codifica las subunidades de la calprotectina se localiza en el grupo

de genes del cromosoma humano 1q12-1q21 (75,76).

Funciones de la calprotectina

La calprotectina desempefia diversas funciones, tanto intracelulares como

extracelulares.

A nivel intracelular, interactia con los componentes del citoesqueleto, como
los microtubulos, los filamentos de actina, la vimentina y la queratina, de forma
dependiente del calcio, y se reorganiza en tetrameros bajo altas concentraciones de
calcio. Esta reestructuracion le permite su translocacién a la membrana celular y la

polimerizacién de la tubulina. Este proceso esta regulado por la fosforilacion de la
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treonina en la posicién 113 de la S100A9, mediada por las proteinas quinasas activadas

por mitégenos p38 (p38 MAPK)(77)(figura 2).
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Figura 2 Funcion de la calprotectina. Representacion grdfica de las diferentes funciones intra y extracelulares de la
calprotectina. Las funciones intracelulares se muestran en azul y las extracelulares en verde. Calprotectina Las
funciones intracelulares incluyen la migracion celular del citoesqueleto y la homeostasis del calcio. Las funciones
extracelulares incluyen la activacion de las células endoteliales, promoviendo la adhesidn de los fagocitos al endotelio
vascular y la formacion de trombos. También aumenta la quimiotaxis y la activacion de los polimorfonucleares (PMR).
Por ultimo, la calprotectina ejerce una fuerte accion antimicrobiana contra una variedad de patdgenos bacterianos y
fungicos. Creado con BioRender. (55)

A nivel extracelular, la calprotectina tiene funcién autocrina y paracrina, y
desempeiia un papel central en la promocién de la adhesién de los fagocitos con el

endotelio vascular y la formacién de trombos (78,79). Los complejos extracelulares de
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calprotectina interactian con las células endoteliales uniéndose al heparan sulfato,
especificamente, a los glucanos carboxilados, regulando al alza los receptores de
integrina de los leucocitos. Esto activa las células endoteliales haciendo que expresen
un perfil de citocinas proinflamatorias, como IL-1, IL-8 o la proteina quimioatrayente de
monocitos 1(MCP-1). Ademds, genera un bucle de retroalimentacion positiva,
aumentando la quimiotaxis y la activacion de los polimorfonucleares (PMN), principal
fuente de calprotectina (80). Cabe destacar que la interaccion de la calprotectina con el
endotelio no activado inhibe su secrecion, lo que significa que la calprotectina sélo se

libera en los lugares de inflamacion por los fagocitos activados.

La calprotectina se libera a compartimentos extracelulares a través de diversas
vias de activacidn, incluyendo una via candnica, una secrecién no cldsica y una liberacion
asociada a las NETs (73,81). Ademas, la calprotectina puede ser secretada de forma

pasiva por las células apoptéticas (80) (Figura 2).

La calprotectina ejerce una fuerte accién antimicrobiana al reconocer proteinas
relacionadas con las bacterias, como los lipopolisacéaridos (LPS), y regulando al alza la
produccidn de citocinas de perfil proinflamatorio, como el TNF-a, la IL-1B o IL-12 a nivel
local (82,83). Se reconoce como un DAMP enddgeno y se une al receptor TLR4 y a RAGE,
amplificando la respuesta inmunitaria innata e induciendo el reclutamiento de mas PMN
a los tejidos inflamados (84). La actividad antibacteriana de la calprotectina se debe al
secuestro de metales de transicién por quelacién de magnesio y zinc (85). La fagocitosis
de las bacterias por los macréfagos conduce a una disminucién de la captacidn de zincy
un aumento su salida desde el citoplasma, ademads de la salida de magnesio y hierro

desde el fagosoma mediante los transportadores de la familia de proteinas de
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macroéfagos asociadas a la resistencia natural (NRAMP, por sus siglas en inglés “Natural-

resistance-associated macrophage protein”) (86).

La calprotectina también activa las vias de sefializacion dependientes de MyD88
y de la proteina adaptadora inductora de IFN B (TRIF); también conocida como TICAM1,
qgue contiene el dominio TIR, dando lugar a la transcripcion de genes mediada por factor
nuclear kB (NF-kB) y por el factor regulador del interferén (IRF). La EMMPRIN, una
glicoproteina transmembrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas, también es
capaz de unirse a la subunidad S100A9. Sin embargo, aun no se ha descrito su funcién

bioldgica (87).

En resumen, la calprotectina desempefia un papel crucial en la respuesta
inmunitaria y la inflamacidn, tanto a nivel intracelular como extracelular, contribuyendo

a la regulacién de la respuesta inflamatoria y la defensa antimicrobiana.

Calprotectina en la salud y en la enfermedad
En individuos sanos, los niveles de calprotectina en sangre y en heces son
minimos, en comparacién con aquellos que padecen enfermedades inflamatorias (88—

91). Los niveles de calprotectina no se ven afectados por la edad ni el sexo(92).

Se han encontrado niveles mas elevados de calprotectina en pacientes con
enfermedades inmunomediadas, como la Ell (93) o diabetes de tipo 2 (94). En la Ell, la
calprotectina fecal ha demostrado ser un indicador sensible de la actividad inflamatoria
y se utiliza tanto para el diagndstico como para el seguimiento de los pacientes en la
practica clinica habitual (95). Ademas, se ha visto como esta proteina estd mas elevada
en pacientes con enfermedades infecciosas o sepsis(96), siendo un biomarcador que
podria ser incluso superior a la procalcitonina en pacientes con infecciones
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respiratorias(97). Recientemente se ha descrito un nuevo trastorno inflamatorio,

caracterizado por infecciones recurrentes, hepatoesplenomegalia, anemia, vasculitis

cutanea y evidencia de inflamacidon sistémica. En estos pacientes se ha descrito la

presencia de hiperzincemia con hipercalprotectinemia (98). La calprotectina también ha

demostrado ser un prometedor biomarcador de actividad inflamatoria en pacientes con

enfermedades inmunomediadas desencadenadas por el uso de inhibidores de check

point (99).

En pacientes con enfermedades reumaticas inflamatorias se ha descrito

aumento en los niveles de calprotectina en sangre y en liquido sinovial (Tabla 1).

Enfermedad

Artritis reactiva

Espondilitis anquilosante

Artritis psoridsica

Artritis idiopdtica juvenil sistémica

Enfermedad de Still del adulto

Gota

Lupus eritematoso sistémico

Sindrome de Sjégren primario

Esclerosis sistémica

Principales hallazgos

e La calprotectina se correlaciona con la actividad de la enfermedad
y con la PCR (100).

e Primer biomarcador sensible de mejoria de la enfermedad (100).

e Calprotectina se correlaciona con VGP, EVA dolor, BASDAI, BASFI y
ASDAS (101,102).

o Calprotectina es un marcador independiente de progresion
radiografica (103).

e La calprotectina se encuentra significativamente mas alta en
pacientes con APs que en sanos (104).

o Niveles mas altos de calprotectina en pacientes con afectacién
poliarticular vs. pacientes con enfermedad mono- u oligoarticular
(105).

e Los niveles de calprotectina como marcador de respuesta al
tratamiento con anti-TNF e ilL17 (104).

e Los niveles de calprotectina son sensibles al cambio (106) .

o Calprotectina predice con mayor exactitud el rebrote (107).

e Los niveles de calprotectina son significativamente mas altos que
en pacientes con AR, LES o sujetos sanos (108,109) .

o Niveles de calprotectina elevados en la sinovial, tofo y suero
(110).

o Los niveles de calprotectina se correlacionan con la actividad de la
enfermedad (110).

e Aumento de niveles de calprotectina en pacientes con nefritis
|Upica (111).

e Los niveles de calprotectina se correlacionan con la actividad de la
enfermedad (112).

e Aumento de la calprotectina en sangre periférica en pacientes con
sindrome de Sjogren primario (113,114).

e Aumento de la calprotectina en los pacientes con esclerosis
sistémica (115,116).

e Aumento de los niveles de calprotectina en pacientes con
afectacion cutanea difusa (117).
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o Niveles de calprotectina mas altos que en los controles sanos (118).
Enfermedad de Behget e La calprotectina se correlaciona con la actividad de la enfermedad
yla PCR (118).

Miopatias inflamatorias idiopéticas e Aumento de niveles de calprotectina (119).

e La calprotectina promueve la activacién de los mioblastos (120).

Tabla 1 Calprotectina en enfermedades reumdticas. Esta tabla resume los principales resultados de los niveles de calprotectina
y las enfermedades reumdticas distintas de la AR. PGA: evaluacidn global del paciente; EVA del dolor: escala analdgica visual
del dolor; BASDAI: indice de actividad de la enfermedad de la EA de Bath; BASFI: indice funcional de la espondilitis anquilosante
de Bath; ASDAS: puntuacion de la actividad de la enfermedad de la espondilitis anquilosante; APs: Artritis psoridsica,; anti-
TNF-A: inhibidores del TNF-a; ilL17: inhibidor de la interleucina 17.

Calprotectina en la artritis reumatoide

En los pacientes con AR existe una persistente activaciéon del sistema
inmunitario innato (121). La activacién inapropiada de los PMN en los pacientes con AR,
en particular de los neutréfilos, desencadena la produccién de varios factores
proinflamatorios, incluidos la calprotectina. Esta proteina se expresa en grandes
cantidades en la sinovial reumatoide y se ha sugerido que puede tener un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad (122,123). El sitio de maxima destruccién
articular en la AR es en la union entre el cartilago y el pannus sinovial. Es a este nivel

donde se observa una mayor expresion de la calprotectina (124).

En la AR, los altos niveles de calprotectina pueden tener varios efectos en las
diferentes células presentes en las articulaciones. Por un lado, la calprotectina
promueve la produccion de marcadores inflamatorios por parte de los fagocitos. Esta
activacion de la calprotectina converge en multiples vias que aumentan la produccién
de citocinas proinflamatorias, como el TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12/23 e IL-18, todas ellas
conocidas por su relevancia fisiopatoldgica y clinica en la AR (72,125). Por otro lado, la
calprotectina aumenta la expresion de moléculas de adhesién y promueve la migraciéon
de los fagocitos hacia las articulaciones afectadas, contribuyendo a un aumento de la

inflamacién articular (125).
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En pacientes con AR se ha encontrado que los antigenos de calprotectina estan
ubicados en el cartilago sinovial, lo que sugiere un papel crucial en la destruccion del
cartilago y las erosiones déseas subcondrales tipicas de la AR (124). La calprotectina
induce la degradacion de los proteoglicanos y la apoptosis de los condrocitos. Ademas,
estimula la produccién de éxido nitrico que, junto con la activacion de los condrocitos a
través de la via NF-kB, promueve la liberacion de mas factores inflamatorios
contribuyendo asi a la destruccion del cartilago articular y a la inflamacion. La
calprotectina también puede activar directamente las células endoteliales, induciendo
la expresion de moléculas de adhesion y amentando la permeabilidad vascular. Ademas,
puede incrementar la actividad de los osteoclastos, contribuyendo asi a la erosion 6sea

observada en los pacientes con AR.

Modelos de artritis en ratones demuestran que la sobreexpresion de IL-17 y
TNF-a aumenta de manera significativa la regulacion al alza de la calprotectina, lo que
resulta en la aparicidn de erosién dsea. Por el contrario, el déficit de calprotectina en
ratones parece proteger contra el efecto de IL-17/TNF-a en el cartilago (126). Los niveles
de calprotectina en pacientes con AR estan asociados independientemente con la
gravedad del dafio articular y la progresiéon de la enfermedad a largo plazo (26,88,127).
Ademas, se ha encontrado una correlacidn significativa entre los niveles de calprotectina
y el edema dseo observado por resonancia magnética de las articulaciones afectas, lo

gue respalda su papel como biomarcador de actividad de la enfermedad (128).

La calprotectina se libera de los leucocitos activados, lo que provoca un
aumento de las concentraciones en sangre periférica(129,130). Aunque inicialmente se
midid su concentracidn en suero y en plasma mediante técnicas de ensayo

inmunoenzimatico (ELISA), desde la década de 1990 se ha preferido el uso de acido
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etilendiaminotetraacético (EDTA)-plasma para esta medicidn. El EDTA tendria un efecto
estabilizador sobre los niveles de calprotectina en comparacién con otros
anticoagulantes o en el suero, posiblemente debido a la inhibicién de un trasporte
dependiente del calcio a través de la membrana celular (131). EI EDTA se une a los iones
de calcio necesarios para la coagulacidn, inhibiendo asi el proceso de la coagulacion del
plasma. Este proceso implicaria la activacidn de las plaquetas a través del TLR4, lo que
induciria la unidn de las plaquetas a los neutréfilos, activandolos e induciendo la
liberacidn de calprotectina de estos ultimos. En contraste con el EDTA-plasma, el suero
tiene calcio libre disponible. En presencia de calcio, se generan dimeros y oligdmeros de
calprotectina, lo que provoca alteraciones significativas en la estructura de Ia
proteina(132). En un ensayo ELISA tipo sandwich, puede haber mas epitopos antigénicos
por anticuerpo en la cubierta disponibles para la reaccidn con el anticuerpo conjugado
con el enzima cuando la calprotectina estd presente en dimeros u oligdmeros, y esto

puede causar un aumento de los niveles séricos de calprotectina (133).

Calprotectina como biomarcador de artritis reumatoide

En comparacién con personas sanas, los pacientes con AR presentan niveles
significativamente mas elevados de calprotectina en suero, plasmay en liquido sinovial
(129,130). Ademas, un estudio protedmico revelé que las proteinas S100A8, S100A9 y
S100A12 estan notablemente elevadas en el liquido sinovial de pacientes con AR (134).
Estos hallazgos son respaldados por la evidencia adicional, que muestra que la
calprotectina, y otras proteinas de la familia S100, estan reguladas al alza en el suero de
los pacientes con AR, con expresiones hasta diez veces mas altas en comparacion con
pacientes con artrosis. De hecho, la calprotectina se destacd como uno de los

biomarcadores mas prometedores para la AR (135). Se ha observado una correlacién
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entre los niveles de calprotectina y el FR, siendo mds elevados en pacientes
seropositivos en comparacion con los seronegativos. La correlacién con los titulos de

ACPA auln no se ha aclarado (22,23,26,136-142).

La calprotectina también se ha vinculado con comorbilidades relevantes en la
AR, como la enfermedad cardiovascular. Se ha encontrado que niveles elevados de
calprotectina estan asociados con la formacién temprana de placas de ateroma y el

desarrollo acelerado de ateroesclerosis (143).

Calprotectina como biomarcador de actividad en la artritis reumatoide.

Son varios los estudios que demuestran una fuerte correlacién entre los niveles
en sangre periférica de calprotectina y varios indices de actividad de la enfermedad
como el recuento articular del nimero de articulaciones inflamadas (NAl), la valoracién
global del paciente (VGP), el DAS28, el CDAI (“clinical disease activity index”) o el SDAI
en comparacion con los RFA cldsicos PCRy VSG (23,138,139,144). Esta relacion destaca
especialmente en los pacientes tratados FAMEs que modifican los RFA, como los anti-
rll-6, donde se produce una reduccidn notable de los niveles de PCR, que muchas veces
es independiente de la actividad inflamatoria de la enfermedad (12,144). Tanto en
pacientes con reciente diagndstico (92,127) como en pacientes con enfermedad
establecida (23), se ha observado que existe una asociacién significativa entre niveles

de calprotectina y pardmetros de actividad(88-91,145,146).

En casos de remisidn clinica, es comun que los niveles de PCR y VSG se
encuentren dentro de los rangos normales, aunque pueda persistir cierta actividad
inflamatoria, especialmente en pacientes tratados con FAMEb o JAKi. En cambio, se ha

visto como los niveles de calprotectina son significativamente mas bajos en pacientes
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en remision completa (sin articulaciones inflamadas) en comparacién con aquellos en
los que existe alguna actividad inflamatoria residual (al menos una articulacion
inflamada), lo que respalda la hipétesis de que los niveles de calprotectina reflejarian la
inflamacién local, mds que una respuesta inflamatoria sistémica (22,136,141). Estudios
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion destacan la capacidad de la
calprotectina para estratificar con mayor precisidon que los RFA clasicos la actividad de
la enfermedad en pacientes en remisidon o con baja actividad de la enfermedad que
reciben tratamiento con farmacos inhibidores del TNF-a (anti-TNF) (24) o tocilizumab
(144). La calprotectina puede diferenciar entre pacientes sin inflamacién de aquellos con
al menos una articulacién inflamada, a diferencia de la PCR y la VSG. Los niveles séricos
de calprotectina, a su vez, se mantienen independientes de los niveles séricos de FAMEb

(144). Estos resultados han sido replicados en una gran cohorte independiente (147).

Calprotectina y reactivacién de la enfermedad

La calprotectina también ha demostrado ser util en la prediccion de la
reactivacion de la enfermedad en pacientes con AR que se encuentran en remision o
con baja actividad de la enfermedad. Estudios prospectivos han encontrado que los
niveles de calprotectina podrian ser capaces de predecir de manera sdlida e
independiente la recaida de la enfermedad en pacientes con bajos niveles de actividad

de la enfermedad durante el tratamiento con anti-TNF(148).

Esto es especialmente interesante a la hora de considerar el riesgo de recaida
en los pacientes antes de disminuir la dosis de la terapia dirigida. Los estudios
prospectivos DRESS y BIO-TOP (149) evaluaron la utilidad de la calprotectina para

predecir las recaidas en pacientes con AR que estan reduciendo la dosis de bioldgico. En
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estos trabajos no se encontrd que la calprotectina tuviera un valor afladido sobre otros
factores clinicos. Por el contrario, el analisis de otros dos estudios de reduccion de dosis
(estudio IMPROVED y estudio RETRO) mostraron que la concentracién de calprotectina
en pacientes con AR en aparente remision con FAMEs eran mas altos en los pacientes

gue presentaron una recaida al reducir o suspender los tratamientos (150).

