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Resumen

El objetivo del presente trabajo es medir el nivel de linfocitos T reguladores (Treg) en
sangre periférica de nifos con All y analizar su asociacion con la actividad de la
enfermedad, calidad de vida, necesidad de ajuste de tratamiento y hospitalizacién.
Nuestro trabajo consta de dos fases, una transversal y una prospectiva, que ha incluido
pacientes consecutivos con diagnéstico de All. Nuestras variables independientes
fueron el nivel de Treg, Thl, Th2 y citocinas en sangre periférica, y nuestras variables
dependientes en la fase transversal fueron el subtipo de AlJ, nivel de actividad y los
desenlaces reportados por el paciente. Para evaluar su asociacion hemos empleado el
coeficiente de correlacidon de Spearman y la U de Mann-Whitney. En la fase prospectiva
hemos analizado la probabilidad de ajuste de tratamiento y hospitalizacidon debido a la
enfermedad en funcidn del nivel basal de Treg, empleando para ello la regresién de Cox.
Nuestro trabajo ha incluido 87 pacientes, con una mediana de edad de 11 afios y siendo
ninas el 63,2%. El nivel de Treg no se asocid con la mayoria de las variables de interés.
Sin embargo, encontramos que un nivel mas elevado de Treg se asocid con valores mas
bajos de Velocidad de Sedimentaciéon Globular (VSG) y con una mejor percepciéon
subjetiva de la situacion y curso de la enfermedad; mientras que niveles mas elevados
de IL-10 and TGF- se asociaron con niveles mas bajos de VSG, menos dolor y mejor
percepcion subjetiva del estado de la enfermedad. No encontramos asociacién entre las
Treg vy las variables de seguimiento analizadas. Nuestros resultados sugieren que un
nivel mas elevado de Treg en sangre periférica de pacientes con Al podrian relacionarse
con menor actividad de la enfermedad y mejor calidad de vida percibida por los
pacientes. Sin embargo, no hemos podido demostrar su relacién con la progresion de

enfermedad.



1) Introduccion
1. Artritis Idiopatica Juvenil

1.1 Definicion y epidemiologia

La artritis idiopatica juvenil (All) es una entidad heterogénea que engloba diferentes
subtipos de artritis crénicas en la edad infantil, con diferente evolucion y prondstico.
Para su diagndstico se requieren tres condiciones (1): Artritis persistente durante mas
de 6 semanas, inicio antes de los 16 anos y excluir otras condiciones asociadas o

causantes de artritis como infecciosas, traumaticas o neoplasicas.

Los datos epidemioldgicos de la AlJ son variables, en funcion del drea geografica
analizada y otras cuestiones metodoldgicas empleadas como por ejemplo las categorias
estudiadas y definicidon de caso. La prevalencia e incidencia de Al estimada en Europa
segulin una revision sistematica publicada en 2014 oscila entre 3,8 — 400 /100.000 nifios
y 1,6-23 /100.000 nifios respectivamente, siendo mas frecuente la forma oligoarticular
y predominio en el sexo femenino (2,3). En Espaia no disponemos en la actualidad de
datos epidemioldgicos sobre AlJ; sin embargo un estudio realizado en Catalufia en 2010
mostré una incidencia y prevalencia de 6,86 casos y 40,02 casos por 100.000 habitantes
respectivamente (4), mientras que otro realizado en Asturias determind una incidencia

de 3,5/100.000 menores de 16 afios y prevalencia de 51,4/100.000 habitantes afio (5).

1.2 Criterios de clasificacion.

Los dos primeros criterios de clasificacion de la All datan de los afios 70 y fueron clave
para homogeneizar la investigacidon en esta patologia, permitiendo avanzar en su

conocimiento y manejo:



e C(lasificacion propuesta por la American Rheumatism Association, en la que la
actual AlJ se denominaba Artritis Reumatoide Juvenil y diferenciaba tres subtipos
(6). Fue empleada en América.

e C(lasificacion europea propuesta por EULAR (European League Against
Rheumatism) en la que se empleaba el término Artritis Crénica Juvenil y

englobaba seis tipos de artritis (7).

Si bien ambos términos fueron utilizados como sinébnimos no son equivalentes, y la
heterogeneidad resultante dificultaba la realizacién de estudios multicéntricos. Por ello,
en los ainos 90 la International League of Associations of Rheumatology (ILAR) cred un
Grupo de Trabajo de Criterios de Clasificacién (8) con el fin de emitir unos criterios
unificados que facilitaran la investigacién en All. Fue en la conferencia de Edmonton de
2001 cuando el término Artritis Idiopatica Juvenil es acufado por consenso (1),
obteniéndose una clasificacion y nomenclatura comidn que sigue vigente en la
actualidad y ha sido validada en distintos paises, incluido Espafia (9). Las principales

caracteristicas y diferencias de estas tres clasificaciones las detallamos en la tabla 1y 2.

Tabla 1. Subtipos de AlJ seguin clasificaciones

ACR 1977 EULAR 1978 ILAR 1997
Artritis Reumatoide Juvenil Artritis Cronica Juvenil Artritis Idiopatica Juvenil

Sistémica Sistémica Sistémica

Pauciarticular Pauciarticular Oligoarticular

Poliarticular Poliarticular Poliarticular FR negativo
Artritis Reumatoide Juvenil Poliarticular FR positivo
Artritis Juvenil Psoriasica Psoridsica
Espondilitis Juvenil Artritis — entesitis

Indiferenciada
ACR: American College of Rheumatology; EULAR: European League Against Rheumatism; ILAR:
International League of Associations of Rheumatology FR: Factor reumatoide




Tabla 2. Principales diferencias entre clasificaciones

ACR (1977) EULAR (1978) ILAR (1997)
Numero de subtipos 3 6 7
Edad debut < 16 afios < 16 afios < 16 afios
Duracion artritis > 6 semanas > 3 meses > 6 semanas
Incluye Aps y EA juvenil No Si Si
Exclusidén otras causas Si Si Si

APs: Artritis psoridsica; EA: Espondilitis anquilosante; ACR: American College of Rheumatology; EULAR:
European League Against Rheumatism; ILAR: International League of Associations of Rheumatology

La clasificacion ILAR se basa en los sintomas que acontecen en los primeros 6 meses de
enfermedad, y en ella hemos basado la identificacién de pacientes para el presente

trabajo. Describimos los subtipos de All en la tabla 3.