Calprotectina y sinovitis ecografica

La ecografia musculoesquelética es una técnica diagndstica no invasiva
ampliamente utilizada en Reumatologia para la valoracion de la patologia articular
inflamatoria con un alto grado de sensibilidad para detectar sinovitis, mayor que la
exploracion fisica (151). Varios estudios ponen de manifiesto como los niveles en sangre
de calprotectina se asocian con la actividad inflamatoria medida por ecografia, tanto con
la hipertrofia sinovial (HS) como con la actividad power Doppler (PD) (146,152-154) . Un
estudio realizado por nuestro grupo puso de manifiesto como en pacientes con AR y
artritis psoridsica en remisidn o baja actividad, pero con actividad ecografica con sefial
PD, tenian niveles significativamente mas altos de calprotectina sérica que aquellos sin
actividad medida por ecografia. Ademads, se describi6 como la calprotectina se
correlacionaba mejor con la actividad ecografica (medida como seial PD, HS y
puntuacion ecografica total) en comparacion con la PCR o la VSG(28). De estos datos se
pudo concluir que la calprotectina en sangre periférica y la actividad medida por
ecografia, sobre todo la sefial PD, identifican la sinovitis activa en pacientes con
artropatias inflamatorias, incluso en aquellos con niveles bajos de actividad de la

enfermedad.
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Calprotectina y respuesta al tratamiento.

Predecir la respuesta individual al tratamiento constituye un verdadero desafio
clinico en la AR. Estudios recientes y ensayos clinicos post hoc han destacado la
importancia de la calprotectina para predecir la respuesta, especialmente a FAMEDb, en

pacientes con AR (92).

En pacientes tratados con FAMEsc, los resultados son adn inciertos, aunque se
ha descrito que existen disminuciones en los niveles séricos de calprotectina, pero no
de la PCR, asociadas con mejoras en el NAI con el tiempo. Los pacientes que alcanzan la
remision presentan una notable reduccién de la calprotectina, y los respondedores
experimentan una rdpida disminucion en la concentracién sérica después del
tratamiento, a diferencia de los no respondedores(139). En la AR temprana, un andlisis
post hoc de la cohorte prospectiva ESPOIR se ha observado que los pacientes
respondedores presentan niveles basales mas elevados de calprotectina que los no

respondedores (155).

En lo que respecta a los pacientes que reciben terapia bioldgica, se ha descrito
gue los respondedores presentaban niveles basales de calprotectina mds elevados que
los no respondedores. Incluso un estudio llegd a desarrollar un algoritmo de tratamiento
basado en una puntuacién de prediccion utilizando calprotectina, sugiriendo su
potencial en el tratamiento personalizado de la AR (27,156). La asociacion entre los
niveles de calprotectina al inicio del tratamiento y la supervivencia de la terapia biolégica
también ha sido documentada(157). Aunque algunos estudios no han encontrado que
los niveles basales de calprotectina predigan la respuesta al tratamiento después de 6
meses, si han observado una disminucién significativa en los niveles séricos en los

respondedores (139,156,158).
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En conjunto, estos datos sugieren que la calprotectina podria ser util a la hora
de monitorizar la actividad de la AR y predecir la respuesta a los FAMEb. Aunque aun
faltan datos sobre pacientes que reciben FAMEsc, se necesitan ensayos aleatorios para
definir mejor el papel de la calprotectina como predictor de la respuesta al tratamiento.
No obstante, existe un claro potencial para la calprotectina en el seguimiento de los

pacientes con AR.

Trampas extracelulares de neutrofilos (NETs)

La formacién de NETs representa un mecanismo de accién de los neutrdfilos,
descrito por primera vez en el afio 2004 (41). Las NETs son estructuras extracelulares
con forma de red que estdn compuestas por contenido nuclear y granular de los
neutréfilos. Tienen funcién defensiva y ademas participan en la regulacion de la

respuesta del sistema inmunitario(159).

Estas estructuras se producen en zonas inflamatorias, en respuesta a diferentes
estimulos como microorganismos, citocinas, inmunocomplejos o plaquetas (160).
Durante la formacién de las NETs, los neutréfilos realizan un desembalaje de su
citoesqueleto, una remodelacién de la cromatina y la citrulinacion de sus histonas por
la accion de las proteasas. La cromatina remodelada se une posteriormente a las
histonas citrulinadas y a las proteinas granulares de los neutréfilos como la EN, MPO y
la calprotectina; y es expulsada al medio extracelular en forma de red. Estas redes

pueden atrapar, inmovilizar, inactivar y matar microorganismos (figura 3).
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No existe consenso sobre los mecanismos por los cuales se generan las NETs en

finalizada su accion (29).

lugar de activarse otro mecanismo de accion por parte de los neutréfilos. Tampoco se
conocen cuales son los acontecimientos que llevan a su formacién (17). Las NETSs tienen

una vida media corta y son degradadas por accién de las DNasas locales una vez

El término NETosis hace referencia al proceso de formacion de las NETs. Se han

descrito al menos 2 mecanismos por los que se forman (161) (figura 4).
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Figura 4: Tipos de NETosis. EN: elastasa de neutrdfilos. MPO: mieloperoxidasa. PAD: peptidil arginasa deiminasa.
Figura creada con Biorender (42)

Uno de los mecanismos de formacion de NETs es la NETosis NOX2 dependiente,
también conocida como NETosis suicida. Esta implica la activacion de NOX2 y la
liberacién de ROS dentro del fagosoma. Este proceso incrementa la permeabilidad de la
membrana intracelular. La NADPH oxidasa estimula la MPO, que a su vez induce la
reubicacion de la EN al nucleo, donde se procesan y degradan histonas. Esto conduce a
la descondensacién de la cromatina y a la liberacidn de NETs hacia el medio extracelular
(162). La NETosis suicida resulta en la muerte del neutrdfilo, siendo un tipo de muerte
celular distinto a la apoptosis y a la necrosis. Se trata de un tipo de muerte celular
programada desencadenada en respuesta a infecciones o inflamacién. Es un proceso
fisiolégico, que resulta en la desintegracidn del nucleo celular, la descondensacion de la
cromatina y la formacidn de una red de fibras liberadas al medio extracelular. Por su
parte, la necrosis es un tipo de muerte celular no programada, tipicamente asociada con
daifo celular externo. Este proceso es patolégico y conduce a la desintegracién de la

membrana nuclear, edema celular y liberacidn de contenido intracelular. Por ultimo, la

60



apoptosis es otra forma de muerte celular programada que puede ser tanto fisioldgica
como patoldgica. Se desencadena en respuesta a sefiales internas o externas y se
caracteriza por la condensacion del nucleo, fragmentacion del ADN y la formacién de
cuerpos apoptéticos que son fagocitados por otras células. A diferencia de la NETosis y

la necrosis, la apoptosis no desencadena una reaccién inflamatoria (163,164).

El otro tipo de NETosis es la independiente de NOX2. En este proceso, la
formacién de NETs no depende de la liberacién de ROS por la NOX2. En cambio, las ROS
mitocondriales se combinan con un aumento en los niveles de calcio intracelular para
activar enzimas como las PAD (por ejemplo, la PAD4), lo que resulta en la
hipercitrulinacién de las histonas, la descondensacion de la cromatina y la posterior

liberacién de NETs (29).

Diversas proteinas y sustancias proinflamatorias inducen la liberacién de NETSs,
como la IL-8, LPS, dxido nitrico o TNF-a (29). Se ha descrito que en funcién del estimulo

dependera el tipo de NETosis y la funcion de las NETs (50).

Una vez ha concluido el proceso inflamatorio, las NETs son eliminadas del
medio extracelular mediante las células fagociticas, la secrecién de factores
antiinflamatorios, y la actividad de DNasas locales. Es particularmente relevante el papel
de las DNasa I, que se encuentran en los lisosomas de los fagocitos y tienen capacidad
de degradar el ADN presente en las NETs. Se ha observado como la deficiencia de DNasas
se relaciona con la acumulacion de las NETs en los tejidos (165). La acumulacién de las
NETs del medio extracelular debido a su falta de eliminacién podria contribuir a la
cronicidad de la inflamacién y la perpetuacion de la enfermedad(165). En consecuencia,

un adecuado equilibrio entre la formacion y eliminacion de las NETs es fundamental para
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mantener la homeostasis del sistema inmunitario y prevenir la cronicidad de la

inflamacion.

Las NETs también tiene efectos antiinflamatorios. Por ejemplo, las NETs
agregadas pueden formar una malla estable que degrada las citocinas utilizando las
proteasas de estas estructuras; esto favorece la resoluciéon de la inflamacién impulsada

por neutrofilos(166) .

NETs y autoinmunidad

En los ultimos afios se ha corroborado el importante papel de las células del
sistema inmune innato en las enfermedades reumaticas autoinmunes. En concreto, los
neutrofilos han cobrado especial protagonismo (167,168). En la actualidad la formacion
de NETs como estado de activacion de los neutréfilos asociado a la autoinmunidad es

un tema de especial interés (159).

Las NETs no son sdlo un mecanismo de defensa que tienen los neutrdfilos.
Presentan una importante funcidn en la regulacion de la respuesta del sistema inmune
y tienen un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis del organismo (41). Un
desequilibro en la formacion y la eliminacion de las NETs daria lugar a una activacion
inadecuada de las células inmunitarias que podrian tener resultados negativos y
favorecer el desarrollo de diferentes enfermedades autoinmunes sistémicas. Las NETs
transportan proteinas inmunoestimuladoras que pueden activar otras células del
sistema inmune y promover la activacién de vias de sefializacion importantes para la

respuesta inmunitaria (160).

Las moléculas liberadas por los neutroéfilos incluyen proteinas que son dianas

conocidas del sistema inmune. Se ha descrito la presencia de proteinas citrulinadas en
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las NETs, que tendrian una actividad patogénica directa sobre las células diana vy
mayores niveles de inmunogenicidad en comparacion con sus versiones no modificadas.
También se han encontrado las histonas metiladas, acetiladas y carbamiladas (46,169).
Ademas, las NETs contienen el ADN de doble cadena (ADNdc); o proteinas como la PR3,
EN o la MPO (29), todas ellas dianas que son autoantigenos conocidos de diferentes
enfermedades autoinmunes. Esto sugiere que las NETs podrian estar asociadas con la
patogenia y la generacién de autoantigenos que pueden promover respuestas

autoinmunes en huéspedes predispuestos.

Las proteinas de las NETs pueden provocar la liberacién de citocinas
proinflamatorias, como la IL-1 o la IL-8 ,al estimular la activacidn del inflamasoma NLRP3
en los macrofagos. Esto provocaria al mismo tiempo una mayor activacion de neutréfilos
y causaria una mayor generacion de NETs. Las células dendriticas plasmocitoides
también pueden ser activadas por las NETs. Los péptidos presentes en estas redes hacen
que las células dendriticas produzcan IFN-1 y puedan desencadenar la liberacién de
citocinas proinflamatorias, como el TNF-a y la IL-6 (170,171). Se ha sugerido incluso que
las NETs pueden promover la polarizacion de los linfocitos T a un fenotipo
proinflamatorio contribuyendo a inducir la respuesta inflamatoria sistémica (165). Las
proteinas unidas a las NETs, como las MMP y las histonas, dafian las células endoteliales
y favorecen la vasculopatia. Ademas, favorecen la trombosis al promover la expresion
del factor tisular, que activa las plaquetas y los factores de coagulacién. Los
autoanticuerpos, los complejos inmunes, los autoantigenos, los factores de activacion

del complemento y las citocinas pueden activar neutroéfilos e inducir NETosis (figura 5).
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Figura 5 Relacion entre NETs y autoinmunidad. Las NETs transportan proteinas inmunoestimuladoras que

pueden activar otras células inmunitarias (macrdfagos, células dendriticas, linfocitos), ademds contienen
autoantigenos que pueden desencadenar respuestas autoinmunes mediadas por autoanticuerpos. Ademds, las
proteinas unidas a NET pueden dafiar las células endoteliales y promover la trombosis. Los autoanticuerpos, los
complejos inmunes, los autoantigenos, los factores de activacion del complemento y las citocinas pueden activar

neutrdfilos e inducir NETosis. Figura creada con Biorender. (42)

NETs en las enfermedades reumaticas autoinmunes
La formaciéon incrementada de NETs se ha asociado con varias enfermedades
reumaticas autoinmunes. Ademads de con la AR, se ha vinculado con enfermedades

como el lupus eritematoso sistémico, las miopatias inflamatorias, las vasculitis asociadas
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a anticuerpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA) o el sindrome antifosfolipidico. Asi
mismo, las NETs se han vinculado con la formacién de trombos caracteristica de los

pacientes con enfermedad inflamatoria crénica (172) (tabla 2).

Enfermedad NETs Principales hallazgos

o Papel directo en el dafio tisular (46).
e Presencia de NETs en piel y glomérulos (29)
. e Proteinas de las NETs se correlacionan con la
Lflpllls t::rltematoso Formacion y eliminacion de NETs actividad de la enfermedad.
sistémico desregulada (173). e Alteracion en actividad de DNasas (174,175). La
degradacion de NETSs se considera que marca un
paso temprano en la patogenia. Factor clave en
la ruptura de la tolerancia inmunitaria (176).
e Autoanticuerpos contra proteinas de NETs
Vasculitis asociada a Aumento de la formacion de (MPO y PR3) (178).
ANCA NETs (177). o Estimulacién de neutréfilos con ANCA puede

inducir la NETosis (179).

Formacién y eliminacion de NETs o Niveles elevados de NETs circulantes; formacion

Miopatias . . . .
desregulada (probable presencia inducida por anticuerpos especificos de la
inflamatorias . . miositis (181).
de anticuerpos séricos frente . . -
inmunomediadas e Niveles de NETs asociados con actividad de la
(180)). miopatia (181,182).
Neutroéfilos inflamatorios
Sindrome favoreciendo  formacién de ©® Dafovascular debido a NETSs; inhibicion de
degradacion por anticuerpos de pacientes con
antifosfolipido trombos (172); presencia de NETs 8 P P P

SAF (184).
en circulacién (183).

Tabla 2 NETs y enfermedades autoinmunes sistémicas.

La evidencia actual sugiere que en estas enfermedades una alteracion en la
regulacion de la activacion de los neutrdfilos, el desequilibrio entre la formacién vy
eliminacidon de las NETs, asi como la presencia de los autoantigenos modificados en las
mismas estarian relacionados con su aparicidn en sujetos predispuestos. Estas
estructuras podrian tener un papel patogénico, participando en la induccidon de
respuestas autoinmunes y el dafio a los tejidos durante la actividad de la enfermedad.
Es por este motivo por el que la medicién de los productos derivados de las NETs en
sangre periférica podria tener utilidad. No obstante, aun hacen falta mas estudios al

respecto ya que la evidencia aun es escasa.
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NETs en la artritis reumatoide

El interés por las NETs y la NETosis en la AR ha experimentado un creciente
interés en los Ultimos afios. Se cree que estas estructuras podrian estar implicadas en el
proceso inflamatorio a nivel local en la articulacidn y a nivel sistémico en otros tejidos
(32). Participarian tanto en la iniciacién como en el mantenimiento de la enfermedad
por medio de la exposicién a autoantigenos (32,185,186). Se ha descrito como los
neutroéfilos de pacientes con AR presentan de manera espontanea una mayor formacién

de NETs y que esto estaria correlacionado con los niveles de ACPA (32,33).

En los tejidos de los pacientes con AR existe un ambiente proinflamatorio,
debido a la liberacidn de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B e IFN-y) por parte de
los FLS, los macrdfagos y las células dendriticas. Este ambiente inflamatorio puede
activar los neutrdfilos y promover su migracién hacia las articulaciones inflamadas. En
ellas el ambiente proinflamatorio predispone a la formacion de NETs de manera
exacerbada. Se ha visto como, en comparacion con los neutréfilos de individuos sanos,
los de los de pacientes con AR, presentan una susceptibilidad mayor a la formacién de
NETs. Al estimularlos exponiéndolos a sueros de pacientes con AR se induciria una
mayor formacién de NETs, especialmente cuando se exponen a muestras de pacientes
seropositivos a titulo alto (tanto ACPA como FR), asi como a muestras con niveles

elevados de las citocinas inflamatorias TNF-a e IL-17A (32).

Los ACPA son autoanticuerpos muy especificos de la AR. Van dirigidos frente a
diferentes proteinas que han sufrido modificaciones postraduccionales como Ia

vimentina, las histonas, fibrindgeno o la a-enolasa. Pueden ser de varios subtipos y
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pueden formar inmunocomplejos patogénicos en las articulaciones, favoreciendo la

inflamacién y la erosion ésea (187).

Los neutrdfilos producen enzimas como la PAD4 y son fuente de antigenos
citrulinados. La PAD es la enzima que se encarga de la citrulinacion de las proteinas. En
condiciones patoldgicas, en las que la muerte celular puede desbordar la capacidad
fagocitica, las células necréticas liberan PAD al espacio extracelular, donde las mayores
concentraciones de calcio permiten la citrulinacion de las proteinas situadas fuera de la
célula. La PAD esta relacionado con la patogenia de la enfermedad, ya que, durante el
estado inflamatorio, las células que sufren apoptosis o necrosis liberan proteinas que
son susceptibles del efecto de este enzima(188). Las enzimas PAD pueden detectarse en
la sinovial reumatoide y estan presentes en las NETs en forma activa. En presencia de
calcio, pueden modificar proteinas en el espacio extracelular, ademas de sus dianas
intracelulares, creando asi epitopos adicionales para la generacién de ACPA (160).
Estudios experimentales han mostrado que la citrulinacién de las histonas a través de
PAD4 es un paso fundamental en la descondensacién de la cromatina, necesaria para la

formacion de las NETs (189).

Existe la idea de que la interaccidén entre las NETs y los FLS in vivo tiene
resultados patogénicos. Los FLS presentes en la membrana sinovial reumatoide, pueden
internalizar los productos derivados de las NETSs, incluidas las proteinas citrulinadas, y
mediante un aumento de la expresién de las moléculas MHC-Il, presentan estos
productos a los linfocitos T CD4+, estableciendo un vinculo con la respuesta inmunitaria
adaptativa en la AR (190). Estudios experimentales han objetivado que se desencadenan
respuestas de células T antigeno-especificas al administrar a ratones humanizados FLS

cargados con NETs. Esta respuesta da lugar a la generacién de ACPA y a la aparicidn de
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dafio articular similar al observado en los pacientes con AR (191). Ademas, se ha descrito
como la EN derivada de las NETs puede alterar la estructura del cartilago y promover su
citrulinacion, lo que puede provocar inflamacién sinovial al aumentar su

inmunogenicidad y la produccidn de autoanticuerpos (192).