Conseguir una nomenclatura comun facilité el desarrollo de estudios y ensayos clinicos
gue han sido clave para avanzar en el conocimiento de la etiopatogenia y tratamiento
de la AlJ. A pesar de unificar criterios, la AlJ sigue siendo una enfermedad heterogénea
desde un punto de vista fisiopatoldgico, clinico y prondstico (10-12). La clasificaciéon
ILAR se basa en criterios derivados de consenso en funcién del nimero de articulaciones
afectadas, hallazgos extraarticulares (psoriasis o sistémicos) y el FR como unico dato
analitico; sin tener en cuenta otros datos genéticos y moleculares de los que disponemos
actualmente (10-14). Por ello, en 2019 se publicé un consenso de expertos que propone

reclasificar la Al) y que debera ser aprobada y validada en los préximos afios (15).
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Tabla 3. Subtipos de AlJ seguin ILAR. Definicidn y criterios de exclusion

Subtipo

Definicion

Exclusion

Sistémica

Artritis en una o mas articulaciones acompafiada o
precedida por fiebre, de al menos dos semanas de
duracién, que se documenta a diario durante al
menos 3 dias, acompafiada de uno o mas de los
siguientes hallazgos: exantema eritematoso
evanescente, linfadenopatia generalizada, serositis
y hepatomegalia y/o esplenomegalia.

a,b,cd

Oligoarticular

Artritis que afecta entre una y cuatro articulaciones
durante los primeros 6 meses de la enfermedad.
Existen dos subtipos: Oligoartritis persistente (no
afecta a mas de 4 articulaciones en la evolucién) y
oligoartritis extendida (afecta a mas de 4
articulaciones tras los primeros 6 meses).

a,b,cde

Poliarticular Factor
Reumatoide (FR)
positivo

Artritis que afecta a 5 0 mas articulaciones durante
los 6 primeros meses de enfermedad. El FR debe
ser positivo en al menos dos determinaciones,
separadas 3 meses entre si, en los 6 primeros
meses de enfermedad.

a,b,ce

Poliarticular Factor
Reumatoide negativo

Artritis que afecta a cinco o mas articulaciones
durante los 6 primeros meses de enfermedad. El
FR es negativo.

a,b,cde

Psoridsica

Artritis y psoriasis, o bien artritis y al menos 2 de
los siguientes: dactilitis, piqueteado ungueal
(pitting) u onicolisis, y psoriasis en familiar de
primer grado

b,c,d e

Artritis — Entesitis
(ARE)

Artritis y entesitis, o artritis o entesitis con al
menos dos de los siguientes: presencia o historia
de dolor sacroiliaco y/o dolor lumbosacro
inflamatorio, HLA B27 positivo, artritis en paciente
varén mayor de 6 afios, uveitis anterior aguda y
antecedentes de espondilitis anquilosante, artritis
relacionada con entesitis, sacroilitis con Ell,
sindrome de Reiter o uveitis anterior aguda en
familiar de primer grado

a,d e

Indiferenciada

Artritis que no cumple criterios de ninguna
categoria o que los cumple en dos o mas de las
mismas.

ILAR: International League of Associations of Rheumatology; FR: Factor reumatoide; HLA: Human

Leukocyte Antigen; Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal. Criterios de exclusion: a) psoriasis o historia
de psoriasis en el paciente o en un familiar de primer grado; b) artritis de inicio en un paciente mayor de

6 afios, varén y con HLAB27 positivo; c) historia personal o familiar (pariente de primer grado) de
espondilitis anquilosante, All — ARE, sacroilitis con Ell, sindrome de Reiter o uveitis anterior

aguda; d) presencia de FR IgM en al menos dos determinaciones separadas 3 meses entre si; e)

presencia de All sistémica en el paciente.
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1.3 Etiologia y etiopatogenia

La etiologia de la All sigue siendo desconocida. Se postula que sea consecuencia de la
interaccion de distintos factores ambientales en un individuo genéticamente
predispuesto, generando una alteracién en el balance entre las células reguladoras y

efectoras del sistema inmunoldgico.

Respecto a los factores genéticos, conviene mencionar que en la mayoria de los estudios
genéticos realizados se limitan a las formas oligoarticular y poliarticular FR negativo o
bien engloban todos los subtipos salvo la sistémica y, por tanto, puede existir un sesgo
en la caracterizacion de los distintos subtipos de la enfermedad. La mayor parte de los
progresos se han conseguido gracias a estudios de asociacién genética (genome-wide
association studies, GWAS), y los factores de riesgo genéticos incluyen genes tanto del
complejo HLA en el cromosoma 6 como no — HLA. Los genes del sistema HLA son el factor
de susceptibilidad mas importante pero sdlo explican alrededor de un 10% del riesgo
genético. Respeto al HLA de clase |, se ha reconocido la implicacién del HLA A2 y HLA
B27 en formas oligoarticular extendida y AlJ-ARE respectivamente (16—18). En cuanto al
HLA de clase Il algunos estudios han encontrado asociacién entre alelos del HLA-
DRB1*04 y la All poliarticular FR positivo, al igual que en la AR del adulto (19,20). Otros
alelos implicados en Al serian el HLA-DRB1*08, HLA-DRB*11 y HLA-DRB*13, sobre todo
con las formas oligoarticular y poliarticular FR negativo (20,21). Estos genes codifican
proteinas implicadas en la presentacién de antigenos a los linfocitos T, sugiriendo la
afectacién de la inmunidad adaptativa en la AlJ. Los genes no-HLA contribuyen sobre
todo a base de polimorfismos de bajo riesgo, y aunque han sido descritos muchos de
ellos gracias a los GWAS sélo unos pocos han sido confirmados. Hasta la fecha se han

descrito alrededor de 30 loci que confieren susceptibilidad para padecer AlJ en regiones
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no-HLA, pero con Odds Ratio modestas. Los mejor caracterizados son los genes PTPN22,
STAT4 y PTPN2 (22-25). Estudios realizados en los ultimos afios han conseguido
relacionar los polimorfismos en ERAP1 y IL23R con la AlJ-ARE y la All psoridsica

respectivamente (26,27).

Respecto a los factores ambientales, algunos han sido estudiados, pero no existen
conclusiones robustas al respecto. Algunas infecciones virales, como el parvovirus B19
o virus de Ebstein Barr, o bacterianas como el Mycoplasma pneumoniae y Streptococo
grupo A han sido postulados como desencadenante para el desarrollo de AlJ (28—-34).
Ademas de los agentes infecciosos, otros factores como la lactancia materna,
nacimiento por cesdrea o exposicidn a antibioterapia han sido estudiados como posibles
factores etioldgicos en All. Algunos trabajos encuentran que la lactancia materna y el
tener un hermano afecto podrian ser factores protectores, mientras que agentes
infecciosos, parto por cesdrea y exposicion a antibioterapia podrian contribuir al
desarrollo de AlJ; si bien los datos proceden de pequeiios estudios observacionales y de
calidad variable (35). Una revisidn sistematica reciente evalud 39 estudios y un total de
66 factores ambientales analizados, encontrando un aumento del riesgo en pacientes
nacidos por cesarea (OR 1,11 (1C95% 1,01 — 1,22), mientras que situaciones como tener
un hermano afecto y el tabaquismo materno obtuvieron resultados protectores (OR
0,60 1C95% 0,44-0,81 y OR 0,70 1C95% 0,58-0,84 respectivamente) (36). Este mismo
trabajo revisa otras asociaciones evaluadas hasta la fecha como la estacionalidad,
polucioén, situaciones perinatales o alimentacién, entre otros, con resultados variables e

inciertos.
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La interaccion entre los factores genéticos y ambientales previamente descritos da lugar

a la alteracion del sistema inmunoldgico causante de la AlJ.

En su patogenia intervienen elementos sobre todo de la inmunidad adaptativa, como
los linfocitos T efectores y T reguladores. La alteracién tanto cuantitativa como
cualitativa de las T reguladoras (Treg) ha sido estudiada sin obtener datos consistentes.
Actualmente sabemos que los distintos tipos de células T pueden encontrarse en tejido
sinovial y en sangre periférica de pacientes con enfermedad activa, y estas células T
podrian mostrar su funcién efectora o reguladora dependiendo del ambiente en el que
se encuentren. Entender esta plasticidad podria ser importante no solo para entender
la patogenia de la AlJ, sino también para guiar el tratamiento (37-41). Otro componente
importante de la inmunidad adaptativa en All son los linfocitos B, responsables de
diversas funciones, sobre todo, de la produccion de autoanticuerpos (anticuerpos
antinucleares y el factor reumatoide) y la presentacién de antigenos a los linfocitos T, si
bien de forma distinta a las células dendriticas y sin necesitar a las moléculas
coestimuladoras caracteristicas de éstas Ultimas, que son clave en modular la respuesta
del linfocito T. El linfocito B, por tanto, interviene en la desregulaciéon inmunolégica que
da lugar a la AlJ (42—44) y un mayor conocimiento del mismo podria aportar informacién
acerca de la etiopatogenia de la All. Ademas, la inmunidad innata que interviene en
perpetuar la inflamacién y el dafio, también esta implicada en la patogenia de la AlJ;
algunos trabajos han demostrado anormalidades tanto en la funcidon como el fenotipo
de células del sistema inmune innato, como las células dendriticas, natural killer,

neutréfilos y macrofagos (45,46).
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La AlJ sistémica merece un comentario a parte pues tanto desde el punto de vista clinico
como genético difiere del resto de subtipos de All. En su patogenia intervienen tanto el
sistema inmune innato, en una primera fase de inflamacién sistémica, como el
adaptativo. La All sistémica ha sido propuesta como un sindrome o enfermedad
autoinflamatoria poligénica, en la que el dano tisular vendria determinado por una
respuesta inflamatoria mediada por el inflamasoma. Algunos estudios han mostrado
alteraciones en vias inflamatorias relacionadas con la IL-1 e IL-6, asi como un papel
relevante del IFNy e IL-18 en los casos que asocia sindrome de activacion macrofagica

(47,48).

1.4 Clinica
La All muestra una gran variedad de manifestaciones clinicas, tanto articulares vy
extraarticulares 6rgano — especificas (cutaneas, oculares) o sistémicas.

1.4.1 Manifestaciones articulares y musculoesqueléticas

A nivel articular el signo predominante es la artritis periférica, y en menor frecuencia la

entesitis y la afectacion axial. La artritis periférica se define como la inflamacién de la

membrana sinovial, que implica hipertrofia sinovial y aumento en la vascularizacién
local; este hecho da lugar a la apariciéon del derrame articular que vemos en la
exploracidn fisica, aumentando de tamafio de la articulacién afectada, provocando dolor
variable y limitacién del rango de movilidad articular. En la All la inflamacién articular
puede presentarse en forma de monoartritis, oligoartritis de grandes / medianas
articulaciones, poliartritis simétrica de pequefias articulaciones y poliartritis asimétrica
de grandes y pequenas articulaciones. La entesitis es la inflamacion en la entesis, es decir
en la zona de unién al hueso de un tenddn, musculo o ligamento. Clinicamente se
manifiesta como dolor en la regién afectada, asi como tumefaccién y enrojecimiento
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m4as o menos visible segun la localizacion. En la AlJ, la afectacidn entesitica se da en la

artritis — entesitis, artritis psoriasica y AlJ indiferenciada. Respecto a la afectacidn axial,

es menos prevalente que la artritis periférica en global, pero no debe pasar
desapercibida sobre todo en el subtipo ARE y algunas formas de artritis psoridsica e
indiferenciada (49,50).
1.4.2 Manifestaciones extraarticulares

Ademas de las articulaciones otros drganos o aparatos pueden verse afectados en esta
enfermedad, como el ojo o la piel. La uveitis es la complicaciéon extraarticular mas
frecuente en All y se define como una inflamacién de la Uvea, formada por el iris,
coroides y retina. Existe una nomenclatura estandarizada bajo los criterios SUN
(Standardisation of Uveitis Nomenclature) (51) que permite definir la localizacién de la
inflamacidn en el ojo (anterior, intermedia, posterior o panuveitis), establecer el tiempo
de evolucion (aguda, subaguda, crénica o recurrente) y facilitar su monitorizacion. Esta
clasificacién permite homogeneizar algunos hallazgos de la exploracién ocular como el
numero de células en cdmara anterior (conocido como Tyndall) o la presencia de flare

(proteinas en camara anterior), sinequias posteriores, turbidez vitrea o cataratas.

En AlJ la uveitis anterior crénica es la presentacidon mas frecuente, y cursa de manera
asintomatica por lo que el screening rutinario es clave para su deteccién precoz. La
periodicidad de las revisiones oculares dependerd de ciertas caracteristicas clinicas
consideradas como factores de riesgo para el desarrollo de inflamacidn ocular que son:
el subtipo de AlJ, tiempo de evolucidn, positividad de los ANA y edad al debut. El
diagnéstico y tratamiento precoces son fundamentales para un buen prondstico ocular
evitando complicaciones como catarata, glaucoma, queratopatia en banda y edema

macular.
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El seguimiento en nuestro medio se basa en el siguiente protocolo, avalado por la

Sociedad Espafiola de Reumatologia Pediatrica es el siguiente (52):