Otra de las modificaciones postraduccionales que sufren las proteinas y que es
capaz de inducir una respuesta inmune es la carbamilacién (193). En modelos animales
se ha observado como, lainmunizacion con proteinas carbamiladas era capaz de generar
guimiotaxis, activacion de los linfocitos T y generacion de autoanticuerpos dirigidos
frente a estas proteinas (194). En el afio 2011 se describid por primera vez la presencia
de anti-CarP en los pacientes con AR (195). Hoy sabemos que estos anticuerpos se
encuentran en el 25-50% de los pacientes, independientemente de los ACPA o el FRy
gue estdn relacionados con formas mas graves de la enfermedad (196,197). Ademds, se
han relacionado con complicaciones frecuentes de la AR como la enfermedad pulmonar
intersticial (196,197), el riesgo cardiovascular (198) o la osteoporosis (199). Estan
relacionados con la formacién de inmunocomplejos que activan la resorcién ésea por
los osteoclastos, lo que sugiere una relacién causal con el dafio éseo observado en

pacientes con AR (169).

Las NETs se han sugerido como fuente de antigenos carbamilados (200). Un
estudio reciente en ratones HLA-DRB1*04:01 sefialé que la administracién de NETs con
proteinas carbamiladas estimulaba la rapida diferenciacién de monocitos a osteoclastos,
mediada por la sefalizacion del TLR4 y proteinas asociadas a las NETs, incluyendo
histonas y EN. Ademas, se encontrd que las histonas carbamiladas aumentaban el
nimero de osteoclastos y que esto se correlacionaba con la resorcion ésea activa y los

marcadores inflamatorios en el plasma y liquido sinovial. Estos resultados también
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apuntan que las NETs desempefian un papel directo en la erosién ésea asociada a la AR

(193).

Por lo tanto, parece que las NETs representan una importante fuente de
proteinas modificadas que son autoantigenos conocidos del sistema inmune,
particularmente de la AR, que pueden promover respuestas inflamatorias y respuestas

inmunitarias adaptativas patogénicas.

Determinacion de NETs en la AR

La capacidad de detectar NETs en sangre periférica podria suponer un nuevo y
potencial biomarcador complementario para pacientes AR. Sin embargo, hoy en dia no
existe una forma estandarizada para la determinacién de las NETs. Las NETs pueden ser

detectadas en fluidos como la sangre o el esputo (66).

Son estructuras muy dificiles de identificar y medir en sangre debido a que
tienen una vida media corta por accién de las DNasas locales que se encargan de su
degradacion. Para el estudio de las NETs en sangre, se utilizan técnicas de determinacion
indirecta, midiendo los productos derivados de ellas como el ADN libre circulante
(cfADN), o complejos ADN-productos derivados de las NETs como MPO, histonas
citrulinadas (citH3) o la NE (201,202). Habitualmente se utilizan técnicas de ELISA tipo
"sandwich" para su determinacién en sangre periférica, preferiblemente en plasma
(202). Para este método se utilizan anticuerpos especificos para identificar las proteinas
asociadas con las NETs (por ejemplo, CitH3. MPO, EN). La ventaja que suponen los
ensayos de ELISA es que son técnicas practicas para la deteccion de NETs, ya que
permiten el estudio de varias muestras a la vez. Por lo tanto, es una técnica aplicable

para el estudio de grandes cohortes de pacientes (41,170,203,204). Sin embargo, la
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cuantificacién de los restos de las NETs es una técnica indirecta que puede dar lugar a
falsos positivos o negativos, al utilizar diferentes complejos proteicos que pueden no ser
especificos de los productos de la NETosis. Ademas, para que las NETs puedan utilizarse
como herramientas de cribado, son necesarios estudios que normalicen y definan los

niveles normales de los patolégicos.

Valor diagndstico de las determinaciones de NETs en sangre periférica

Existe un aumento en la concentracién en sangre periférica de los productos
derivados de las NETs en los pacientes con AR (31). En los ultimos tiempos, varios
estudios se han centrado en la identificacion de las posibles vias de sefializacion que dan
lugar al aumento de la formacidn de NETs en estos pacientes. Se pretende determinar
si la medicién de los productos derivados de la formacién de NETs es util para el

diagnostico (185).

Estudios in vitro han demostrado como en la AR existe un aumento espontaneo
en la formacién de NETs (30). La determinacién de productos derivados de los NETs en
sangre periférica, como nucleosomas libres o los complejos ADN-EN o ADN-MPO,
muestra un alto valor para el diagndstico de la AR con alta sensibilidad y especificidad
(30,33). Varios estudios experimentales han encontrado que la concentracién en sangre
de productos derivados de las NETs es mas elevada en pacientes con AR en comparacion
con controles sanos (31,33,88,205,206) por lo que se ha sugerido que podrian tener
cierto valor diagnostico complementario en casos donde se sospeche AR ((31) La
concentracion en sangre de anticuerpos dirigidos frente a los NETs parece ser

significativamente mas alto en la AR, especialmente en pacientes con FR positivo (34).
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En consecuencia, la evidencia disponible hasta el momento sugiere que la
deteccion cuantitativa de los productos derivados de las NETs podria ser una

herramienta complementaria util para identificar a los individuos con AR (207).

NETs como marcadores de actividad de la artritis reumatoide.

Varios estudios han evaluado en los ultimos afios si medir los productos
derivados de las NETs en sangre periférica podria ser util como un marcador de actividad
de la enfermedad. Los resultados son contradictorios: algunos trabajos describen
relacidon entre los niveles de NETs y la actividad de la enfermedad (31,200,205,206),

mientras que, en otros, esta asociacion no ha podido ser confirmada (33,208,209).

Varios estudios han analizado los niveles de los productos derivados de las NETs
en sangre periférica y su relacion con la actividad de la enfermedad (31,200,205,206). C.
Pérez-Sanchez y sus colaboradores (31) describieron una fuerte correlacion entre los
complejos derivados de las NETs y la actividad de la enfermedad en pacientes con AR,
evaluada mediante DAS28 y los RFA (tanto VSG como PCR); asi como con marcadores de
estrés oxidativo. Mediante el analisis de curvas caracteristicas operativa del receptor

(ROC), la concentracion de las NETs permitié identificar pacientes con AR activa (31).

Estos resultados positivos se han visto también en pacientes con AR vy
enfermedad periodontal. Existen ciertas evidencias de una conexién entre las NETs, la
enfermedad periodontal y la AR(210), debido a sus caracteristicas patoldgicas
comunes(211). Las NETs, como mecanismo antimicrobiano, podrian desempefiar un
papel en la patogenia de la enfermedad periodontal, tanto gingivitis como en la
periodontitis (212). Se ha descrito que existe una asociacion entre la concentracién de

los remanentes de los NETs en sangre periférica y la gravedad de la enfermedad, no sélo
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de la periodontitis sino también de la AR. Se ha identificado una correlacién positiva
entre los productos derivados de las NETs y la actividad de la AR (200,205). El
tratamiento de la enfermedad periodontal consigue una disminucidn en los niveles de
NETs y de la actividad de la AR, aunque con una relevancia clinica limitada, a pesar de su

significacidn estadistica(200,205).

Sin embargo, existen otros grupos de investigacion que han reportado
resultados negativos. En 2016 MK Fagerhol y sus colaboradores publicaron un innovador
estudio que evalud la utilizacién de un método hibrido de ELISA para medir productos
derivados de las NETs en pacientes con AR y mieloma multiple (208). Aunque sélo
incluyeron 8 pacientes con AR, se encontré una correlacion positiva moderada entre los
niveles de remanentes de las NETs y la PCR, pero no se encontrd relacidn con ningun
otro pardmetro de actividad, ni clinico ni de laboratorio (83). En un estudio transversal
con 74 pacientes con AR y 50 controles sanos que evalud la relacion entre los niveles de
productos derivados de las NETs en suero y diferentes indices de actividad de la
enfermedad, no se observé correlacién con la actividad de la AR (33). Del mismo modo,
en un estudio realizado en poblacién china tampoco encontré asociacion entre los

niveles de NETs y la actividad de la AR (209).

NETS y respuesta al tratamiento en la AR.

También han sido estudiadas las NETs como marcador de respuesta al
tratamiento en pacientes con AR. Uno de los farmacos mas estudiados ha sido el
tocilizumab. En un primer trabajo publicado en el afio 2017 por P. Ruiz-Limén y
colaboradores (213) se valoraron el efecto de este anti-rIL-6 sobre los factores

protrombdticos de la AR, utilizando las NETs como uno de los parametros del estudio.
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El estudio incluyd a 20 pacientes con AR activa a los que se les pautd tratamiento con
tocilizumab. A los 6 meses se encontré mejoria en la actividad de la enfermedad y que
ésta estaba relacionada con una reduccién de los niveles de las NETs. En concordancia
con este resultado, sus estudios in vitro observaron que la exposicion de los neutrdfilos
de los pacientes a tocilizumab conseguia también una disminucién de la formacién de

NETs, confirmando la especificidad de los efectos de esta terapia sobre la NETosis (213).

También se ha estudiado los efetos de los antagonistas del TNF. En un trabajo
realizado ese mismo afo por C. Pérez-Sanchez y sus colaboradores se evaluaron los
efectos de infliximab y tocilizumab en la formacién de las NETs (31). Encontraron que
después de 6 meses de tratamiento se observaba una menor concentracién de
derivados de las NETs en sangre. Esto ademas se asociaba con una reduccion paralela
de la actividad de la enfermedad y de la expresidon de mediadores inflamatorios. Estos
resultados estaban en concordancia con los experimentos in vitro, donde encontraron
que al tratar los neutrdfilos con infliximab o tocilizumab previamente conseguian evitar
el aumento de la extrusidén de fibras de ADN observado al exponer los neutrdfilos a
plasma de pacientes con AR (31). En esta misma linea, se describié en el afio 2020 un
modelo integrativo de valoracion de la enfermedad de acuerdo con cambios en
pardmetros serolégicos relacionados con la inflamacién, la NETosis, el estrés oxidativo y
los microRNA después de tratamiento con anti-TNF. Se vio que los pacientes que
respondian al tratamiento presentaban un descenso en los parametros inflamatorios,

incluida la concentraciéon de las NETs (206).

Por consiguiente, parece que la determinacidn de los remanentes de las NETs
en sangre periférica de los pacientes con AR podria tener un papel importante para

evaluar la respuesta al tratamiento de la enfermedad.
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Hipotesis de trabajo

Los marcadores tradicionales de fase aguda de la respuesta inflamatoria, como
la VSG y la PCR, se utilizan comUnmente para evaluar la actividad de la AR. Son
fundamentales para la aplicacion de las estrategias TTT. Sin embargo, se cuestiona la
capacidad de estos RFA para reflejar con precisién la inflamacidn sinovial en pacientes

tratados con determinadas terapias dirigidas especificas (anti-rlL-6 o JAKi).

Se postula que los marcadores de actividad de los neutrofilos (calprotectina y
NETs) reflejan de forma mds precisa la actividad inflamatoria de los pacientes con AR
tratados con anti-rIL-6 o JAKi, en comparacién a los RFA clasicos (PCR y VSG). Se espera
gue esta investigacidn proporcione informacién importante sobre la utilidad de los
marcadores de activacion neutrofilica en la monitorizacién y tratamiento de los

pacientes con AR en el contexto de las terapias dirigidas especificas.

77



78



Objetivos

79



80



Objetivos

Analizar la asociacion que existe entre los marcadores de activacién neutrofilica
y la actividad inflamatoria de la enfermedad medida por criterios clinicos y ecograficos

en pacientes con AR que reciben tratamiento con anti-riL-6 o JAKi.

Objetivos primarios

A. Analizar la precision de los niveles plasmaticos de calprotectina para valorar el
estado inflamatorio de la enfermedad, segun criterios clinicos utilizando indices
compuestos de actividad en pacientes con AR que reciben tratamiento con anti-
riL-6 o JAKi.

B. Analizar la asociacién de los niveles plasmaticos de calprotectina para discriminar
el estado inflamatorio valorado por ecografia (HS, PD y puntuacién ecogréfica
total) en pacientes con AR que reciben tratamiento con anti-rlL-6 o JAKi.

C. Analizar la precisidn de los niveles de NETs para valorar el estado inflamatorio de
la enfermedad segun valoracién clinica e indices compuestos en pacientes con
AR que reciben tratamiento con anti-rlL-6 o JAKi.

D. Analizar la asociacién de los niveles de NETs para discriminar el estado
inflamatorio valorado por ecografia (HS, PD y puntuacién ecografica total) en

pacientes con AR que reciben tratamiento con anti-rlL-6 o JAKi.

Objetivos secundarios

A. Analizar la utilidad de la PCR ultrasensible (PCRus) y la VSG para discriminar el
estado inflamatorio de la AR en paciente tratados con anti-rlL-6 o JAKi, evaluado
por parametros clinicos y ecograficos.

B. Analizar la relacién entre las NETs circulantes y el tipo de tratamiento con
farmacos dirigidos.

C. Analizar la asociacion entre niveles de NETs y autoanticuerpos en suero (FR, ACPA

y anti-CarP).
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Material, método y resultados

Los articulos incluidos en esta Tesis Doctoral son los siguientes:

Articulo 1

Titulo: Plasma calprotectin as a biomarker of ultrasound synovitis in rheumatoid

arthritis patients receiving IL-6 antagonists or JAK inhibitors.
Revista: Therapeutic Advances in Musculoskeletal Disease 2022

Doi: 10.1177/1759720X221114105

Resumen:

Objetivos: Analizar la precision de la calprotectina plasmatica en pacientes AR
que reciben anti-rlL-6 o JAKis en la deteccidon de sinovitis ecografica y compararla con

los RFA [PCRus y VSG].

Métodos: Se realizd un estudio observacional transversal de pacientes con AR
gue recibian anti-rlL-6 (tocilizumab o sarilumab) o JAKi (baricitinib o tofacitinib). Se
analizé la calprotectina plasmatica para el diagndstico de sinovitis por ecografia [grado
de HS 2 2 y seial de PD 2 1] utilizando curvas ROC. También se estudio el rendimiento
de la PCRus y la VSG. Se compararon las tres curvas ROC para determinar cudl tenia el
mayor poder discriminatorio. Se estudiaron las asociaciones entre la calprotectina

plasmatica y las puntuaciones ecograficas mediante andlisis de correlacion.

Resultados: Se incluyeron 63 pacientes con AR. Los niveles medios de
calprotectina plasmatica fueron significativamente mas altos en pacientes con sinovitis
ecografica que en aquellos sin sinovitis (0,89 + 0,85 vs. 0,30 + 0,12 pg/ml; p = 0,0003).

Se encontro una correlacion moderada entre la calprotectina y todas las puntuaciones
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ecograficas (puntuacion de HS Rho = 0,479; puntuacién de PD Rho = 0,492; y puntuacion
global Rho = 0,495). La capacidad discriminatoria de la calprotectina plasmatica mostré
un area bajo la curva (AUC) de 0,795 (IC del 95%: 0,687-0,904). El AUC de la PCRus y la
VSG fue de 0,721y 0,564, respectivamente. Los niveles séricos de PCRus mostraron una
correlacién positiva baja con las tres puntuaciones ecogréficas (Rho < 0,40). Después del
analisis segun los medicamentos administrados, la correlacidon desaparecid en pacientes

gue recibian anti-rlL-6.

Conclusion: La calprotectina plasmatica puede ser un biomarcador sensible de

inflamacidn sinovial en pacientes con AR tratados con anti-rIL-6 o JAKi.
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Articulo 1

THERAPEUTIC ADVANCES in
Musculoskeletal Disease

Original Research

Plasma calprotectin as a biomarker
of ultrasound synovitis in rheumatoid
arthritis patients receiving IL-6 antagonists

or JAK inhibitors

Beatriz Frade-Sosa*"”’, Andrés Ponce*"'”’, José Inciarte-Mundo, Rosa Morla, Viginia Ruiz-Esquide"*,
Laura Macias, Ana Belen Azuaga, Julio Ramirez, Juan D. Cafete, Jordi Yague, Josep M. Auge,

José A. Gomez-Puerta'” and Raimon Sanmarti

Abstract

Objectives: To analyse the accuracy of plasma calprotectin in patients with rheumatoid
arthritis (RA) receiving monoclonal antibodies against IL-6 receptors (anti-rlL-6) or JAK
inhibitors (JAKis) in detecting ultrasound (US) synovitis and compare it with acute phase
reactants [high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) and ESRI.

Methods: An observational cross-sectional study of RA patients receiving anti-riL-6
(tocilizumab or sarilumab) or JAKI, (baricitinib or tofacitinib) was made. Plasma calprotectin
for the diagnosis of US synovitis [synovial hypertrophy grade (SH) = 2 plus power Doppler
signal [PD) = 1] was analysed using receiver operating characteristic curves (ROCs). The
performance of ESR and hs-CRP was also studied. The three ROC curves were compared

to determine which had the highest discriminatory power. Associations between plasma
calprotectin and US scores were made using correlation analysis.

Results: Sixty-three RA patients were included. Mean plasma calprotectin levels were
significantly higher in patients with US synovitis than in those without (0.89 =0.85 vs

0.30 +0.12 pg/ml; p=0.0003). A moderate correlation between calprotectin and all US scores
(HS score Rho = 0.479; PD score Rho = 0.492; and global score Rho = 0.495) was found. The
discriminatory capacity of plasma calprotectin showed an AUC of 0.795 (95% Cl: 0.687-0.904).
The AUC of hs-CRP and ESR was 0.721 and 0.564, respectively. hs-CRP serum levels showed
a low positive correlation with the three US scores (Rho < 0.40). After analysis according to the
drugs administered, the correlation disappeared in patients receiving anti-riL-6.

Conclusion: Plasma calprotectin may be a sensitive biomarker of synovial inflammation in RA

patients treated with anti-riL-6 or JAKi.

Keywords: acute phase proteins, biomarkers, leukocyte L1 antigen complex (calprotectin],

rheumatoid arthritis, ultrasonography

Received: 17 January 2022; revised manuscript accepted: 29 June 2022.

Introduction

The prognosis of rheumatoid arthritis (RA) has
significantly improved in recent decades. In
patients who do not achieve the therapeutic goal
(remission or low disease activity) with a first
strategy using conventional synthetic disease-
modifying antirheumatic drugs (DMARDs), e.g.

methotrexate, a second strategy using targeted
therapies, biologics, or selective Janus kinase
inhibitors (JAKi) is recommended.! Monoclonal
antibodies against interleukin (IL)-6 receptors
(anti-rIL-6) (tocilizumab and sarilumab) and
JAKIi (tofacitinib, baricitinib and, more recently,
upadacitinib) are included in this strategy, with
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significant improvements in clinical and radio-
graphic outcomes.?? It has been shown that both
families of targeted therapies have a profound
impact on the acute phase response, including
C-reactive protein (CRP) and erythrocyte sedi-
mentation rate (ESR), due to inhibition of hepat-
ocyte stimuli via IL-6.%> Acute phase reactants
(APRs) form part of the composite activity indi-
ces [e.g. Disease Activity Score (DAS) and
Simplified Disease Activity Index (SDAI)] used
to measure inflammatory activity in RA and may
lead to an overestimate of the clinical response
when using these targeted drugs.®

Calprotectin is a heterodimeric complex of two
S100 calcium-binding myeloid-related proteins
(MRP8 [or S100A8] and MRP14 [or S100A9])
which is released from cells of the innate immu-
nity, such as neutrophils or monocytes, which
have proinflammatory activities and act as endog-
enous-associated molecular patterns via Toll-like
receptor activation.” Calprotectin is strongly
expressed in rheumatoid synovial membrane.®
Recently, serum and plasma calprotectin have
been found to be sensitive markers of inflamma-
tory activity in RA patients® and have been associ-
ated with radiographic damage,!? as a biomarker
of clinical response to antirheumatic drugs!! and
as a predictive factor for disease relapse.!2

Joint ultrasound (US) is a validated imaging
technique for synovitis evaluation in RA, with a
higher sensitivity than the clinical examination
in detecting active synovitis.!?> A significant pro-
portion of patients in clinical remission may
exhibit active synovitis on US.!* Recent studies
have shown that calprotectin is more associated
closely than APR with US synovitis in RA, even
in patients in remission or with low disease
activity.!%:10

We have shown that in RA patients treated with
tocilizumab, serum calprotectin but not serum
CRP correlates with disease activity,!” a finding
also observed by other authors.!® To our knowl-
edge, there are no studies on calprotectin as a bio-
marker of US synovitis in RA patients treated
with anti-rIl-6 or JAKi. The objective of the
study was to analyse the accuracy of plasma cal-
protectin in patients with RA receiving anti-rIL-6
or JAKIi in detecting US synovitis and compare it
with traditional APR (CRP and ESR). We
hypothesized that calprotectin has a higher dis-
criminatory capacity than APR in detecting US
synovitis in these patients.

Methods

Design and study population

An observational cross-sectional study of RA
patients (ACR/EULAR 2010 criteria)'® from our
arthritis unit receiving anti-IL-6 receptor mono-
clonal antibodies (tocilizumab or sarilumab) or
JAKI (baricitinib or tofacitinib) for =3 months
who were consecutively included. Patients were
included on the day of the scheduled routine fol-
low-up visit from September 2020 to September
2021. Patients were included regardless of disease
activity status, previous DMARDs (including
biological therapies or JAKi), and concomitant
treatment (methotrexate or others). Patients who,
at the study visit presented signs of active infec-
tion or other clinical conditions that, in the opin-
ion of the investigator, could modify the results of
CRP, ESR, or calprotectin determinations were
excluded. Demographic data, disease duration,
autoantibody status (ACPA/RF), radiological
data (erosive disease), previous biologic therapy,
and concomitant therapy were collected.

Measurement of clinical disease activity

All patients underwent a clinical assessment,
including 28 swollen and tender joint counts (28-
SJC and 28-TJC) and physician and patient global
assessment (PhGA and PGA) with visual analogue
scales (0-100mm). Disease activity indices were
subsequently calculated (DAS28, SDAI, and
CDAI). In addition, participants also were asked
to complete two questionnaires: the Health
Assessment Questionnaire (HAQ) and the Routine
Assessment of Patient Index Data 3 (Rapid3).

Assessment of blood biomarkers

Blood samples were obtained in the clinical eval-
uation. ESR was measured using the Westergren
method (NV<20mm/h), and high-sensitivity
C-reactive protein (hs-CRP) using an immuno-
turbidimetric method measured by Siemens
Atellica® Solution (lowest detection limit of
0.02mg/dl; NV < 0.4mg/dl). Calprotectin plasma
levels were determined using an ELISA Test Kit
[CALPROLAB ALP (CALPRO), Menarini
Diagnosticos S.A.] according to the manufactur-
er’s protocol. Briefly, 100ul of each standard,
control, and diluted 1:20 sample in duplicate
wells were incubated at room temperature for
40 min; three washings were made, 100ul of the
conjugated enzyme was added, and plates were
incubated at room temperature for 40 min. After
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three washes and the addition of the enzyme-sub-
strate, the optical density values at 405 nm were
determined using an ELISA reader. To reduce
variations in calprotectin determination, the
whole procedure was performed in a Triturus
autoanalyzer; the coefficients of variation were
5% within and 13% between assays.

Imaging biomarkers: US score. Sonographic assess-
ments were carried out using high-sensitivity US
equipment (MyLab9®; Esaote, Genoa, Italy), with
a longitudinal probe, frequency range from 10 to
14 MHz and a pulse repetition frequency between
800 and 900 Hz. Joint musculoskeletal US findings
were defined according to published Outcome
Measures in Rheumatoid Arthritis Clinical Trial
(OMERACT) definitions.20

A single experienced sonographer (AP), who was
blinded to the results of the clinical joint examina-
tion, evaluated 11 joints and tendons of each hand
(including the proximal interphalangeal joints,
metacarpophalangeal joints, and wrists) for syno-
vial hypertrophy (SH) and intra-articular power
Doppler (PD) signalling according to EULAR
guidelines.?! SH and PD signals were graded using
a four-grade semi-quantitative scoring system
(0 = no,1 = mild,2 = moderate,and 3 = severe)
according to the methodology of Szkudlarek ez al.??
The highest SH and PD grade detected during the
scans was adopted as representative of each joint,
respectively. We also evaluated synovitis in sympto-
matic joints outside the hands and graded it using
the methodology of Szkudlarek ez al.?2

By summing the scores for elementary lesions in
each joint, we calculated the PD score (sum of
PD scores in all joints, range 0—66), the SH score
(sum of SH scores in all joints, range 0-66) and
the global score (sum of the PD and SH scores,
range 0-132). The score does not include joints
outside the hands. To ensure a stringent defini-
tion of US synovitis, only patients with SH
grade = 2 plus PD signal (=1) were classified as
having active synovitis.??

Statistical analysis. Continuous data were pre-
sented as the mean (SD) and categorical variables
as absolute frequencies with percentages. Groups
were compared using parametric or nonparametric
tests according to the distribution of the variables.

The performance of calprotectin in the diagno-
sis of US synovitis was analysed using receiver
operating characteristic curves (ROC) with US

synovitis yes/no (yes: SH grade = 2 plus PD sig-
nal = 1) as the gold standard. The ROC curves
made it possible to identify the best cut-off point
in terms of sensitivity, specificity, and likelihood
ratios, and to calculate the area under the curve
(AUCQC) as a measure of the overall discriminative
power. The performance of ESR and hs-CRP was
also studied, and the three ROC curves were
compared to determine which of the three param-
eters had the highest discriminatory power for the
diagnosis of synovitis.

Correlation analysis (Spearman’s correlation
coefficient) was used to assess the association
between plasma calprotectin and US scores (PD
score, SH score, and global score). The analysis
was made using STATA version 12 (STATA
Corp, College Station, TX, USA).

The study was conducted in accordance with
the Declaration of Helsinki and was approved
by the Clinical Research Ethics Committee
of the Hospital Clinic of Barcelona (Reg.
HCB20210783). Written informed consent was
obtained from all patients before study enrolment
and patients were de-identified. The reporting of
this study conforms to the Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epide-
miology (STROBE) statement.?*

No specific funding was received from any bodies
in the public, commercial, or not-for-profit sectors
to carry out the work described in this article.

Results

Demographic, clinical, and therapeutic
characteristics

Although the initial sample consisted of 78
patients, US studies were performed in 63 (42
receiving anti-rIL-6 and 21 JAKi), which was the
final sample included in the study. Ninety-two
percent of patients were female with a mean age
of 56 (*+12) years. Mean disease duration was 15
(*8.9) years, 90.5% were seropositive (RF and/
or ACPA) and 75.8% had erosive disease. In gen-
eral, disease activity was low, with a median
CDALI value of 11.3 (*£8.7). DAS28 remission
was observed in 29 patients (46%). The mean
duration of drug therapy (anti-rIL-6 or JAKi) was
45 (+42.4) months.

Patient with US synovitis had a significantly
higher prevalence of radiographic erosive disease
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and a trend to a higher disease duration. As
expected, higher median values of the disease
activity composite index were observed in patients
with US synovitis than in those without, although
the difference was not significant measured by
DAS28. Furthermore, remission rates were
higher in patients without US synovitis. No dif-
ferences were observed according to the drugs
used (anti-rIL-6 or JAKi; Table 1).

Calprotectin and APR as biomarkers of US
synovitis

Mean plasma calprotectin levels were significantly
higher in patients with US synovitis than in those
without (0.89+0.85 s 0.30*+0.12 npg/ml;
»=0.0003), as occurred with hs-CRP serum lev-
els (0.05£0.08 vs 0.27 £0.41 mg/dL; p=0.007)
but not with ESR (16.9£25.6 vs 7.8*+4.2
»=0.474; Table 1 and Figure 1).

Analysis of the correlation between blood bio-
markers and US scores showed a moderate cor-
relation between calprotectin and the three US
scores (HS score Rho = 0.479; PD score
Rho = 0.492; and global score Rho = 0.495).
The association of calprotectin with these three
US parameters was found in patients treated with
anti-rIL-6 and JAKIi, although the magnitude of
the association was greater in patients treated
with JAKi (Table 2).

hs-CRP serum levels also showed a correlation
with the three US scores, although with a low
positive correlation (Rho <0.40). However, anal-
ysis of the correlation according to treatment
showed that the correlation disappeared in
patients receiving anti-rIL-6 (Table 2). ESR
showed a good correlation with US scores in
patients receiving JAKi but not in those treated
with anti-rIL-6 (Table 2).

Plasma calprotectin had a very good discrimina-
tory capacity, with an AUC of 0.795 [95% confi-
dence interval (CI): 0.687-0.904]. The best
cut-off was =0.38, with a sensitivity of 67.4% and
a specificity of 88.2%, which correctly classified
73% of patients with US synovitis. The positive
likelihood ratio was 5.7. The discriminatory
capacity of hs-CRP and ESR was lower, with an
AUC 0of 0.721 and 0.564, respectively (Figure 2).
The ability of plasma calprotectin to discriminate
US synovitis was higher in patients treated with
JAKi (AUC = 0.931, 95% CI: 0.820-1.000)
than in those receiving anti-rIL-6 (AUC = 0.712;
95% CI: 0.558-0.867; Figure 2). hs-CRP and
ESR had a good discriminatory capacity to detect
US synovitis in patients treated with JAKi but not
in those receiving anti-rIL-6 (Figure 3).

When analysing the correlation between CDAI
index and US score, we have found a lower cor-
relation than that observed with calprotectin

Table 1. Demographic, clinical and laboratory characteristics of patients with RA (N=63). Demographic,
clinical and treatment variables, and biomarkers of patients classifying according to ultrasound activity

[ultrasound synovitis in =1 joint (SH=2 + PD = 1]].

Total (1=63)  No US synovitis ~ With US P value
(n=17) synovitis (n=46)
Age, years (mean * SD) 55.9+11.8 51.9+12.5 57.4+11.3 0.159
Disease duration, years (mean = SD) 15.0+8.9 11.1+6.0 16.5+9.4 0.051
Female, n (%) 58(92.1%) 16 (94.1%) 42(91.3%) 0.590
Seropositive (RF/ACPA], n (%) 57 (90.5%) 15 (88.2%) 42 (91.3%) 0.657
Erosions, n (%) 47 (75.8%) 9 (56.2%) 38(82.6%) 0.034
Extraarticular manifestations, n (%) 22 (34.9%) 4 (23.5%) 18 (39.1%) 0.373
Concomitant sSDMARDS, n (%) 29 (48.3%) 8(50.0%) 21 (47.7%) 0.876
Concomitant glucocorticoids, n (%) 29 (46.0%) 7 (41.2%) 22 (47.8%) 0.638
(Continued]
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Table 1. (Continued)

Total (1=63)  No US synovitis ~ With US P value
(n=17) synovitis (n=46)
Prednisone dose (mg/day), 42+2.4 43+1.2 41+27 0.451
(mean + SD)
Treatment group 0.688
e IL-6 inhibitor (anti-rIL-6) 42 (66.7%) 12 (70.6%) 30 (65.2%)
o JAK inhibitor [JAKi) 21(33.3%) 5(29.4%) 16 (34.8%)
Targeted (anti-rlL-6 or JAKi) treatment  45.9 +42.4 48.8+46.8 L4L.8+41.2 0.846
duration, (mean = SD) month
Laboratory
Glomerular filtration rate; ml/mil 82.88(12.20) 86.18(5.87) 83.20 (11.99) 0.331
(mean *+ SD)
Plasma calprotectin (ug/mL] 0.73+0.78  0.30+0.12 0.89 +0.85 0.0003
ESR mm (mean = SD) 14.4+22.3 7.8+4.2 16.9 +25.6 0.474
hs-CRP (mean + SD) mg/dL 0.21+0.36 0.05+0.08 0.27 +0.41 0.007
Disease Activity
28 SJC (mean = SD) 3.7+54 2.8+4.1 4.1+58 0.442
28 TJC (mean * SD) 1.4%1.9 0.1+03 1.9+2.1 <0.0001
PGA (mean = SD) 3.6+2.1 34+2.4 3.7+20 0.408
PhGA (mean = SD) 2.6+1.8 1313 3.0x17 0.0003
VAS pain (mean =+ SD) 38+2.4 35+2.6 3.9+2.4 0.508
DAS28 (mean = SD) 30+13 25+1.1 32+14 0.070
e Remission, n (%) 29 (46.03) 11 (64.71) 18 (39.13)
e Low disease activity?, n (%) 8(12.70) 1(5.88) 7(15.22)
e Moderate disease activityc, n (%) 24 (38.10) 5(29.41) 19 (41.30)
e High disease activity?, n (%) 2(3.17) 0 2 (4.35)
CDAI (mean = SD) 11.3+8.7 7.6*6.6 12.6+9.0 0.026
SDAI (mean * SD) 11.8+8.8 8.0=6.6 13.2£9.2 0.026
RAPID3 [mean + SD) 9.2+57 8.8+6.9 9.3+52 0.448
HAQ (mean = SD) 0.94+0.71 0.82+0.81 0.99+0.67 0.277

CDAI, Clinical Disease Activity Index; DAS28, Disease Activity Score; HAQ, Health Assessment Questionnaire; hs-
CRP, high-sensitivity C-reactive protein; PGA, patient global assessment, PhGA, global assessment; Rapid3, Routine
Assessment of Patient Index Data 3; SD, standard deviation; SDAI, simplified Disease Activity Index; 28 SJC, 28 swollen

joint counts; 28 TJC tender joint count; US synovitis, ultrasound synovitis; VAS pain, Visual Analogue Scale.

2Remission: DAS28 < 2.6.

bLow disease activity: 2.6-3.2.

‘Moderate disease activity: DAS28 3.2-5.1.
dHigh disease activity: DAS28 = 5.1.
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Figure 1. Blood biomarkers classifying patients
according to ultrasound synovitis [ultrasound
synovitis in =1 joint (SH=2 + PD = 1)]: (a) hs-CRP
levels according to ultrasound synovitis, (b) ESR
levels according to ultrasound synovitis, and (c)
plasma calprotectin levels according to ultrasound
synovitis. The central line (orange) represents the
median. The lateral lines the 25th (red) and 75th
(green) percentiles.

(correlation between CDAI and US scores: CDAI
and HS score Rho = 0.298; CDAI and PD score

Rho = 0.354; CDAlIand globalscoreRho = 0.334,
p value<0.05).

Discussion

We evaluated the accuracy of plasma calprotectin
in detecting US synovitis in patients with RA
treated with anti-rIL-6 or JAKi. Our results show
that plasma calprotectin levels are associated with
US synovitis in these patients. Calprotectin dem-
onstrated a higher capacity than traditional bio-
markers, such as CRP or ESR, in detecting US
synovitis in RA patients treated with anti-rIL-6
and a better correlation with US scores in patients
receiving JAKi. Therefore, plasma calprotectin
may be considered a sensitive biomarker of syno-
vial inflammation in RA patients treated with
anti-rIL-6 or JAKi.

The role of APR in the evaluation of disease activ-
ity in RA has been questioned in patients receiv-
ing anti-rIL-6, such as tocilizumab and sarilumab,
both of which have an important effect on APR
due to the reduction in hepatic synthesis of acute
phase proteins due to the inhibition of IL6 stim-
uli.®?> As demonstrated with tocilizumab, CRP
serum levels decrease dramatically independently
of the improvement in inflammatory activity,
while there are detectable drug levels in the
blood.2¢ Therefore, CRP serum levels should not
be used as a biomarker of inflammation in patients
treated with anti-rIL-6 and the composite indices
including APR, such as DAS28, should be
avoided. Furthermore, significant residual syno-
vial inflammation, even in patients in clinical
remission using lower cut-off values than previ-
ously validated, has been demonstrated in patients
receiving tocilizumab.?’

Calprotectin may be a sensitive biomarker of syn-
ovitis in RA patients treated with anti-rIL-6, due
to the high levels observed in the blood, which
reflect local synovial inflammation rather than a
systemic effect as occurs with APR.?8 Recent
studies have shown that calprotectin is increased
in the serum or plasma of patients with RA and
other immunodetected diseases, reflecting a rele-
vant role of neutrophilic activation in these dis-
eases.?? Calprotectin correlates better with active
inflammatory active disease in RA than tradi-
tional APR such as CRP and ESR.>®

To our knowledge, this is the first study to evalu-
ate the performance of blood calprotectin in RA
patients treated with JAKI, a family of targeted
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Table 2. Correlation between ultrasound synovitis scores and blood biomarkers.