1) Forma oligoarticular, poliarticular FR negativo y psoriasica:
a) ANA negativo:
a.1) Hasta 6 afios al debut de la enfermedad:
- Los primeros 4 afios de evolucion: cada 6 meses
- A partir de 4 afios de evolucién: cada 12 meses
a.2) Mas de 6 afios al debut de la enfermedad: cada 12 meses
b) ANA positivo:
a.1) Hasta los 6 afios al debut de la enfermedad:
- Los primeros 4 afios de evolucion: cada 3 meses
- Entre 4 y 7 afios de evolucidn: cada 6 meses
- A partir de 7 afios tras el debut: cada 12 meses
a.2) Mas de 6 afios al debut de la enfermedad:
- Los primeros 2 afios de evolucion: cada 6 meses
- A partir de los dos afios del debut: cada 12 meses
2) Forma poliarticular FR positivo, ARE y All sistémica: revisiones periddicas

cada 12 meses

Ademads de la afectacion ocular, en Al) también puede verse afectada la piel. Las lesiones
cutdaneas en AlJ se ven sobre todo en las formas psoriasica, poliarticular FR positivo y
sistémica. La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crdnica de la piel que cursa con
lesiones inflamatorias y escamosas, con gran variabilidad clinica y un curso remitente -

recurrente. Los nifios presentan las mismas formas clinicas que los adultos, pero las
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lesiones difieren en distribucién y morfologia. La psoriasis en placas es la mas frecuente
en adultos y ninos, aunque en éstos ultimos las placas suelen ser mas delgadas y
pequeiias y suelen localizarse en cara, cuero cabelludo y areas flexoras; en los nifios mas
pequeiios puede cursar similar a una dermatitis del paial. La psoriasis en gotas es la
segunda forma mas frecuente y su inicio es agudo, apareciendo como pequefias papulas
en tronco y/o diseminadas a menudo tras una infeccién estreptocécica o viral; puede
ser autolimitada y resolverse en 3-4 meses o evolucionar a una psoriasis en placas. La
psoriasis pustulosa representa del 1-5,4% de los casos en nifios y se caracteriza por
presentar pustulas estériles localizadas o generalizadas, que pueden acompafiarse de
sintomas sistémicos (tipo von Zumbusch) y que en un pequefio porcentaje de los casos
se debe a mutaciones en el gen del antagonista del receptor de la IL-16 (IL36RN) (53).
Otras formas menos frecuentes son la psoriasis invertida, palmo plantar, lineal,
eritrodérmica o la afectacidn facial aislada. La afectacién ungueal puede preceder,
coincidir o desarrollarse posteriormente a la afectacién cutdnea y se ha reportado en
mas del 40% de los nifos con psoriasis, sobre todo en el sexo masculino; su
reconocimiento es fundamental en el diagndstico de la Al) psoridsica sobre todo cuando
la afectacion cutanea no estd presente (54-58). Los nddulos reumatoides se han descrito
en la All poliarticular FR positivo (59) y algunos trabajos han sugerido su relacién con el
inicio de metotrexato, si bien es una hipétesis que no ha sido confirmada (60,61). La
forma sistémica se caracteriza por fiebre, exantema y afectacion sistémica. Los hallazgos
cutaneos ocurren en el 90% de los pacientes en forma de exantema macular o urticaria,
asalmonado, circunscrito y transitorio, que habitualmente ocurre asociado al pico febril.

Puede ser anular, migrar a diferentes localizaciones y rara vez persiste en la misma
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localizacion mas de una hora, lo que ayuda a diferenciarlo de exantemas virales o

asociados a fdrmaco. Suele verse en areas de presién y puede asociar dermografismo.

Respecto a las manifestaciones sistémicas en las formas de All no sistémica son

excepcionales, si bien pueden presentar cierto grado de astenia y febricula cuando la
afectacion articular es extensa. La Al sistémica es el subtipo que mas difiere del resto
de formas de la enfermedad, y comparte caracteristicas con los sindromes
autoinflamatorios, predominando los sintomas sistémicos sobre la afectacién articular
en numerosas ocasiones. Ademds de la fiebre, exantema, adenopatias, serositis y
megalias, esta entidad puede complicarse con el Sindrome de Activacién Macrofagica,
complicacién potencialmente mortal que aparece en un 7-13% de los niflos afectos de

AlJ sistémica (47,62,63).

La afectacién érgano especifica en la All es poco frecuente, pero se ha descrito

afectacién pulmonar y cardiaca. Respecto a la afectacion pulmonar, los pacientes con
AlJ sistémica pueden desarrollar hipertension pulmonar, enfermedad intersticial y
proteinosis alveolar que con frecuencia son infradiagnosticadas y pueden resultar
fatales (64). También existe una entidad similar a la AR del adulto con afectacion
pulmonar, relacionada con mutaciones genéticas en el gen COPA (coatomer protein
complex, subunit Alpha) (65,66). En cuanto a la afectacion cardiaca, la pericarditis es la
afeccion mas frecuente y en general tiene un curso benigno; pero la afectacién de
endocardio (endocarditis y patologia valvular) y miocardio también pueden ocurrir,

aumentando la morbimortalidad (67,68).

1.4.3 Complicaciones

19



En la evolucién de la AlJ pueden aparecer complicaciones relacionadas tanto con la
enfermedad en si misma como con los tratamientos empleados. Un manejo dptimo es

fundamental para evitar su aparicion (69-71).

Las complicaciones musculoesqueléticas que con frecuencia aparecen ante un manejo
insuficiente de la enfermedad son las erosiones o dafio estructural, la osteoporosis y los
nodulos reumatoides que ya hemos descrito con anterioridad. Respecto al dafo
estructural, su prevalencia en pacientes con All depende del subtipo, siendo la mas
elevada en la poliarticular FR positivo (72,73). Existen alteraciones radiograficas en AlJ
que se ven también en la AR del adulto (erosiones, disminucién del espacio articular y
osteopenia yuxtarticular), pero otras como el cierre precoz del cartilago de crecimiento,
deformidades epifisarias y dismetria son especificas de la edad pediatrica, y su aparicion
se relaciona con un control insuficiente de la enfermedad (74). Durante la infancia y
adolescencia la poblacion sana alcanza su masa ésea pico, la cual puede verse afectada
en los pacientes con All por la inflamacién crdnica, algunos tratamientos y la falta de

actividad fisica, dando lugar al desarrollo de osteoporosis y osteopenia (75-77). La

osteoporosis conlleva un riesgo elevado de fracturas por fragilidad sobre todo
vertebrales (78,79). Por otro lado, algunos pacientes con AlJ finalizan su periodo de
crecimiento con talla baja, sobre todo en las formas poliarticulares y graves de la
enfermedad y en aquellas que han requerido dosis altas de esteroides como la sistémica.
En las formas oligoarticulares es mas frecuente encontrar dismetria a favor de la
articulacion inflamada. Ademas de la inflamacidon mantenida y algunos tratamientos
empleados, el retraso puberal y alteraciones en el eje de la hormona del crecimiento
son otras causas que contribuyen a la alteracién en el crecimiento de los pacientes con

AlJ (80).
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M3s alla del aparato locomotor, a nivel ocular puede haber complicaciones en pacientes
con uveitis con un manejo subdptimo, siendo las principales las cataratas, queratopatia
en banda y glaucoma. Algunos trabajos han reconocido que los factores de riesgo para
un pobre prondstico en uveitis asociada a All son el sexo masculino, edad temprana al
debut, corto intervalo entre el inicio de la artritis y la uveitis y la presencia de sinequias

en el primer episodio (81-83). La afectacién pulmonar o cardiaca descrita con

anterioridad es excepcional, pero cuando acontecen pueden dar lugar a lesiones
organicas a largo plazo. A nivel sistémico, y sobre todo la forma sistémica con un manejo
subdptimo, puede dar lugar al desarrollo de amiloidosis, definida como el depdsito
extracelular de fibras de amiloide en multiples érganos provocando su disfuncién
progresiva; su incidencia se ha reducido a medida que se han ido incrementando las

opciones terapéuticas (84-87).

1.4.4 Caracteristicas principales de los diferentes subtipos

Las manifestaciones y complicaciones articulares y extrarticulares que acabamos de
describir pueden aparecer en cualquier subtipo de AlJ, si bien cada uno de ellos suele

cursar los patrones clinicos que detallamos a continuacion.

La All sistémica representa un 10% de todos los casos de All y predomina en el sudeste

asiatico, sin diferencias en cuanto a su distribucidn por sexo y edad (2,88). Se caracteriza
por picos diarios de fiebre alta y rash evanescente asalmonado, pudiendo asociar
mialgias y dolor abdominal. En la exploracion fisica es habitual encontrar
hepatoesplenomegalia y adenopatias generalizadas, pleuritis, pericarditis y artritis, y
durante su evolucién puede aparecer afectacién pulmonar grave en forma de

hipertensién pulmonar, afectacion intersticial y proteinosis alveolar. En cuanto a
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pruebas complementarias destaca la elevacion de reactantes de fase aguda vy
leucocitosis con neutrofilia, hiperferritinemia, trombocitosis y anemia microcitica (1,64).
Un porcentaje de los casos de All sistémica asociardn sindrome de activacion
macrofagica bien al debut o durante el curso de la enfermedad, que se caracteriza por
fiebre continua (no a picos como en la All sistémica), hepatomegalia, neutropenia,
trombopenia, elevacidon de transaminasas, LDH vy triglicéridos, asi como ferritina muy
elevada (>10.000 pg/l). Es caracteristica la elevacion marcada de los niveles de PCR
mientras que la VSG se reduce, debido a la disminucion del fibrinégeno circulante
debido a la coagulopatia por consumo. Los criterios de clasificacidon facilitan su
reconocimiento temprano, permitiendo el tratamiento precoz y evitando su progresién

fallo multiorgdanico (62).

La AlJ oligoarticular es el subtipo mas prevalente, representando mas del 50% de las AlJ.

Se caracteriza por artritis asimétrica de inicio antes de los 6 afios, predileccién por el
sexo femenino, con frecuencia los ANA son positivos y tienen un mayor riesgo de
desarrollar uveitis anterior crénica. Cuando afecta a un maximo de cuatro articulaciones
hablamos de oligoarticular persistente. La rodilla y tobillo son las articulaciones mas
frecuentemente afectadas y en ocasiones puede afectar una Unica articulacidn; pero si
en los primeros 6 meses de enfermedad presenta un patrdn aditivo afectando al menos
a 5 articulaciones hablamos de oligoartritis extendida, que tiene un prondstico menos
favorable que la oligoartritis persistente. Los reactantes de fase aguda pueden ser

normales o estar elevados (2).

La_AlJ poliarticular FR positivo afecta a un pequeino porcentaje (<5%) de los nifios con

AlJ y comparte caracteristicas con la AR del adulto. Tiene predileccién por el sexo
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femenino y suele debutar en la infancia tardia o adolescencia. Cursa como poliartritis
simétrica erosiva de pequefias articulaciones de manos y pies, con o sin afectacion de
grandes articulaciones. Analiticamente existe elevacién de PCR y VSG, anemia de
procesos cronicos y los anticuerpos antipéptido citrulinado (CCP) suelen ser positivos,

asi como los ANA. No muestra un mayor riesgo de uveitis (2).

La AlJ poliarticular FR negativo representa el 15-20% de todos los casos de All y también

muestra predominio femenino. Es un subtipo heterogéneo, encontrando un grupo de
pacientes de debut en la infancia tardia como poliartritis simétrica de grandes vy
pequefias articulaciones y ANA negativo; y otro perfil de pacientes que cursaria similar
a las formas oligoarticulares, con debut temprano, riesgo de uveitis, artritis asimétrica y

ANA positivo (2,89).

En cuanto a la AlJ psoriasica (APs), afecta al 3-10% de los pacientes con All. Para su

clasificacién existen dos sets de criterios de clasificacion (ILAR y Vancouver), similares,
aunque ILAR cuenta con criterios de exclusién. Las caracteristicas de ambas las
detallamos en la tabla 4. La clasificacion de Vancouver distingue dos poblaciones de All
psoriasica: una similar a la espondiloartritis y artritis psoridsica del adulto que incluye
también nifios con forma ARE, y otra similar a la forma oligoarticular / poliarticular de
inicio precoz, ANA positivo, predominio femenino y alta incidencia de iridociclitis;
mientras que en la clasificacion ILAR los pacientes que muestren un comportamiento
similar a la espondiloartritis y artritis psoriasica del adulto serdn excluidos al cumplir el

criterio de exclusion “c”, clasificdandose como All indiferenciada (2,90-92).
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Tabla 4. Diferencias entre la clasificacidon de All psoriasica ILAR y Vancouver
Criterios clasificacion ILAR (1997) Criterios clasificacion Vancouver (1989)
Artritis y psoriasis, o Artritis y psoriasis, o
Artritis mds dos de los siguientes: dactilitis, Artritis mas dos de los siguientes:
pitting ungueal u onicolisis, psoriasis en familiar | dactilitis, pitting ungueal, psoriasis en
de primer grado familiar de primer o segundo grado y
psoriasis
Criterios de exclusion: b, c,dye. Criterios de exclusion: Ninguno

Criterios de exclusion: b) artritis de inicio en un paciente mayor de 6 afios, varén y con HLAB27 positivo;
¢) historia personal o familiar (pariente de primer grado) de espondilitis anquilosante, c) espondilitis
anquilosante, ARE, sacroilitis asociada a Ell, sindrome de Reiter, uveitis anterior aguda o historia de
alguno de ellos en un familiar de primer grado, d) Factor reumatoide positivo en dos determinaciones
separadas 3 meses, e) presencia de All sistémica en el paciente; HLA: Human Leukocyte Antigen; ARE:
Artritis relacionada con entesitis; Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal; ILAR: International League of
Associations of Rheumatology

La AlJ — ARE se considera como la forma de espondiloartritis juvenil, representa el 5-10%
de los casos de All y en un porcentaje elevado hay algin familiar afecto de
espondiloartritis. Afecta sobre todo a varones en edad escolar o adolescencia cursando
como una artritis asimétrica y oligoarticular con predileccion por los miembros
inferiores; la afectacion de cadera y tarso son caracteristicos de este subtipo. El hallazgo
distintivo de la ARE es la presencia de entesitis y sus localizaciones mas frecuentes son
la insercién de la fascia plantar, insercién del tendén de Aquiles en el calcaneo y del
rotuliano en la tuberosidad tibial; otras localizaciones menos frecuentes son trocanter,
cresta iliaca, sinfisis pubica, tuberosidad isquidtica y unidn costocondral. La afectacién
sacroiliaca es caracteristica de esta entidad y normalmente no esta presente al debut si
no que se desarrolla en el curso de la enfermedad. Puede presentar uveitis sintomatica.
Analiticamente suele dar lugar a aumento de la VSG y el HLA B27 es positivo en un 50-
90% de los pacientes (2,93-95).