SH score (Rho; p value)

PD score (Rho; p value)

Global score

(Rho; p value)

Plasma calprotectin

0.479 (p=0.0001)

0.492 (p<0.0001)

0.495 (p<0.0001)

Plasma calprotectin in IL-6 inhibitor group 0.391 (p=0.010) 0.349 (p=0.023) 0.383 (p=0.012)
Plasma calprotectin in JAKi group 0.630 (p=0.002) 0.703 (p=0.0004) 0.700 (p=0.0004)
hs-CRP 0.300 (p=0.017) 0.280 (p=0.026) 0.301 (p=0.016)
hs-CRP in IL-6 inhibitor group 0.166 (p=0.294) 0.085 (p=0.594) 0.147 [p=0.352)
hs-CRP in JAKi group 0.401 (p=0.071) 0.544 (p=0.011) 0.533 (p=0.013)
ESR 0.220 (p=0.083) 0.105 (p=0.412) 0.176 (p=0.168)
ESR in IL-6 inhibitor group 0.049 (p=0.757) -0.068 (p=0.668) 0.020 (p=0.895)

ESR in JAKi group

0.711 (p=0.0003)

0.659 (p=0.0012)

0.692 (p=0.0005)

hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; IL, interleukin; JAKi, Janus kinase inhibitor; PD, power Doppler; SH, synovial hypertrophy.

therapies that also have also an important impact
on APR.? Our results show that, in patients
treated with JAKIi, plasma calprotectin has a
higher correlation with US synovitis than hs-
CRP. Also, this correlation is higher than those
observed with a clinical activity index such as
CDALI. The discriminatory capacity of calprotec-
tin in detecting US synovitis was also very high,
but similar to that observed with hs-CRP. By
contrast, hs-CRP and ESR did not show the same
relevance in patients treated with anti-rIL-6,
where only calprotectin was a biomarker of US
synovitis.

US is a sensitive imaging technique for the detec-
tion of active synovitis in patients with RA and
other immune-mediated rheumatic conditions.
Our results confirm the association of calprotec-
tin with US synovitis in RA as documented in
other studies.!510:31:32 We have previously dem-
onstrated that, in patients receiving tumour
necrosis factor inhibitor (TNFi), calprotectin is a
good biomarker of US synovitis, even in patients
in remission or with low disease activity.'® We
have replicated these findings for the first time in
RA patients treated with anti-rIL-6 and JAKI,
most of whom were in remission or with low dis-
ease activity.

Our study has some limitations. We included a
relatively small sample size, especially of patients
treated with JAKi. On the contrary, patients were
predominantly in remission or with low disease

activity. However, even in this context, calprotec-
tin showed a good discriminatory capacity for US
synovitis. No attempt was made to further distin-
guish the different antirheumatic drugs, to avoid
very small samples that would make data inter-
pretation difficult. However, we cannot say
whether differences might be observed within the
same therapeutic group.

In conclusion, plasma calprotectin is a good bio-
marker of US synovitis in patients with RA treated
with anti-rIl-6, whereas traditional APR (CRP or
ESR) do not reflect local synovial inflammation
detected by US. Some differences emerged in RA
patients treated with JAKi, where calprotectin is
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Figure 2. ROC curves of blood biomarkers for
ultrasound synovitis.
hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein.
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hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein.

also a good biomarker of US synovitis in RA but
in whom APR also reflect synovial inflammation.
We suggest that plasma calprotectin is a valuable
biomarker of synovitis in these patients.
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Titulo: Neutrophilic activity biomarkers (plasma neutrophil extracellular traps and
calprotectin) in established patients with rheumatoid arthritis receiving biological or JAK

inhibitors: a clinical and ultrasonographic study.

Revista: Rheumatolofy and therapy 2024

Doi: 10.1007/s40744-024-00650-9

Resumen:

Introduccidn: Este estudio evalla la precision de los marcadores de activacion
de los neutréfilos, incluidas las NETs y la calprotectina, como biomarcadores de la
actividad de la enfermedad en pacientes con AR establecida tratados con anti-rIL-6 o
JAKi. También analizamos la relacion entre las NET y varios tipos de terapias, asi como

su asociacion con la autoinmunidad (FR, ACPA y anti-CarP).

Métodos: Estudio observacional transversal en el que se incluyeron pacientes
con AR que recibieron tratamiento con anti-rlL-6 o JAKi durante al menos 3 meses. Se
incluyd un grupo control de pacientes con anti-TNF. Ademas, para el estudio de las NETs
incluimos otros dos grupos: un grupo control positivo (pacientes con alta actividad de la
enfermedad (al menos 4 articulaciones inflamadas) y un grupo control negativo (sujetos
sanos). Los niveles de calprotectina en plasma se midieron utilizando un kit de ELISA y
las NETs mediante la medicién de sus restos en plasma (complejos de EN-ADN e citH3-
ADN). También evaluamos la actividad clinica de la enfermedad, los hallazgos
ecograficos y el estado de los autoanticuerpos (FR, ACPA y anti-CarP). Se buscaron

asociaciones entre los biomarcadores de los neutrofilos y las puntuaciones clinicas y
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ecograficas mediante analisis de correlacién. La capacidad discriminatoria de ambos
marcadores de neutréfilos para detectar sinovitis ecografica se analizd a través de

curvas ROC.

Resultados: Se incluyeron 114 pacientes. Dos grupos de control para comparar
los niveles de NET: el grupo de control activo consistid en 15 pacientes y un segundo
grupo de control de 30 sujetos sanos. Los niveles de NETs en plasma no se
correlacionaron con el estado clinico de la enfermedad, independientemente del indice
clinico analizado o la terapia bioldgica administrada. No se observd correlacion
significativa entre los restos de NET vy la sinovitis ecografica. No hubo correlacién entre
NETs en plasma y autoanticuerpos. Por el contrario, la calprotectina en plasma se
correlaciond positivamente con los pardmetros clinicos (NAI rho=0.49; p<0.001, CDAI
rho=0.30; p<0.001) y los parametros ecograficos (rho>0.50; p<0.001). Esta correlacién

fue mas fuerte que la observada con los RFA PCRus y VSG.

Conclusién: La formacion de NETs inducida por neutrdfilos puede desempefiar
un papel en la patogénesis de la AR, pero nuestro estudio cuestiona la utilidad de los
restos de NETs en la circulacién periférica como biomarcador de la actividad
inflamatoria. Por el contrario, este estudio respalda firmemente la utilidad de la

calprotectina como biomarcador de la actividad inflamatoria en pacientes con AR.
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ABSTRACT

Introduction: This study assesses the accuracy
of neutrophil activation markers, including
neutrophil extracellular traps (NETs) and cal-
protectin, as biomarkers of disease activity in
patients with established rheumatoid arthritis
(RA). We also analyse the relationship between
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NETs and various types of therapies as well as
their association with autoimmunity.

Methods: Observational cross-sectional study
of patients with RA receiving treatment with
biological disease-modifying antirheumatic
drugs or Janus kinase inhibitors (JAK-inhibitors)
for at least 3 months. Plasma calprotectin levels
were measured using an enzyme-linked
immunosorbent assay test kit and NETs by
measuring their remnants in plasma (neu-
trophil elastase-DNA and histone-DNA com-
plexes). We also assessed clinical disease
activity, joint ultrasound findings and autoan-
tibody status [reumatoid factor (RF), anti-
citrullinated peptide/protein antibodies
(ACPAs) and anti-carbamylated protein (anti-
CarP)]. Associations between neutrophilic
biomarkers and clinical or ultrasound scores
were sought using correlation analysis. The
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discriminatory capacity of both neutrophilic
biomarkers to detect ultrasound synovitis was
analysed through receiver-operating character-
istic (ROC) curves.

Results: One hundred fourteen patients were
included. Two control groups were included to
compare NET levels. The active control group
consisted of 15 patients. The second control
group consisted of 30 healthy subjects. Plasma
NET levels did not correlate with clinical disease
status, regardless of the clinic index analysed or
the biological therapy administered. No signif-
icant correlation was observed between NET
remnants and ultrasound synovitis. There was
no correlation between plasma NET and
autoantibodies. In contrast, plasma calprotectin
positively correlated with clinical parameters
(swollen joint count [SJC] tho = 0.49; P < 0.001,
Clinical Disease Activity Index [CDAI] rho =
0.30; P <0.001) and ultrasound parameters
(rtho > 0.50; P <0.001). Notably, this correla-
tion was stronger than that observed with acute
phase reactants.

Conclusion: While NET formation induced by
neutrophils may play a role in RA pathogenesis,
our study raises questions about the utility of
NET remnants in peripheral circulation as a
biomarker for inflammatory activity. In con-
trast, this study strongly supports the usefulness
of calprotectin as a biomarker of inflammatory
activity in patients with RA.

Keywords: Rheumatoid arthritis; NETs;
Calprotectin; Autoimmunity; Joint ultrasound

Key Summary Points

Why carry out this study?

Classical acute phase reactants do not
always reflect the synovitis in the patient
and may be influenced by other factors.

The search for new biomarkers of disease
activity has been a growing field of
research in recent years.

Extensive research has reported that the
innate immune system, especially the
involvement of neutrophils, plays a
central role in the initiation and
perpetuation of rheumatoid arthritis (RA).

The objective of this study is to determine
the performance of neutrophil activation
markers, including neutrophil
extracellular traps (NETs) and
calprotectin, as biomarkers of disease
activity using clinical and joint
ultrasound (US) parameters in patients
with established RA.

We also analyse the relationship between
NETs and various types of therapies as well
as their association with autoimmunity.

What was learned from this study?

While NET formation induced by
neutrophils may play a role in RA
pathogenesis, our study raises questions
about the utility of NET remnants in
peripheral circulation as a biomarker for
inflammatory activity.

This study strongly supports the
usefulness of calprotectin as a biomarker
of inflammatory activity in patients with
RA.

This study represents an important
contribution to the growing body of
research exploring the association among
NETs, disease activity and autoantibodies
in RA.

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, systemic
autoimmune disease characterized by synovial
inflammation and cartilage and joint destruc-
tion [1]. Over the past few decades, the prog-
nosis of this disease has improved significantly
thanks to the adoption of a treat-to-target
approach, early diagnosis and treatment, and
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the utilization of more effective antirheumatic
drugs [2, 3]. Currently, close monitoring of the
inflammatory disease activity in RA is strongly
recommended using a therapeutic goal of
achieving remission or low disease activity
[2, 4]. In addition to clinical parameters, tradi-
tional acute phase reactants (APRs) such as the
erythrocyte sedimentation rate (ESR) and C-re-
active protein (CRP) serum concentration are
commonly employed as laboratory markers to
assess disease activity in RA. These parameters
are also integrated into composite disease
activity indices like the Simplified Disease
Activity Index (SDAI) or the Disease Activity
Score 28 (DAS28) for longitudinal evaluation
[5]. However, while commonly used, APRs may
not always reflect the degree of active synovitis
in patients with RA accurately.

Extensive research has demonstrated the
significant involvement of adaptive immunity
in the pathogenesis of RA. Systemic autoim-
munity is found in most patients with RA, with
the presence of characteristic autoantibodies
such as rheumatoid factor (RF) or anti-citrulli-
nated peptide/protein antibodies (ACPAs).
However, mounting evidence indicates that the
innate immune system, especially the involve-
ment of neutrophils, plays a central role in the
initiation and perpetuation of RA, both directly
through its effects on the synovium and indi-
rectly via its own inflammatory response and by
modulating that of the adaptive immune sys-
tem [6-8]. In recent years, increasing attention
has been paid to the role of neutrophils and
their products in RA. Calprotectin (S100A9/
S100A8), a protein member of the S100 family
which is secreted by activate neutrophils, seems
to play a significant role in the inflammatory
cascade in RA. Calprotectin is a significant
proinflammatory factor of innate immunity
and acts as an endogenous damage-associated
molecular pattern (DAMP) through the activa-
tion of TLR4 [9]. Moreover, when secreted into
the synovium, calprotectin subsequently enters
peripheral blood circulation. Levels of calpro-
tectin in serum or plasma have been found to
correlate closely with inflammatory disease
activity in patients with RA and therefore pro-
vide a more accurate reflection of the patient’s
clinical status than APRs [10-13].

In 2004, a mechanism of action was reported
for neutrophils through the formation of neu-
trophil extracellular traps (NETs) [14]. NETs are
extracellular structures that contain neutrophil
DNA, histones and proteins and which are
ejected into the extracellular medium in the
form of a network. NETs provide an alternative
defence mechanism and may play a crucial role
in regulating the immune response and main-
taining bodily homeostasis. They are formed
through a process called NETosis, which can be
triggered by various stimuli, including both
infectious and sterile factors such as autoanti-
bodies or immunocomplexes [15].

The role of NETs in RA has garnered signifi-
cant interest in recent years. These inflamma-
tory structures are believed to have both local
and systemic effects, potentially contributing to
the initiation and perpetuation of the disease
through autoantigen exposure [16-21]. Fur-
thermore, NETs have been identified as a source
of specific autoantigens in RA, including ACPAs
and anti-carbamylated protein (anti-CarP) anti-
bodies [22-26]. Patients with RA demonstrate
elevated NET formation compared to the gen-
eral population, revealing NETs to be a
promising potential biomarker for the disease
[27]. However, the precise role of NETs in dis-
ease activity remains uncertain as studies eval-
uating their utility as a biomarker have
produced conflicting results [17, 25, 26, 28].

The objective of this study is to determine
the performance of neutrophil activation
markers, including NETs and calprotectin, as
biomarkers of disease activity using clinical and
joint ultrasound (US) parameters in patients
with established RA. The study also aims to
examine the relationship between NETs and
various types of therapies as well as their asso-
ciation with serum autoantibodies.

METHODS

Design and Study Population

We performed an observational cross-sectional
study. Patients with RA (ACR/EULAR 2010 cri-
teria) [29] from our Arthritis Unit who had been
undergoing treatment with biological disease-
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modifying antirheumatic drugs (DMARDs),
tumour necrosis factor inhibitors (anti-TNF),
monoclonal antibodies against IL-6 receptors
(anti-ILér) or Janus kinase inhibitors (JAKi) for
at least 3 months were consecutively included,
irrespective of their disease activity status, pre-
vious use of DMARDs (including biological
therapies or JAKi) or concomitant treatment
(such as with methotrexate or others). Patients
who displayed signs of active infection or other
clinical conditions that could impact the
determination of neutrophil activation markers
(calprotectin or NETs) or APR measurements, as
determined by the researcher concerned, were
excluded. Demographic data, disease duration,
autoantibody status (RF, ACPAs and anti-CarP),
radiological data (presence/absence of erosive
disease) and information on previous biological
therapy and concurrent treatments were
collected.

Two control groups were included to assess
NET levels. The first consisted of patients with
RA [29] from our Arthritis Unit with high dis-
ease activity, defined as those with at least four
inflamed joints, regardless of treatment or dis-
ease duration. The second control group was
comprised of healthy subjects.

Measurement of Clinical Disease Activity

All patients received a clinical evaluation that
included the counting of 28 swollen and tender
joints (28SJC and 28TJC) as well as physician
and patient self-reported global assessments
(PhGA and PGA respectively) using visual ana-
logue scales ranging from O to 10 along a cen-
timetre scale. Subsequently, composite disease
activity indices such as DAS28, SDAI and CDAI
(Clinical Disease Activity Index) were calcu-
lated. Additionally, patients were asked to
complete two questionnaires: the Health
Assessment Questionnaire (HAQ) and Routine
Assessment of Patient Index Data 3 (RAPID3).

Assessment of Biomarkers

Acute Phase Reactants

Blood samples were collected concurrently with
the clinical assessment. ESR was measured using
the Westergren method (normal value

[NV] < 20 mm/h) and high-sensitivity C-reac-
tive protein (hsCRP)  plasma concentration
using an immunoturbidimetric method mea-
sured with Siemens Atellica® Solution (lowest
limit of detection: 0.02 mg/dl; NV < 0.4 mg/dl).

Plasma Calprotectin

Calprotectin was measured using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) test Kit
(CALPROLAB  ALP  [CALPRO], Menarini
Diagnésticos S.A.) following the manufacturer’s
instructions. Briefly, 100 ul aliquots of each
standard, control and diluted 1:20 sample in
duplicate wells were incubated at room tem-
perature for 40 min; three washings were per-
formed, 100 pl of the conjugated enzyme was
added and the plates were incubated at room
temperature for another 40 min. After three
further washes and the addition of the enzyme
substrate, optical density values at 405 nm were
determined using an ELISA reader. To reduce
variation in calprotectin determinations, the
whole procedure was performed in a Triturus
Autoanalyzer; the coefficients of variation were
5% within and 13% between assays. This tech-
nique had already been used by our group for
previous studies[11].

Assessment of NETs

NETs were indirectly determined by measuring
their remnants in plasma. Neutrophil elastase-
DNA (NE-DNA) and histone-DNA (H3-DNA)
complex levels were determined using a tailor-
made ELISA[30, 31]. A 96-well plate was coated
with 100 pl of capture antibodies, anti-elastase
(Millipore cat. no. 481001) and anti-histone H3
citrulline (Abcam cat. no. ab5103) at 2.5 pg/ml
in sterile PBS. The ELISA plates were incubated
overnight at 4 °C without agitation to allow the
binding of capture antibodies. The next day, the
wells were washed three times with PBS-Tween
20 (200 ul/well) and blocked with PBS-1% BSA
(200 pl/well) at room temperature for 1h.
Again, three repeated washes with PBS-Tween
20 (200 ul/well) were performed. Diluted plasma
(1:100, with PBS-1% BSA) was added to the wells
(100 pl/well) and again incubated overnight at
4°C but with agitation (100-150 rpm). Three
washes with PBS-Tween 20 (200 pl/well) were
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performed to remove unbound NETs and other
components. Mouse anti-dsDNA (Millipore cat
no. MAB030) diluted 1:100 with PBS-1% BSA
was added to the wells (100 pl/well) and incu-
bated for 1 h, at room temperature, with agita-
tion (100-150 rpm). The plates were washed
three more times with PBS-Tween 20 (200 ul/
well). Goat anti-mouse, HRP conjugate (Milli-
pore cat no. AP127P) diluted 1:10,000 was
added (100 pl/well) and incubated for 1h at
room temperature. The plates were washed five
times with PBS-Tween 20 (200 ul/well). Then,
TMB peroxidase substrate was added to each
well (50 pl/well) and the plate was incubated in
the dark for between 10 and 15 min. The reac-
tion was stopped by the addition of 1 M HCI to
each well (50 pl/well). Finally, absorbance was
measured at 450 nm using a microplate pho-
tometer, and an OD index (OD each well/OD
blank) was calculated for each well. The assay
was performed in duplicate and mean values
were calculated.