Por ultimo, la_All indiferenciada es una entidad en la que los pacientes no cumplen

criterios de ninguna categoria o bien cumplen de varias entidades, y representa el 10-

15% de los nifios con AlJ.
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1.5 Métodos de evaluacion clinica
Los objetivos del tratamiento de la AlJ son controlar los sintomas del paciente, prevenir
el dano establecido y mejorar su calidad de vida. En la consecucién de estos objetivos
emplearemos instrumentos que, de forma estandarizada y validada, nos ayuden a
monitorizar la enfermedad y el estado de bienestar del paciente. Existen diferentes
indices que miden la actividad de la enfermedad, el dafio estructural, la respuesta al
tratamiento y cuestionarios para evaluar la capacidad funcional y calidad de vida.

1.5.1 Evaluacioén de la actividad articular

La evaluacion de la actividad de la enfermedad se puede realizar mediante indices
simples, como el recuento articular o la evaluacion del médico o paciente / padres, que
son faciles de aplicar en practica clinica pero no evallan el espectro completo de la
enfermedad. Para ello, se han desarrollado indices compuestos que permiten una
valoracién multidimensional, evaluando multiples dominios de la enfermedad y que
muestran utilidad en practica habitual y en la realizacion de ensayos clinicos. Los indices
compuestos mas utilizados son los criterios de Wallace, la actividad minima de la

enfermedad y el indice JADAS (Juvenile Arthritis Disease Activity Score):

Criterios de Wallace (96): fueron disefiados en 2004 para definir la enfermedad inactiva

y han sido empleados tanto en investigacion como en practica clinica. Se considera
enfermedad inactiva cuando se cumplen todos los criterios que exponemos en la tabla
5. Si la enfermedad inactiva se mantiene durante 6 meses consecutivos estando el
paciente en tratamiento se clasifica como remision clinica con tratamiento activo; y

cuando se cumplen tras 12 meses de detener la medicacién el paciente es clasificado
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como remision sin tratamiento. Estos criterios fueron modificados para incluir la

inflamacién ocular, la VSG y una duraciéon <15 minutos en la rigidez matutina (97).

Tabla 5. Criterios de remision de Wallace
Ausencia de artritis activa
Ausencia de rash, fiebre, serositis, visceromegalias y adenopatias atribuibles a la AlJ
Valores de PCR y VSG normales
Ausencia de inflamacién ocular, segln criterios SUN (51)
Valoraciéon médica indicando ausencia de enfermedad.
PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de sedimentacion globular; SUN: Standardization of
Uveitis Nomenclature

Actividad minima de la enfermedad (98): En 2008 el grupo italiano desarrollé el indice

actividad minima de la enfermedad (Minimal Diseaase Activity — MDA). Se considera
MDA cuando la EVA global del médico es <2,5 y no hay ninguna articulacién inflamada
en oligoarticular. En poliarticular se considera MDA si la EVA global del médico <3,4, la

EVA global del paciente o padres 2,5y <1 articulacion inflamada.

indice JADAS (99): indice de actividad compuesto que se desarrollé en 2009. Incluye los

items que se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Variables del indice compuesto JADAS
Valoracidn de la actividad seguin el médico (EVAm), medida en una escala visual
analdgica del 0 al 10 cm (0 = ausencia de actividad; 10 = maxima actividad)
Valoracidn del bienestar global segun el paciente / padres EVAp), medida al
igual que EVAm segun una escala del 0 al 10 cm.
Valor de la VSG (mm/hora)
Recuento de articulaciones activas
JADAS: Juvenile Arthritis Disease Activity Index; EVAm: Escala visual analdgica médica;
EVAp: Escala visual analdgica paciente; VSG: Velocidad de sedimentacion globular

Segun las articulaciones evaluadas existen tres versiones del JADAS:
JADAS 10: incluye cualquier articulacion tumefacta, independientemente del tipo y

localizacidn. Se cuentan hasta un maximo de 10.
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JADAS 27: incluye las siguientes articulaciones: columna cervical, codos, mufiecas, de la
primera a la tercera metacarpofalangicas (MCFs), interfalangiacas proximales (IFPs),
caderas, rodillas y tobillos. Esta version de 27 articulaciones se basa en un analisis previo
gue mostro que el recuento de éstas 27 es un buen marcador del recuento completo de
articulaciones.

JADAS 71: incluye 71 articulaciones. No incluye las articulaciones toracicas y de la
columna lumbar, que si estan incluidas en otras evaluaciones estandarizadas adoptadas
por parte de PRINTO y PRCSG (Pediatric Rheumatology Collaborative Study Group). Para
solventar este aspecto, en los ensayos clinicos se cuenta la columna cervical, toracica y
lumbar como una Unica articulacidn. Las articulaciones sacroiliacas no se incluyen en el
recuento pues no se puede determinar tumefaccion ni limitacién de su movilidad en la
exploracion fisica.

El JADAS se calcula con una suma del score de cada componente evaluado; por tanto,
para JADAS 10 la puntuacién ird de 0 a 40; de 0 a 57 para JADAS 27 y de 0 a 101 para
JADAS 71.

Existe también la posibilidad de calcular el JADAS sustituyendo la VSG por la PCR. El
calculo de JADAS-PCR es similar al original, una suma de los cuatro componentes y
obtiene resultados que también van de 0-40, de 0-57 y de 0-101 para JADAS10-PCR,
JADAS27-PCR y JADAS71-PCR, respectivamente. Esta version utilizando la PCR ha sido
validada con el JADAS original (100).

Ademas de estas dos versiones con VSG y PCR, existe una tercera version de JADAS que
incluye las variables del set original sin los reactantes de fase aguda, y podria ser de
utilidad en aquellas situaciones en que no sea posible disponer de ellos (101).

Inicialmente se nombré como JADAS3 -10, -27 6 -71 segun las articulaciones estudiadas,
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pero se cambid el nombre a cJADAS para evitar confusién dada la proximidad de valores
numéricos. Ha mostrado también buena correlacion con el JADAS original.

Muy recientemente se ha publicado una version JADAS centrada en padres y/o
pacientes, que podria afiadir valor a la evaluacién médica (102).

La tabla 7 muestra las variables de los primeros indices JADAS y su rango de puntuacién.

Tabla 7. Calculo del indice JADAS y puntuacion
EVAm EVAp Recuento articular Reactantes de | Puntuacion
(EVA, cm) | (EVA, cm) fase aguda
JADAS 10 0-10 0-10 Maéximo de 10 articulaciones VSG (0-10) 1 0-40
JADAS 27 0-10 0-10 27 articulaciones VSG (0-10)* 0-57
JADAS 71 0-10 0-10 71 articulaciones VSG (0-10)* 0-101
JADAS10-PCR 0-10 0-10 Maéximo de 10 articulaciones PCR (0-10) 2 0-40
JADAS27-PCR 0-10 0-10 27 articulaciones PCR (0-10) 2 0-57
JADAS71-PCR 0-10 0-10 71 articulaciones PCR (0-10) 2 0-101
cJADAS 10 0-10 0-10 Madximo de 10 articulaciones - 0-30
cJADAS 27 0-10 0-10 27 articulaciones - 0-47
cJADAS 71 0-10 0-10 71 articulaciones - 0-91

JADAS: Juvenile Arthritis Disease Activity Index; EVAm: Escala visual analdgica médica; EVAp: Escala visual analdgica
paciente; VSG: Velocidad de sedimentacion globular; PCR: proteina C reactiva. 1. El valor de la VSG puntua de 0 — 10
en JADAS, valor que se obtiene con la siguiente férmula: (VSG (mm/h) — 20) / 10. Valores < 20 mm/h son 0 puntos, y
valores > 120 mm/h son 10 puntos. 2. El valor de la PCR puntta de 0 — 10 en JADAS, valor que se obtiene con la
siguiente formula: (PCR (mg/Il) - 10) / 10. Valores < 10 mg/I son 0 puntos y valores > 110 mg/| son 10 puntos

El indice JADAS permite monitorizar la evolucién de la enfermedad, basandose en la
disponibilidad de puntos de corte que definen la actividad de la enfermedad como alta,
moderada y baja (101,103,104) y que mostramos en la tabla 8. Los pacientes con AlJ
sistémica con hallazgos sistémicos de actividad fueron excluidos de estos estudios, y los

valores de corte para este subtipo no estan todavia desarrollados.
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Tabla 8. Puntos de corte de actividad segin JADAS
JADAS 10/ 71 JADAS 27 cJADAS 10

Oligoartritis

Inactiva <1 <1 <1

Actividad baja 1,1-2 1,1-2 1,1-1,5

Actividad moderada 2,1-4,2 2,1-4,2 1,51-4

Actividad alta >4,2 >4,2 >4
Poliartritis

Inactiva <1 <1 <1

Actividad baja 1,1-3,8 1,1-3,8 1,1-2,5

Actividad moderada 3,9-10,5 3,9-8,5 2,51-8,5

Actividad alta >10,5 >8,5 >8,5

JADAS: Juvenile Arthritis Disease Activity Index

JSpADA (Juvenile Spondyloarthritis Disease Activity Index) (105): fue desarrollado por
consenso en 2014 y validado para nifios y adolescentes con espondiloartritis juvenil.
Incluye 8 variables que ponderan 1 punto cada una: artritis, entesitis, dolor del paciente,
reactantes de fase aguda, rigidez matutina, sacroilitis, uveitis y movilidad axial. El rango
del JSpADA va de una puntuacién minima de 0 a una mdaxima de 8. Recientemente el
grupo canadiense ha propuesto un JSpADA modificado que incluye 6 variables,
excluyendo los reactantes de fase aguda y el test de Schober y que por tanto facilita su

cumplimentacién tanto en practica clinica e investigacion (106).

1.5.2 Evaluacion de la actividad ocular

En cada visita se deben evaluar ambos ojos, examinando la agudeza visual (con la prueba
acorde a la edad del nifio), la presencia de Tyndall y/o Flare en cdmara anterior mediante
la [dmpara de hendidura, el fondo de ojo para evaluar el polo posterior, presion
intraocular y tomografia de coherencia éptica para valorar retina y presencia de edema
macular. Los hallazgos deben valorarse y monitorizarse atendiendo a la clasificacion SUN
(51). Con la exploracion oftalmoldgica se debe valorar también la presencia de

complicaciones o lesiones estructurales como hipotonia, hipertensién o glaucoma,
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sinequias, cataratas, queratopatia en banda, edema macular, membrana epiretiniana e

inflamacion vitrea.

La primera visita a oftalmologia debe realizarse dentro del primer mes tras el diagndstico
de AlJ, y con la periodicidad expuesta mas arriba segun algunas caracteristicas clinicas
(52). Cuando se detecta la presencia de uveitis, la frecuencia de visitas debe modificarse
a semanal, quincenal, cada 6 semanas o trimestral segun si el grado de actividad es 3/4

+,1/2 +, 0,5+ o inactividad respectivamente (52).

1.5.3 Evaluacion del dafo articular establecido

La artritis no adecuadamente tratada y algunos tratamientos empleados para su control
puede causar daio irreversible a nivel articular y extrarticular, aspecto que en AlJ
podemos medir gracias al indice JADI (Juvenile Arthritis Damage Index) (107). Para
cumplimentar este indice se necesitan datos de la exploracién fisica e historia del
paciente, y no es necesaria la evaluacién radiografica. Mide el dafio establecido, definido
como cambios persistentes en la anatomia, fisiologia o funciéon presentes al menos
durante 6 meses que sea consecuencia de una previa enfermedad activa, efectos
secundarios del tratamiento o comorbilidades asociadas. No evalua la artritis actual ni
las limitaciones en el aparato locomotor que una artritis pueda dar mientras no esté

resuelta. El indice JADI se aporta como anexo 1.