Assessment of Autoantibodies (RF, ACPAs
and Anti-CarP)

Autoantibody status was measured in sera col-
lected at enrolment in the study.

IgM RF was determined using a chemilumi-
nescence assay (CIA) (QUANTA Flash®, Inova
Diagnostics, CA). The assay’s analytical mea-
surement range (AMR) is from 0.3 to 490.0 IU/
ml and the cut-off recommended by the man-
ufacturer is < 5 IU/ml.

ACPA levels were determined by a tailor-
made ELISA using a chimeric fibrin/filaggrin
citrullinated peptide (anti-CFFCP1) as an anti-
gen [32] biotinylated at its terminal amino
group with a biotin derivative containing two
polyethylene glycol (PEG) chains bound to
neutravidin derivatized microtitre plates. This
derivatization strategy allows for better anti-
genic exposure of the peptide in the ELISA
plates.

Anti-CarP antibodies were also determined
using a tailor-made ELISA test using carbamy-
lated foetal calf serum (FCS-CarP) as the antigen
and the non-homocitrullinated version of the

protein as the control for the homocitrulline
anti-FCS-CarP detected [33].

A positive cut-off value for the tests was
defined as > 11.5 AU/ml and > 173.5 AU/ml
for ACPAs (anti-CFFCP1) and anti-CarP anti-
bodies (anti-FCS-CarP), respectively. A result
was only considered positive and specific for
citrulline and/or homocitrulline when the UA/
ml values were higher than the respective cut-
offs and the difference in OD values between
native and post-translationally modified anti-
gens was > 0.1. Further details of the ELISA
techniques are provided in the Supplementary
Material.

Imaging Biomarkers: Ultrasound Score
Sonographic assessments were carried out using
high-sensitivity US equipment (MyLab9®;
Esaote, Genoa, Italy), a longitudinal probe with
a 10-14 MHz frequency range and a pulse rep-
etition frequency of between 800 and 900 Hz.
The joint musculoskeletal US findings were
defined based on the Outcome Measures in
Rheumatoid Arthritis Clinical Trials (OMER-
ACT) definitions [34].

In accordance with the EULAR guidelines
[35], synovial hypertrophy (SH) and intra-artic-
ular power Doppler (PD) signalling of 11 joints
and tendons on each hand, including the
proximal interphalangeal joints, metacar-
pophalangeal joints and wrists, were evaluated
by a single experienced sonographer (A.P.). The
sonographer was blinded to the results of the
clinical joint examination. SH and PD signals
were graded using a four-grade semi-quantita-
tive scoring system (0 = no, 1 = mild, 2 = mod-
erate and 3 =severe) according to the
methodology of Szkudlarek et al. [36]. The
highest grade of SH and PD signalling detected
during the scans was selected as representative
of each joint, respectively.

The PD score (sum of PD scores in all joints,
range: 0-66), SH score (sum of SH scores in all
joints, range: 0-66) and global score (sum of the
PD and SH scores, range: 0-132) were calculated
by adding up the scores for elementary lesions
in each joint. To ensure strict criteria for defin-
ing US synovitis, only patients with SH grade
> 2 plus PD signal > 1 were considered to have
active synovitis [37]. This US assessment
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method had been previously employed in prior
studies conducted by our group [11]. Clinically
symptomatic joints were also evaluated to assess
whether US synovitis was present. However,
these joints were not used to calculate the
sonographic score (PD score, SH score and glo-
bal US score).

Statistical Analysis

Continuous data were presented as mean and
standard deviation (SD) while categorical vari-
ables were given as absolute frequency with
percentages. Groups were compared using
parametric or nonparametric tests according to
the distribution of the variables.

Correlation analysis (Spearman’s correlation
coefficient) was used to assess the association
between the different activity indices (clinical
and US activity) and the neutrophil activation
markers (NET and calprotectin plasma levels).
To specifically investigate the relationship
between calprotectin and the US parameters
(including the US total score, SH score, and PD
score), we utilized a linear regression model.
This regression analysis was adjusted to account
for potential confounding factors, with the
selection of these variables guided solely by
clinical criteria. Furthermore, similar models
were constructed to assess the association
among ESR, hsCRP and the US parameters. We
also analysed the correlation between autoan-
tibody levels and NETs. The performance of
NETs (NE-DNA complexes and H3-DNA com-
plexes) and calprotectin in the diagnosis of US
synovitis was analysed using receiver-operating
characteristic curves (ROC) with US synovitis
yes/no (yes: SH grade > 2 plus PD signal > 1) as
the gold standard. The ROC curves made it
possible to identify the best cut-off point in
terms of sensitivity, while specificity enabled us
to calculate the area under the curve (AUC) as a
measure of the overall discriminative power.
The performance of ESR and hsCRP was also
studied, and the three ROC curves were com-
pared to determine which of the three parame-
ters had the highest discriminatory power for
the diagnosis of US synovitis. The test for the
equality of the AUC uses an algorithm sug-
gested by DeLong, DeLong and Clarke-Pearson
(1988) [38]. Additionally, a logistic regression

model was conducted to investigate the corre-
lation between calprotectin and the presence of
US synovitis (categorized as “yes” when SH
grade > 2 plus PD signal > 1 were present).
Similar to the linear regression model, these
logistic regression models were adjusted for the
same confounding variables.

Analysis was carried out using SPSS software
(version 27.0, IBM Inc., Chicago, IL, USA) and
Stata version 13.1 (StataCorp LP 4905 Lakeway
Drive College Station, TX, USA).

The study was conducted in accordance with
the Declaration of Helsinki and was approved
by the Clinical Research Ethics Committee of
the Hospital Clinic of Barcelona (reg.
HCB20210783). Written informed consent was
obtained from all patients before enrolment in
the study.

RESULTS

Demographic, Clinical and Therapeutic
Characteristics

The study included 114 patients: 90.4% women;
mean age 56 £ 11 years; mean disease duration
16 + 20 years. Most patients (86%) were
seropositive for either RF or ACPAs, 67.5% had
erosive disease and 31.6% had extra-articular
manifestations of RA. Fifty-six patients (49%)
were receiving treatment with anti-IL6r (49
tocilizumab and 7 sarilumab), 28 (25%) were
receiving JAKi (19 baricitinib and 9 tofacitinib)
and 30 (26%) were receiving anti-TNF treatment
(21 etanercept and 9 adalimumab). The mean
duration of these treatments was
56 + 58 months. Nearly half of the patients
were receiving concomitant conventional
DMARD treatment (methotrexate or lefluno-
mide) (49.1%), and 44.7% were also receiving
glucocorticoid treatment (mean prednisone
equivalent dose 3.3 + 2.8 mg/day) (Table 1).

As for disease activity, the mean CDAI was
12 + 10; 64.3% of the patients were in remis-
sion and/or exhibited low disease activity
according to CDAI criteria (Table 2). Regarding
laboratory parameters, the mean hsCRP was
0.4 + 1.3 mg/dl, the ESR was 14 + 18 mm/h
and the mean  plasma  calprotectin
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concentration was 0.99 + 1.5 ug/ml. When
comparing the parameters between the groups,
we found that the classical APRs (both hsCRP
and ESR) were significantly lower in the group
of patients treated with anti-IL6r. However, we
did not find statistically significant differences
in plasma calprotectin levels between the
groups (Table 2).

Ninety-nine patients were studied with US,
of which 66 (67%) were active according to US
criteria (SH score > 2 and PD score > 1). The
mean scores for SH, PD and total US activity
were 6.6 +6.4, 4.1+55 and 11+ 12,
respectively.

When differentiating by treatment group, we
found no differences between the patients in
terms of the different clinical and US parame-
ters of disease activity, except for DAS28, which
was lower in the group of patients treated with
anti-IL6r (Table 2).

Two control groups were included to com-
pare NET levels. The active control group con-
sisted of 15 patients: 93% female; mean age
54 + 12 years. The mean disease duration was
13 + 15 years. All these patients were seroposi-
tive, 67% had erosive disease, and 13% had
extra-articular manifestations of RA. Eleven
patients (73%) were not receiving targeted
therapy, neither biological DMARDs nor JAKi.
Four (27%) were receiving treatment with anti-
IL6r, and three (20%) with rituximab. At the
time of inclusion, 73% were receiving con-
comitant glucocorticoid therapy (mean pred-
nisone equivalent dose 7.0 + 7.8 mg/day). The
second control group consisted of 30 healthy
subjects (mean age 47 + 10 years, 73% women).

NET Plasma Levels in RA According
to the Antirheumatic Drug Group

We analysed the levels of circulating NET rem-
nants, measured as DNA-NE complexes and
DNA-H3 complexes. Plasma levels of neither
NET remnant showed statistically significant
differences between the treatment groups (anti-
1161, JAKi and anti-TNF) (Table 3).

Since the assessment of NETs is a novel and
non-standardized technique, we included a
group of healthy subjects and a group of

patients with highly active RA, as previously
defined, as negative and positive controls,
respectively. Even though the active patient
group exhibited higher levels of NETs than the
main group and the healthy subject group, this
difference did not reach statistical significance
(Table 3).

Association Between NETs and Plasma
Calprotectin with Clinical
and Ultrasonographic Disease Activity

We analysed the correlation between neu-
trophil activation markers (calprotectin and
NET levels) and clinical and US activity param-
eters as well as APRs.

We found that NET levels did not show a
correlation with any of the clinical and US
activity parameters analysed, either as a single
group (Table 4) or when considering the differ-
ent treatment groups separately (Table 5).

Plasma calprotectin showed a moderate cor-
relation with clinical parameters (SJC rho =
0.49, PhGA rho =0.39, CDAI rho =0.30;
P <0.001) and US parameters (rho > 0.50;
P < 0.001). This correlation was stronger than
that observed with APR (Table 4). To further
examine the relationship between plasma cal-
protectin levels and US parameters, we con-
ducted a linear regression model. This analysis
was adjusted to account for potential con-
founding factors such as gender, smoking sta-
tus, disease duration, use of glucocorticosteroids
and drug therapy.

Our findings revealed a positive association
between plasma calprotectin and SH and PD
scores. Specifically, each increase in plasma
calprotectin units corresponded to an increase
of 2.14 units in HS score (95% confidence
interval: 0.71-3.58; P value = 0.004) and 1.66
units in PD score (95% confidence interval:
0.35-2.7; P value = 0.013). However, no signifi-
cant association was observed between plasma
calprotectin levels and the total US score. Sim-
ilar models were applied to ESR and hsCRP but
failed to demonstrate a significant association
(refer to Supplementary Material for details).

When we analysed the correlations by treat-
ment groups, we found that calprotectin
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Table 1 Demographic characteristics and treatment of patients with RA

Anti-IL6r JAKi Anti-TNF Total P value
(n = 56) (n = 28) (n = 30) (n = 114)
Female, 7 (%) 52 (9L1) 25 (89.3) 27 (90.0) 103 (904) NS
Age, years (mean £ SD) 573 £ 11.5 544 + 115 57.09 £ 11.09 56.5 + 11.3 NS
Current smoker, 7 (%) 11 (30) 7 (25.0) 9 (30.0) 37 (239) NS
Disease duration, years (mean £ SD) 165 £ 9.1 144 £93 178 £ 135 163 + 10.5 NS
Seropositive (RE/ACPA), 2 (%) 48 (857) 26 (929) 24 (80) 98 (86) NS
ACPA positive, 7 (%) 36 (66.7) 18 (66.7) 15 (53.6) 69 (63.3)
RF positive, 7 (%) 34 (63) 19 (70.4) 20 (66.7) 73 (65.8)
Anti-CarP antibodies, # (%) 36 (54) 14 (519) 14 (50) 71 (58.7)
Erosions, 7 (%) 43 (76.8) 18 (643) 16 (533) 77 (675) NS
Extraarticular manifestations, 7 (%) 18 (32.1) 11(393) 7 (233) 36 (316) NS
Previous bDMARDs, n (mean & SD) 13+ 1.1 17 £ 19 0.5 £ 09 115+ 14 < 0.001
Previous JAKi, n (%) 4(7.1) 1(3.6) 1(33) 6(53) NS
Current treatment
Concomitant cDMARDs, 7 (%) 24 (42.9) 14 (50) 18 (60.0) 56 (49.1) NS
Concomitant glucocorticoids, 7 (%) 26 (46.4) 17 (607) 8 (267) 51 (447) <005
Prednisone dose (mg/day), (mean & SD) 38425  49+28 15+22 33+£28 <0001

Targeted treatment duration (biological or JAKi), 57.6 £39.1 152 4 163 90.3 & 83.8 55.8 £57.7 < 0.001
month (mean + SD)

Type of treatment, 7 (%)

Tocilizumab 49 (77.5)

Sarilumab 7 (12.5)

Baricitinib 19 (67.9)

Tofacitinib 9 (32.1)

Etanercept 21 (70)
Adalimumab 9 (30)

RA rheumatoid arthritis; anti-I[6r monoclonal antibodies against IL-6 receptors; JAKi JAK inhibitors; anti-TNF tumour
necrosis factor inhibitors; ACPAs anti-citrullinated peptide/protein antibodies; RF rheumatoid factor; anti-CarP anti-
carbamylated protein; &DMARDs biological disease-modifying antirheumatic drug; ¢cDMARDs conventional disease-mod-
ifying antirheumatic drug (metothrexate or leflunomide); » number of patients; SD standard deviation. P value: ANOVA
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Table 2 Clinical, ultrasound and laboratory characteristics of patients with RA
Anti-IL6r JAKi Anti-TNF Total P value
(n = 56) (n = 28) (2 = 30) (n = 114)
Disease activity
28 SJC (mean + SD) 36+ 54 40 £57 24+ 37 34 %51 NS
28 TJC (mean + SD) 13 +£22 2.0 £ 26 14 +23 15 +£23 NS
PGA (mean £ SD) 35+23 41 £25 38 £ 89 37 £25 NS
PhGA (mean £ SD) 25 +23 29 £21 23+£23 26+ 21 NS
VAS pain (mean + SD) 36 +£25 41 £ 25 3.0 £26 35+25 NS
DAS28 (mean + SD) 2.65 + 1.21 381 £ 14 3.08 + 1.17 3.05+ 1.3 < 0.001
Remission, 7 (%) 33 (58.9) 6 (21.4) 11 (36.7) 50 (43.9)
Low disease activity, 7 (%) 7 (12.5) 3 (107) 8 (26.7) 18 (15.9)
Moderate discase 15 (26.8) 16 (57.1) 9 (30.0) 40 (35.1)
activity, 7 (%)
High disease activity, 7 (%) 1(1.8) 3 (10.7) 2 (67) 6(5.3)
CDAI (mean + SD) 10.92 £ 10.0 1339 £103 1073 £ 10.82 1156 £ 1025 NS
Remission, 7 (%) 10 (17.9) 3 (107) 5 (167) 18 (15.8)
Low disease activity, 7 (%) 26 (46.4) 8 (28.6) 14 (467) 48 (42.1)
Moderate disease activity, 2 (%) 13 (23.2) 13 (46.4) 9 (30) 35 (30.7)
High disease activity, 7 (%) 7 (12.5) 4 (14.3) 2 (67) 13 (11.4)
SDAI (mean £ SD) 11.1 £+ 10.0 13.66 + 103  10.73 + 1.82 11.56 + 10.3 NS
RAPID3 (mean + SD) 949 £ 12 9.84 £ 62 109 £ 7.7 9.93 + 6.9 NS
HAQ (mean % SD) 118 + 1.2 0.95 £ 0.7 1.06 + 0.8 1.09 &+ 1.0 NS
US parameters
Anti-IL6r JAKi Anti-TNF Total P Value
(n = 46) (n =23) (n = 30) (n =99)
US synovitis. # (%) 33 (71.7) 17 (73.9) 16 (53.3) 66 (66.7) NS
SH US, (mean £ SD) 5.64 £ 5.6 761 £7.6 6.8 £ 6.6 6.6 £ 64 NS
PD US, (mean % SD) 483 £ 5.0 5.0 + 6.1 427 £ 6.0 41+£55 NS
Total US score (HD + PD), 10.89 £ 10.3 12.61 + 13.4 11.10 + 12.4 114 £ 11.6 NS
(mean £ SD)
Laboratory
hsCRP, mg/dl (mean £ SD) 0.13 £ 0.3 0.37 £ 043 0.77 £ 2.5 0.36 + 1.3 < 0.001
hsCRP < 0.1 mg/dl, 7 (%) 44 (78.6) 13 (46.4) 10 (33.3) 67 (58.8) < 0.001
ESR, mm/h (mean £ SD) 625 £ 3.9 29.0 £ 295 15.1 £ 11.5 14.16 £ 183 < 0.001
I\ Adis
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Table 2 continued

US parameters

Anti-IL6r JAKi Anti-TNF Total P Value
(n = 46) (n =23) (n = 30) (n =99)
Plasma calprotectin, mcg/dl 0.72 + 0.81 121 + 14 125 £ 22 098 £ 1.5 NS

(mean % SD)

RA rheumatoid arthritis; anti-Il6r monoclonal antibodies against IL-6 receptors; JAKi Janus kinase inhibitors; anti-TNF
tumour necrosis factor inhibitors; §/C swollen joint count; 7JC tender joint count; PGA patient global assessment. PhGA
physician global assessment; VAS visual analogue scale; DAS28 disease activity score; CDAI clinical disease activity index;
SDAI simplified disease activity index; RAPID3 routine assessment of patient index data; H4Q Health Assessment
Questionnaire; US synovitis SH grade > 2 plus PD signal > 1; SH synovial hypertrophy score (0-66); PD power Doppler
score (0-66); US total score ultrasound total score (0-132); hsCRP high-sensitivity c-reactive protein; ESR erythrocyte

sedimentation rate; 2 number of patients; SD standard deviation. P value: ANOVA

Table 3 NET remnant levels in the main group vs control groups (active patients and healthy subjects)

Main group  Anti-IL6r JAKi Anti-TNF  Active RA control  Healthy control ~ Total P value*
(n = 114) (n = 56) (n = 28) (n = 30) group (z = 15) (n = 30) (n = 159)
NE-DNA complex, 111 +£040 113 £03 104 +£02 113+£06 259 £47 1.16 = 0.9 125 £ 14 NS
ratio (mean £ SD)
H3-DNA complex, 110 £ 027  LI1£032 105402 113+£02 241 +£39 127 + 14 125+ 14 NS

ratio (mean £ SD)

NET neutrophil extracellular traps; an#i-I[6r monoclonal antibodies against IL-6 receptors; JAKi Janus kinase inhibitors; an¢i- TNF tumour necrosis factor

inhibitors; NE-DNA complex neutrophil elastase-DNA complexes (NETs); H3-DNA complex: histone-DNA complexes. *P value represents the differences

principal group vs. active patients or healthy controls. P value: ANOVA

showed a moderate or strong correlation with
US parameters, unlike classical APR; this is
especially relevant for the group of patients
treated with IL6 inhibitors (Table 5).

When analysing the discriminatory capacity
by the AUC of both the neutrophil biomarkers
of the presence of active US synovitis, calpro-
tectin demonstrated an excellent capacity
(Fig. 1) but plasma NETs did not (Figs. 2 and 3).
This discriminatory capacity of plasma calpro-
tectin was reflected by an AUC of 0.812 (95%
confidence interval [CI]: 0.729-0.894), in con-
trast to the lower discriminatory capacity of
hsCRP and ESR, with AUCs of 0.598
(0.531-0.665) and 0.560 (0.444-0.676), respec-
tively (Fig. 1a). When we analysed the

treatment groups separately, we found that
these differences were maintained (Fig. 1b, c
and e).

Furthermore, a logistic regression model was
employed to examine the association between
calprotectin and the presence of US synovitis
(categorized as “yes” when SH grade > 2 plus PD
signal > 1 was present). Using a calprotectin
level of 0.4 mcg/dl as the cut-off point, our
analysis indicated that patients with plasma
calprotectin values > 0.4 mcg/dl faced an
11-fold higher risk of being identified as active
via ultrasound compared to those with lower
values (OR 11.31; 95% CI 3.18-40.17;
P < 0.001) (refer to Supplementary Material for
details).
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Table 4 Correlation of NETs and plasma calprotectin with clinical and ultrasonographic disease activity

hsCRP ESR Plasma calprotectin NE-DNA complex H3-DNA complex

hsCRP 0.412* 0.505** - 0.127 - 0.037
ESR 0.412%* 0.252* - 0.035 0.023
plasma calprotectin 0.505** 252 - 0.045 -0.162
NE-DNA complex - 0.127 - 0.035 - 0.045 0.237*
H3-DNA complex - 0.037 0.023 -0.162 0.237*

28TJC 0.065 0.085 0.139 0.053 - 0.147
28SJC 0.261** 0.131 0.494** - 0.051 - .215*
PGA 0.026 0.115 0.183 0.059 - 0.063
PhGA 0.197* 0.141 0.389** - 0.07 -0.173
CDAI 0.149 0.157 0.297** 0.014 - 0.181
SDAI 0.179 0.168 0.326™ 0.009 -0.18
DAS28 0.296** 552+ 0.348"* 0.007 -0.116
SH score 0.227* 0.177 0.504** - 0.097 -0.19
PD score 0.237* 0.117 0.553** - 0.043 - 0.196
US total score 0.247* 0.16 0.539** - 0.088 -0.197

NET neutrophil extracellular traps; AsCRP high-sensitivity c-reactive protein; ESR erythrocyte sedimentation rate; NE-
DNA complex: neutrophil clastase-DNA complexes (NETs); H3-DNA complex histone-DNA complexes; 28TJC tender
joint count; 285]JC swollen joint count; PGA patient global assessment. PhGA physician global assessment; CDAT clinical
disease activity index; SDAT simplified disease activity index; DAS28 disease activity score; SH synovial hypertrophy score;

PD power Doppler score; US total score ultrasound total score

“P value < 0.05; **P value < 0.001; Spearman’s rho

Correlation Results Between NETs
and Autoantibody Levels

We analysed potential correlations between
NET levels and autoantibodies (ACPAs, anti-
CarP antibodies and RF). However, our results
showed no correlations, even when autoanti-
body status was categorized into different
quartiles (data not shown). We also did not find
any differences in plasma NET levels when we
classified patients as seropositive or seronega-
tive for each of the autoantibodies analysed
(Table 6).

Correlation Results Between Calprotectin
and ACPA Status

We have analysed whether the correlation of
calprotectin with clinical and ultrasound
parameters of disease activity differs based on
ACPA status (ACPA positive vs ACPA negative).

We have observed that patients who are
ACPA positive maintain a strong correlation
between plasma calprotectin levels and indices
of clinical disease activity. However, in the
ACPA-negative patient group, this correlation
diminishes. On the other hand, when analysing
the correlation with US parameters, we did find
any differences between the two subgroups
(Table 7).
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Fig. 1 ROC curves of plasma calprotectin, hsCRP and
ESR vs ultrasound synovitis according to type of treat-
ment. a Main group (7 = 114); b anti-llér (z = 56);
¢ JAKi (»=28); d anti-TNF (» =30). Anti-ll6r

DISCUSSION

One of the main objectives of the present study
was to assess the utility of plasma NET remnants
as a parameter for evaluating clinical disease
activity in patients with established RA. How-
ever, our findings demonstrated that plasma
NET levels did not reflect the inflammatory
disease status in our patients, regardless of the
specific targeted therapy group analysed. Fur-
thermore, we investigated the potential rela-
tionship between NET remnants and US-
detected synovitis, but no significant associa-
tion was observed. These results are consistent
with previous studies that also failed to find a
significant association between peripheral
blood levels of NETs and disease activity
[17, 39, 40]. However, some studies have shown
an association with clinical disease activity, but
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monoclonal antibodies against IL-6 receptors; JAKi JAK
inhibitors; anti-TINF tumour necrosis factor inhibitors;
hsCRP high sensitivity C-reactive protein; ESR erythrocyte

sedimentation rate; ROC receiver-operating characteristic

those studies are heterogeneous, included lim-
ited numbers of patients and the associations
described are weak and only have a few of the
activity parameters analysed
[21, 25, 26, 28, 41, 42].

The lack of correlation between NETs and
inflammatory disease activity in our cohort may
be attributed to the inclusion of patients
undergoing biological or JAKi treatment with
low disease activity. Nevertheless, even in our
control group consisting of patients with high
disease activity, NET levels were only slightly
elevated and there were no significant differ-
ences compared to the main group. These
findings indicate very strongly that NET rem-
nants cannot be considered reliable biomarkers
of disease activity in patients with RA, particu-
larly those receiving targeted treatment. It is
important to note, however, that the observed
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Fig. 2 ROC curves of NE-DNA complexes, hsCRP and
ESR vs ultrasound synovitis according to type of treat-
ment. a Main group (7 = 114); b anti-llér (» = 56);
¢ JAKi (» = 28); d anti-TNF (» = 30). Anti-ll6r mon-
oclonal antibodies against interleukin-6 receptors; JAKi

low levels of NETs in our patients may be
influenced by the effect of biologics or JAKi, as
previous research has reported reductions in
NET formation following different treatments
with biological drugs [28, 41].

The involvement of NETs in the pathogene-
sis of RA and their potential as a antigenic
source and autoantibodies has been suggested
[16, 22, 43]. Therefore, in this study, we aimed
to determine the association between plasma
NETs and the characteristic autoantibodies seen
in RA. We simultaneously measured the levels
of RF, ACPAs and anti-CarP antibodies in the
same blood samples used for analysing NET
levels. We did not find any correlation between
the titres of autoantibodies and the levels of
NETs in peripheral blood. Low levels of NETs

0.50
1-Specificity

—e— NE_DNA ROC area: 0.6317 —e— hsCRP ROC area: 0.5804
—e— ESR ROC area: 0.6406 Reference

JAK inhibitors; anti-TNF tumour necrosis factor inhibi-
tors; NE-DNA complex neutrophil elastase-DNA com-
plexes (NETs); hsCRP high sensitivity C-reactive protein;
ESR erythrocyte sedimentation rate; ROC receiver-operat-
ing characteristic

together with the effect of biological therapy
may affect the possible relationship between
antibody levels and NET remnants in our
cohort. One study found an association
between ACPA titres and serum NET remnants
(myeloperoxidase-DNA and NE-DNA com-
plexes) in patients with RA, but only in those
patients with extremely high ACPA levels [24].
The discrepancies observed between those
findings and our study may be attributed to
factors such as geographic origin, disease dura-
tion, methodological issues in NET determina-
tion or differences in drug therapies among the
study populations.

The lack of association of plasma NET rem-
nants and autoantibody levels in our study does
not rule out a role for NETs in autoantibody
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production in RA as a consequence of higher
antigenic exposition. Several in vitro studies
corroborate the role of NETs in autoantibody
production and the idea that autoantibodies
stimulate neutrophils to form NETs [16, 22, 43].
In vitro studies have also demonstrated that
neutrophils from patients with RA exhibit
increased spontaneous NET formation, which
correlates with levels of ACPAs [17, 22]. One
major factor that predisposes patients to exac-
erbated NETosis is the proinflammatory envi-
ronment present in RA-affected tissues. This
inflammatory milieu, generated by cells such as
synovial fibroblasts, dendritic cells and macro-
phages releasing proinflammatory cytokines
like TNF-o, IL-1B and interferon-gamma (IFN-v),
can activate neutrophils and promote their
migration to inflamed joints. Once there, the
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Janus kinase inhibitors; anti-TNF tumour necrosis factor
inhibitors; H3-DNA complex histone-DNA  complexes
(NETs); hsCRP high-sensitivity C-reactive protein; ESR
erythrocyte sedimentation rate; ROC receiver-operating
characteristic

neutrophils are continuously stimulated by the
proinflammatory environment, triggering the
release of NETs. Exposure of neutrophils to sera
from patients with RA, especially those with
elevated ACPA and RF levels, as well as the
inflammatory cytokines IL-17A and TNF, indu-
ces NET formation in isolated RA neutrophils,
which are more susceptible to NET formation
than those from healthy individuals [22]. NETs
are also an important source of carbamylated
proteins in patients with RA [44]. Anti-CarP
antibodies are frequently present in RA and are
associated with increased joint destruction,
mortality and interstitial lung disease [33, 45].
These antibodies can activate osteoclasts and
contribute to bone resorption, thus suggesting a
causal relationship with bone damage in RA
[44]. Moreover, the specific types of NETSs
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Table 6 NET titres in patients according to autoantibody positivity

ACPAs AntiCarP RF
Negative ~ Positive P value Negative Positive P value Negative Positiv P value
(n=40) (=79) (n=50) (n=71) (n=38) (n=73)
NE-DNA 1.12 (0.52) 1.10 NS 1.04 1.17 NS 1.05 1.14 NS
complex, mean (0.31) (0.26) (0.47) (0.27) (0.45)
(SD)
H3-DNA 105 (023) 113 NS 1.05 114 NS 1.06 L12 NS
complex, mean (0.30) (1.76) (0.32) (0.22) (0.30)
(SD)

NET neutrophil extracellular traps; NE-DNA complex neutrophil elastase-DNA complexes (NETs); H3-DNA complex
histone-DNA complexes (NETSs). ACPAs anti-citrullinated peptide/protein antibodies; 4724iCarP anti-carbamylated protein

antibodies; RF rheumatoid factor, SD standard deviation

Table 7 Correlation of plasma calprotectin with clinical
and ultrasonographic disease activity, by ACPA status

ACPAs negative ACPAs positive

CDAI 0.04 0.413*
SDAI 0.079 0.438™
DAS28 0.16 0.459*
28TJC —0.093 0.262*
28SJC 0.493* 0.466™
PGA — 0.067 0.333*
PhGA 0.186 0.473™
SH score 0.589** 0.468"*
PD score 0.588** 0.545"*
US total score 0.608** 0.511*

CDAI clinical disease activity index; SDAI simplified dis-
case activity index; DAS28 disease activity score; 28TJC
tender joint count; 28§JC swollen joint count; PGA
patient global assessment; PhGA physician global assess-
ment; SH synovial hypertrophy score; PD power Doppler
score; US total score ultrasound total score

*P value < 0.05; **P value < 0.001; Spearman’s rho

involved in RA pathogenesis warrant further
investigation. While some studies have identi-
fied specific NET components, such as citrulli-
nated proteins, others have highlighted the

presence of histones or antimicrobial peptides.
Understanding the heterogeneity of NETs and
their contribution to disease processes is crucial
if we are to gain deeper insight into the complex
mechanisms of RA.

Overall, the induction of NETs by autoanti-
bodies, the association between blood NET
levels and ACPA titres and the variations
observed in different experimental settings
together emphasize the intricate nature of the
involvement of NETs in RA pathogenesis. Fur-
ther research is needed to elucidate the specific
subtypes and functional roles of NETs in the
context of disease progression and treatment
response.

Additionally, we examined a well-known
neutrophil activity marker: calprotectin. Our
results confirm that calprotectin is a good bio-
marker of disease activity in patients with RA,
showing a correlation with activity measured by
clinical and US parameters. It is a promising
biomarker with potential use in monitoring
patients, especially those using treatments that
modify the levels of classical APR, such as anti-
IL6r [46, 47] or JAKI [46, 47]. These results are in
line with the existing literature. Previous studies
have indicated that this protein reflects a
patient’s clinical status more accurately than
APRs [10-13], including clinical remission or
low disease activity. Furthermore, calprotectin
serves as a prognostic biomarker for radio-
graphic  progression [48], a marker of
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therapeutic response to specific targeted
DMARDs [20], and it has proved useful in pre-
dicting disease flares in seemingly controlled
patients [49]. A recent publication by Sejersen
et al. explored the relationship between cal-
protectin levels and autoantibody-characterized
subgroups [50]. They described association
between circulating calprotectin and inflam-
mation in patients who are ACPA positive but
not in patients with RA who are ACPA negative.
In line with this research, our analysis of the
cohort, stratified based on autoantibody status,
revealed a notable correlation between calpro-
tectin and clinical parameters in patients with
RA who are ACPA positive but not in patients
who are ACPA negative. However, interestingly,
we did not observe any significant differences in
ultrasound (US) parameters. It is important to
note that the sample size in the seronegative
subgroup in our cohort was small.

The present study has some limitations. First,
the methodology used to assess NETs relied on
an ELISA that detects proteins expressed in
NETs but which are not exclusive to these
structures. This indirect approach may have
introduced variability and potential bias into
the results. Another limitation of our study was
its cross-sectional design, which restricted our
ability to establish causality or observe changes
in NET levels over time. Additionally, the
patient cohort in our study consisted of indi-
viduals with long-standing RA who were
undergoing targeted therapies. These treat-
ments may influence the levels of NETs,
potentially leading to lower levels than those
observed in patients who were naive to treat-
ment. It is essential to acknowledge the poten-
tial confounding effect of medications on NET
levels and to consider studying patients at dif-
ferent disease stages to better understand the
dynamics of NETs in RA.

Despite these limitations, this study consti-
tutes a significant contribution to the expand-
ing body of research investigating the interplay
among NETs, disease activity and autoantibod-
ies in RA. However, based on the results of this
study, we cannot advocate for the routine clin-
ical measurement of NETs to monitor disease
activity. Conversely, our findings solidify the
notion that calprotectin serves as an

exceptionally valuable biomarker for assessing
inflammatory activity (both clinical and ultra-
sonographic). It plays a pivotal role, particularly
in evaluating patients undergoing treatments
that inhibit the production of classical RFA,
such as rIL6 antagonists or JAKi.

CONCLUSION

NET formation induced by neutrophils may
play a potential role in RA, but our results
question the utility of NET remnants in
peripheral circulation as a biomarker of
inflammatory activity in this disease. No asso-
ciation between NETS and clinical and US dis-
ease activity or with autoantibodies was
observed. By contrast, our study clearly con-
firms the usefulness of blood calprotectin, a
protein derived from neutrophil activation, as a
biomarker of inflammatory activity and local
synovitis in patients with RA, thereby confirm-
ing the results of previous studies.
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Discusién

En los ultimos afios ha habido avances muy significativos en el manejo y
estrategia de tratamiento en la AR, que han supuesto una mejora importante en el
prondstico de la enfermedad. Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de encontrar
biomarcadores sélidos que nos permitan monitorizar de forma objetiva la actividad

inflamatoria y la respuesta al tratamiento en los pacientes.

Las estrategias TTT promueven el ajuste del tratamiento hasta alcanzar el
objetivo (remisién o baja actividad de la enfermedad), basado en la evaluacién frecuente
de la actividad de la enfermedad con indices articulares compuestos para los que se

necesitan biomarcadores que permitan guiar las decisiones terapéuticas.

En la practica clinica, los RFA clasicos (PCR y VSG), se utilizan para monitorizar
la actividad de la AR. Sin embargo, estos RFA no siempre reflejan con precision el grado
de sinovitis, ya que pueden verse influenciados por diversos factores, incluyendo la
terapia antirreumatica utilizada. Esto es especialmente significativo en el caso de los
pacientes que reciben tratamiento con anti-rlL.-6 o JAKi. En estos casos se ha

cuestionado la utilidad de los RFA clasicos para la evaluacién de la actividad de la AR.

Los anti-rll-6 producen una reduccidn de la sintesis hepatica de proteinas de
fase aguda mediante la inhibicién de los estimulos de la IL-6(11,214). Se ha observado
gue con tocilizumab, independientemente de la mejora de la actividad de la
enfermedad, los niveles séricos de PCR disminuyen drasticamente(215). En cuanto a los
JAKi, son una familia de terapias dirigidas que también tiene un impacto importante en
los RFA (6,15,16). Por lo tanto, los niveles séricos de PCR, pero también de VSG, no
deberian usarse como biomarcador de inflamacion en estos pacientes, y se deberia

evitar los indices compuestos que los incluyen, como DAS28 o SDAI(10).
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En este contexto, la presente Tesis Doctoral aborda esta necesidad, al presentar
los resultados obtenidos del estudio de los biomarcadores de activacién neutrofilica
para el control de la actividad inflamatoria en pacientes con AR, especialmente en
aquellos que utilizan tratamientos que inhibe la sintesis de proteinas de fase aguda de

la respuesta inflamatoria sistémica, como son los JAKi y los anti-rIL-6.

El objetivo principal de nuestro trabajo fue evaluar dos marcadores de actividad
de los neutroéfilos en sangre periférica, la concentracion de calprotectina plasmatica y
los niveles de NETs plasmaticos, como posibles biomarcadores de actividad inflamatoria
en pacientes con AR. La calprotectina es una proteina liberada por los neutréfilos
durante la actividad inflamatoria y sus niveles plasmaticos se han correlacionado con la
gravedad de la inflamacidn(55). Por otro lado, se ha descrito que las NETs podrian jugar
un papel en la respuesta inmune y se han asociado a la patogenia de varias

enfermedades inmunomediadas, entre ellas la AR(42).

Para lograr este objetivo se emplearon una serie de estrategias integrales de
evaluacidn, que incluyeron la medicién de marcadores clinicos y de laboratorio, indices
compuestos de actividad y, especialmente, el estudio ecografico articular, utilizado este

ultimo como gold-standard para determinar la presencia de sinovitis.

La eleccion de los marcadores de activacion neutrofilica se fundamenta en la
creciente evidencia que respalda el papel crucial de los neutréfilos en la respuesta
inflamatoria de la AR (18). Numerosos estudios han demostrado que los neutrdfilos no
solo estdn presentes en grandes cantidades en las articulaciones inflamadas, sino que
también son actores clave en el inicio y la perpetuacién de la respuesta inflamatoria de
la AR(19). Dada su implicacidn en los procesos inflamatorios, la medicion de la actividad

neutrofilica a través de biomarcadores especificos, como la calprotectina y los NETSs,
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ofrece una oportunidad valiosa para obtener una evaluacion mas precisa de la actividad
de la enfermedad. Esto es particularmente relevante en el contexto de pacientes que

reciben terapias dirigidas, como FAMEDb o JAKi.

En el primer trabajo, se realizé una evaluacién de la precision de la calprotectina
plasmatica en la deteccidn de sinovitis mediante ecografia en pacientes con AR que
recibian tratamiento con anti-rIL-6 o JAKi. Nuestros resultados indican una asociacién
significativa entre los niveles de calprotectina plasmdtica y la presencia de sinovitis
medida por ecografia. Se observé que la calprotectina mostraba una capacidad superior
a la de los biomarcadores tradicionales, la PCR o la VSG, para detectar sinovitis
ecografica en pacientes con AR tratados con anti-rlL-6. Ademas, se encontrd una
correlacion mas estrecha entre los niveles de calprotectina plasmatica y las
puntuaciones ecograficas en pacientes que recibian tratamiento con JAKi en

comparacion con PCR y VSG.

En el segundo trabajo ampliamos el numero de pacientes estudiados. Ademas,
afiadimos un grupo control de pacientes tratados con anti-TNF, donde la calprotectina
ya habia demostrado ser de utilidad para valorar la actividad inflamatoria (24,28).
Nuestros resultados confirmaron nuevamente que la calprotectina es un buen
biomarcador de la actividad de la enfermedad en pacientes con AR, mostrando
correlacién con la actividad medida por parametros clinicos y ecograficos. Ademas,
encontramos que la calprotectina tenia una muy buena capacidad discriminatoria a la
hora de detectar la presencia de sinovitis activa (medida por ecografia) a diferencia de
la PCR o la VSG, cuya capacidad era s6lo moderada. Estas diferencias se mantenian en
los 3 grupos de tratamiento estudiados: tanto JAKi y anti-rIL.-6 como el en el grupo

control de anti-TNF.
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Hasta donde sabemos, estos son los primeros estudios que evaluan el
rendimiento de la calprotectina en sangre en pacientes con AR tratados con JAKi.
Nuestros resultados muestran que en pacientes tratados con JAKi, la calprotectina
plasmatica es un buen biomarcador de actividad y que tiene una mayor correlacion con

la sinovitis por ecografia que la PCR.

En cuanto a los pacientes tratados con anti-rll-6, sélo la calprotectina fue un
biomarcador de sinovitis ecografica, a diferencia de la PCR y VSG que no mostraron la

misma relevancia en estos pacientes.

En consecuencia, nuestros hallazgos respaldan que la calprotectina plasmatica
puede considerarse un biomarcador sensible de la inflamacidn sinovial en pacientes con
AR tratados con anti-rIL-6 o JAKi. Es un biomarcador prometedor con un uso potencial
en el seguimiento de pacientes, especialmente aquellos que reciben tratamientos que
modifican los niveles de RFA clasicos, como los anti-rlL.-6 o JAKi (11,12). Nuestros
resultados estan en linea con la bibliografia existente. Estudios previos han indicado que
esta proteina refleja el estado clinico del paciente de manera mas precisa que los RFA
clasicos (24,144,216). Ademas, la calprotectina sirve como un biomarcador prondstico
de la progresion radiografica (217) y es un marcador de respuesta terapéutica a FAMEs

especificos (27).

La ecografia es una técnica de imagen muy sensible para detectar sinovitis
activa en pacientes con AR, siendo mas sensible que la exploracién fisica. Nuestros
resultados confirman la asociacién de la calprotectina con la sinovitis medida por
ecografia en la AR, como se ha documentado en otros estudios (28,152-154).
Previamente se habia demostrado que en pacientes que reciben anti-TNF, la

calprotectina es un buen biomarcador de sinovitis ecografica, incluso en pacientes en
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remisién o con baja actividad de la enfermedad (28). Hemos replicado estos hallazgos
por primera vez en pacientes con AR tratados con anti-rIL-6 y JAKi, la mayoria de los

cuales estaban en remisidn o con baja actividad.

El otro parametro analizado fue los remanentes de las NETs en plasma. La
medicion de NETs es una tendencia emergente en los ultimos afios. Para la realizacién
de esta Tesis Doctoral se determinaron los remanentes de los NETs por primera vez en
nuestro hospital. Para esto utilizamos un ELISA desarrollado especificamente en el

laboratorio de inmunologia de nuestro centro.

Estudiamos las NETs en el grupo de pacientes tratados con JAKi o anti-rll-6 e
incluimos tres grupos control: un grupo de pacientes tratados con anti-TNF, un grupo
control positivo de pacientes que definimos como muy activos (pacientes con al menos
4 articulaciones inflamadas, independientemente del tipo de tratamiento que

estuvieran recibiendo) y otro grupo control negativo en el que incluimos sujetos sanos.

Nuestros hallazgos demostraron que los niveles plasmaticos de NETs no
reflejaban el estado inflamatorio de la enfermedad, independientemente del grupo de
terapia especifica analizada. Ademas, estudiamos la posible relacion entre los
remanentes de NET y la sinovitis detectada por ecografia, pero tampoco observamos
una asociacién significativa. Estos resultados coinciden con estudios previos que
tampoco encontraron una asociacion significativa entre los niveles de NETs en sangre
periféricay la actividad de la enfermedad (33,88,209). Sin embargo, otros trabajos si que
han mostrado una asociacidon con la actividad clinica de la enfermedad. No obstante,
cabe destacar que estos estudios son muy heterogéneos, utilizando diferentes métodos

para la deteccion de las NETs, con un numero limitado de pacientes, y en los que las
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asociaciones descritas son débiles y sélo con unos pocos de los parametros de actividad

analizados (31,200,205,206,208,213).

La falta de correlacion entre las NETs y la actividad inflamatoria de la
enfermedad en nuestra cohorte puede atribuirse a la inclusion de pacientes sometidos
a tratamiento bioldgico o JAKi con baja actividad de la enfermedad. Sin embargo, incluso
en nuestro grupo de control, compuesto por pacientes con alta actividad de la
enfermedad, los niveles de NET estaban solo ligeramente elevados y no hubo diferencias
significativas en comparacion con el grupo principal. Estos hallazgos indican que los
remanentes de las NETs no podrian considerarse biomarcadores fiables de la actividad
de la enfermedad en pacientes con AR, particularmente aquellos que reciben
tratamiento dirigido. Sin embargo, es importante tener en cuenta que los bajos niveles
observados de NETs en nuestros pacientes pueden estar influenciados por el efecto de
los tratamientos biolégicos o JAKi, ya que investigaciones previas han reportado
reducciones en la formacion de NET después de diferentes tratamientos con FAMEb

(206,213).

Como objetivo secundario de la tesis se quiso analizar la asociacion entre los
marcadores de activacion de los neutrofilos y los anticuerpos caracteristicos de la AR:

FR, ACPA y anti-CarP.

Se ha sugerido que las NETs participan en la patogenia de la AR y su potencial
como fuente antigénica y autoanticuerpos (32,185,186). En este trabajo medimos
simultaneamente los niveles de RF, ACPAs y anticuerpos anti-CarP en las mismas
muestras de sangre utilizadas para analizar los niveles de las NETs. En este caso, no
encontramos ninguna correlacion entre los titulos de autoanticuerpos y los niveles de

NETs en sangre periférica. Creemos que los bajos niveles de NETs junto con el efecto de
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la terapia bioldgica pueden afectar la posible relacién entre los niveles de anticuerpos y
los remanentes de NETs en nuestra cohorte. Previamente se habia descrito una
asociacion entre los titulos de ACPA y los remanentes séricos de las NETs en AR, pero
sélo en aquellos pacientes con niveles muy altos de ACPA (218). Las discrepancias
observadas entre esos hallazgos y nuestro estudio pueden atribuirse a factores como el
origen geografico, la duracion de la enfermedad, problemas metodoldgicos en la
determinacién de las NETs o diferencias en las terapias medicamentosas entre las

poblaciones estudiadas.

La falta de asociacion entre los remanentes plasmaticos de las NETs y los niveles
de autoanticuerpos en nuestro estudio no descarta un papel de las NETs en la
produccién de autoanticuerpos en la AR como consecuencia de una mayor exposicion
antigénica. Varios trabajos in vitro corroboran el papel de las NETs en la produccién de
autoanticuerpos y la idea de que los autoanticuerpos estimulan a los neutroéfilos para
formar NETs (32,185,186). Los estudios in vitro también han encontrado que los
neutroéfilos de pacientes con AR muestran mayor formacion espontanea de NETs, que
se correlaciona con los niveles de ACPA (32,33). Las NETs también se han descrito como
una fuente importante de proteinas carbamiladas en pacientes con AR (169). Los
anticuerpos anti-CarP estdn presentes con frecuencia en la AR y se asocian con formas
mas graves de la enfermedad y con un aumento de la morbi-mortalidad(196,197). Se ha
sugerido que estos anticuerpos pueden activar osteoclastos y contribuir a la resorcién

Osea, lo que sugiere una relacion causal con el dafio dseo en la AR (169).

Todavia es necesario investigar mas sobre los tipos especificos de NETs

involucrados en la patogenia de la AR. Comprender la heterogeneidad de las NETs y su
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contribucién en los procesos de enfermedad es crucial si queremos obtener una

comprensién mas profunda de los mecanismos complejos de la AR.

En lo que respecta a la relacidn entre la calprotectina y los autoanticuerpos,
analizamos si existia diferencia en cuanto a la capacidad discriminatoria de la
calprotectina para detectar sinovitis en pacientes seropositivos vs seronegativos. Este
analisis reveld una notable correlacidn entre la calprotectina y los parametros clinicos
en pacientes con AR que son ACPA-positivos, pero no en pacientes que son ACPA-
negativos. Sin embargo, es interesante destacar que no observamos diferencias
significativas en los parametros ecograficos. Es importante tener en cuenta que el
tamafio de muestra en el subgrupo seronegativo en nuestra cohorte fue pequefio. Estos
resultados estan en concordancia con lo publicado previamente en la bibliografia, donde
se ha descrito que existe una asociacion entre la calprotectina circulante y la inflamacion
en pacientes que son ACPA positivos, pero no en pacientes con AR que son ACPA

negativos (142). Con el FR no encontramos ninguna diferencia.

Nuestro trabajo tiene algunas limitaciones. En primer lugar, el tamafio muestral
de los pacientes incluidos, que fue relativamente pequefio, especialmente de pacientes
tratados con JAKi. Ademas, los pacientes estaban predominantemente en remisidon o
con baja actividad de la enfermedad. Otra limitacién de nuestro estudio fue su disefio
transversal, lo que limita nuestra capacidad para establecer causalidad y observar

cambios en los niveles de NETs y calprotectina con el tiempo.

Sin embargo, incluso en este contexto, la calprotectina mostré una buena
capacidad discriminatoria para la sinovitis detectada por ecografia. Dado el papel crucial
de la calprotectina en la fisiopatologia tanto de la inflamacién aguda como crdnica, sus

niveles en sangre podrian constituir un marcador potencial de la actividad de la
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enfermedad en la AR. Cada vez hay mas evidencia que respalda la idea de que la
calprotectina estratifica con mayor precisiéon la actividad de la enfermedad en
comparacion con la PCR y la VSG. Ademas, datos recientes han demostrado que los
niveles de calprotectina podrian servir como una herramienta util para monitorizar la
actividad de la enfermedad y la respuesta terapéutica en pacientes que reciben terapia

bioldgica o JAKI.

No obstante, se requieren estudios mas amplios y la estandarizacién de los
ensayos en pacientes con AR para determinar el verdadero potencial de la calprotectina
como biomarcador para la monitorizacion de la actividad de la enfermedad o la
respuesta al tratamiento en la practica clinica, de manera similar a lo que ocurre con la
calprotectina fecal en la Ell. Las futuras aplicaciones podrian incluir objetivos
terapéuticos potenciales, la prediccion de la respuesta al tratamiento o la titulacién de

dosis de bioldgicos en un enfoque de medicina personalizada.

En lo que respecta a la determinacion de las NETs, cabe destacar que la
metodologia utilizada para evaluarlas se basé en un método indirecto, un ELISA que
detecta proteinas expresadas en las NETs, pero que no son exclusivas de estas
estructuras (202). Este enfoque indirecto puede haber introducido variabilidad y sesgo
potencial en los resultados. Ademas, la cohorte de pacientes en nuestro estudio
consistiéd en individuos con AR de larga duracién que estaban recibiendo terapias
dirigidas (FAMEb o JAKi). Estos tratamientos pueden influir en los niveles de NETSs, lo que
potencialmente conduciria a niveles mas bajos que los observados en pacientes que
nunca han recibido tratamiento. Es esencial reconocer el potencial efecto de los
medicamentos en los niveles de las NETs y considerar estudiar pacientes en diferentes

etapas de la enfermedad para comprender mejor la dindmica de las NET en la AR.
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También existen varias limitaciones al comparar nuestros resultados con otros
estudios sobre NETs como marcador de actividad de la AR. Para empezar, la variabilidad
en los métodos de medicion que se utilizan en los estudios. Aunque existen
recomendaciones (219), no contamos con un método estandarizado para la medicién
de las NETs. Es por este motivo por el cual en los diferentes trabajos de investigacién no
existe homogeneidad, dificultando su comparacidn. Por otro lado, el estudio en sangre
periférica de la NETosis con la cuantificacién de los restos de las NETs, utilizando
diferentes complejos proteicos es complicada, ademds de un método de valoracién
indirecto. Se suma a lo anterior que los complejos proteicos que se utilizan para medir
las NETs pueden no ser especificos de los productos de la NETosis, pudiendo dar lugar a

falsos positivos o falsos negativos (202).

También hay que tener en cuenta que los neutréfilos son células altamente
activas y sensibles a estimulos externos, y la manipulacién de la sangre durante la
obtencién y el procesamiento de la muestra puede desencadenar su activacion y la
generacion de NETs. La generacidon espontanea de NET durante la obtencién y
procesamiento de la muestra puede resultar en una sobrestimacion de los niveles de
NETs en la sangre periférica y, por lo tanto, en una interpretacién errénea de los

resultados.

Otra de las limitaciones es el pequefio tamafio muestral de algunos estudios,
limitando la capacidad para generalizar los resultados a la poblacidn. Ademas, las
poblaciones incluidas en los trabajos previos eran muy heterogéneas con diferencias en
el tipo de AR, tiempo de evolucion y gravedad de la enfermedad o el tratamiento
previamente recibido, entre otros; lo que puede afectar los resultados. Son necesarios

mas estudios en poblaciones especificas prestando especial atencion, en nuestra
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opinidn, a los tratamientos previamente recibidos por los pacientes. En vista de los
resultados observados creemos que los farmacos biolégicos pueden jugar un papel

relevante en la NETosis.
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Conclusion

1. Los resultados de nuestro estudio respaldan la importancia de la calprotectina
como un biomarcador clave para evaluar la actividad de la enfermedad en
pacientes con AR. La medicion de la calprotectina representaria una herramienta
crucial que permite una evaluacién mas precisa de la actividad inflamatoria, tanto

desde el punto de vista clinico como ecografico.

2. Para la evaluacidon de pacientes con AR que reciben tratamiento con anti-rlL-6 o
JAKi, que inhiben la produccién de RFA clasicos, la determinacion de los niveles
de calprotectina es especialmente util. Tiene una muy buena capacidad
discriminatoria a la hora de detectar la presencia de sinovitis, a diferencia de la
PCR o la VSG. Nuestros resultados subrayan la utilidad clinica potencial de la

calprotectina en este contexto terapéutico especifico.

3. En base a los resultados de este estudio, no podemos abogar por la medicién
clinica de rutina de las NETs para monitorizar la actividad de la enfermedad. No
hemos encontrado correlacién entre los niveles de productos derivados de las

NETs en sangre periférica y la actividad de la enfermedad, ni clinica ni ecografica.

4. A pesar de que se ha sugerido la participacion de las NETs en la patogenia de la
ARy su potencial como fuente antigénica y autoanticuerpos, en nuestro trabajo
no encontramos ninguna correlacion entre los titulos de autoanticuerpos (FR,
ACPA y anti-CarP) y los niveles de NETs en sangre periférica. Creemos que los
bajos niveles de NETs junto con el efecto de la terapia biolégica pueden afectar la
posible relacidn entre los niveles de anticuerpos y los remanentes de las NETs en

nuestra cohorte.
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5. La presente Tesis Doctoral constituye una nueva contribucién al campo de la
investigacion sobre el papel de los niveles de NETS y su posible relacién con la

actividad de la actividad de la enfermedad y los autoanticuerpos en la AR.
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