Este indice se compone de dos partes: una evalua el dafio articular (JADI-A) y otra el
extraarticular (JADI-E) y sus puntuaciones maximas son 72 y 17 respectivamente. Dado
que el dafio es irreversible, lo mas habitual es que el JADI permanezca estable o bien
aumente; sin embargo, algunos dafios pueden mejorar o resolverse con el crecimiento

del nifio y en estos casos la puntuacion total puede reducirse.
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1.5.4 Evaluacion de respuesta al tratamiento

En los ultimos afos el mayor uso y desarrollo de tratamientos bioldgicos han cambiado
el prondstico de la All, mejorando los desenlaces de la enfermedad (108). Evaluar y
monitorizar la respuesta al tratamiento, haciendo los ajustes necesarios para lograr la
remisidon o la baja actividad es necesario para conseguir un buen control de la

enfermedad. Los criterios ACR pediatricos de 1997 son Gold estandar para evaluar la

respuesta al tratamiento en AlJ (109), e incluyen 5 variables: valoracion global del
paciente/padres y del médico (EVA 10 cm), capacidad funcional, VSG, nimero de
articulaciones con restriccion de movilidad y nUmero de articulaciones con artritis activa
(definida como derrame articular o limitacién a la movilidad acompafiada de calor, dolor
o tumefaccidn). La respuesta ACR pedidtrica 30 se define como una mejoria minima del
30% respecto a basal, en al menos tres de las 6 variables, sin que no mas de uno de los
elementos restantes empeore mas de un 30%, Este indice estd aceptado por FDAy EMA
para su aplicacién en los ensayos clinicos fase Il en AlJ (110). De igual forma los indices
ACR pedidtricos 50, 70, 90 y 100 requieren el 50%, 70%, 90% y 100% de mejoria
respectivamente en al menos 3 de las 6 variables sin empeoramiento del 30% o mayor
en mas de una variable. La definicion de brote segun los criterios ACR es el
empeoramiento en dos variables de al menos un 40% respecto al basal, sin mejoria del

30% en mas de una variable (111). Se aplican sobre todo en el ambito de la investigacion.

1.5.5 Evaluacion de la capacidad funcional y calidad de vida

El uso de PROs (patient reported outcomes) permite determinar la percepcion que el
paciente y/o los padres tienen de la enfermedad, midiéndola con instrumentos
estandarizados y validados. Existen indices que evaldan un Unico dominio de la

enfermedad y otros multidimensionales que valoran varios de ellos. Aplicar estas
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medidas durante la evaluacion del nifio con All nos informa de cédmo los padres y
pacientes perciben la enfermedad, efectividad de los tratamientos y su repercusiéon en
el dia a dia. Gracias a ellas ponemos en valor la visién del paciente / padres, integrandola
en la toma de decisiones y mejorando la concordancia entre médico y paciente,

facilitando la adherencia al tratamiento y recomendaciones (112-114).

Algunos de los PROs empleados son escalas visuales analégicas de dolor o bienestar y
cuestionarios de capacidad funcional o calidad de vida (115-117). También existen
modelos predictivos de intolerancia al metotrexato, pues es habitual que padres y
pacientes presenten experiencias negativas respecto a su administracidon que deben ser
evaluadas pues influyen en su calidad de vida y en ocasiones motivan la retirada del
farmaco (118,119). Estos indices aislados aportan informacion acerca de algun aspecto
concreto de la enfermedad, pero en una patologia tan compleja como la All resultan de
interés instrumentos de medida que incluyan mas de un aspecto en su valoracion. El
indice multidimensional mas empleado en la evaluacion global del nifio con All es el
JAMAR (Juvenile Arthritis Multidimensional Assessment Report) (120), que ha sido
validado en poblacién espafiola (121) y nos da una visién global de la situacién del
paciente, facilitando la identificacion de aquéllos aspectos que estén siendo un
problema para el nifo y sus padres. Este cuestionario ha sido empleado en el presente
trabajo, incluye 15 areas a valorar que detallamos en la tabla 9 y lo adjuntamos como
anexo 2. Otros indices multidimensionales basados en PROs de padres y pacientes son
el PROMIS (Patient — Reported Outcomes Measurement Information System) y el JAPAI
(Juvenile Arthritis Parent Assessment Index) (122,123), si bien su uso estd menos

extendido que el JAMAR.
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Tabla 9. Descripcion del indice multidimensional JAMAR

Area evaluada Escala utilizada | Descripcion

Capacidad funcional JAFS (124) Contiene 15 preguntas que evaluan la capacidad de realizar
ciertas actividades. Puntta 0, 1 o 2 puntos en funcién si la
realiza sin dificultad, con dificultad o imposible de realizar,
respectivamente. La puntuacién total va de 0 — 30.

Intensidad del dolor EVA (115) Escala visual donde el 0 es nada de dolor y el 10 dolor
maximo. Formada por una escala de 10 cm y 21 nUmeros para
seleccionar el mas apropiado.

Calidad de vida PRQL (PhHy Contiene 10 preguntas separadas en dos subescalas (salud

PsH) (117) fisica y salud mental) de 5 cuestiones cada una. Las posibles
respuestas son 0 (nunca), 1 (a veces) o 2 (todo el tiempo), y la
puntuacion total va de 0 — 30, sumando 15 puntos como
maximo cada subescala.

Bienestar general EVA (115) Escala visual donde el 0 es bienestar maximo y 10 lo contrario.
Formada por una escala de 10 cm y 21 nimeros para
seleccionar el mas apropiado.

Dolor o tumefaccion NA Incluye un listado de articulaciones para seleccionar aquéllas

articular en las que se ha experimentado dolor o inflamacidn.

Rigidez matutina NA Seleccionar si o no. Si la respuesta es afirmativa se indicara su
duracién eligiendo entre las posibles: < 15 minutos, 15-30
minutos, 30-60 minutos, 1-2 horas, > 2 horas.

Sintomas NA Fiebre (>38°C) o rash secundarios a la All. Elegir si 0 no para

extraarticulares cada una de ellas.

Actividad de la EVA (115) Escala visual donde el 0 es inactividad y el 10 actividad

enfermedad mdaxima. Formada por una escala de 10 cm y 21 nUmeros para
seleccionar el mas apropiado.

Estado de la NA Seleccionar una de las tres: remision, actividad mantenida o

enfermedad en el recaida

momento de la visita

Curso de la enfermedad | NA Seleccionar entre: mucha mejoria, ligera mejoria, estabilidad,

respecto a visita previa ligero empeoramiento o mucho empeoramiento.

Farmacos NA Listado de farmacos, para elegir los que se estan
administrando en el momento de la visita.

Efectos secundarios NA Listado de efectos secundarios para elegir aquéllos que estén
sucediendo. Contiene la posibilidad de elegir “otros” para
especificar aquéllos que no constan en caso necesario.

Dificultades con la NA Listado de motivos que dificulten la toma correcta del

medicacion medicamento prescrito. Contiene la posibilidad de elegir
“otros” para especificar aquéllos que no constan en caso
necesario.

Problemas escolares NA Listado de posibles motivos que generen dificultad en el

relacionados con la rendimiento académico. Contiene la posibilidad de elegir

enfermedad “otros” para especificar aquéllos que no constan en caso
necesario.

Satisfaccién con el curso | NA Seleccionar si o no.

de la enfermedad

JAFS: Juvenile Arthritis Functionality Scale; EVA: Escala visual analdgica; cm: centimetros; PRQL: Pediatric
Rheumatology Quality of Life Scale; PhH: Physical health; PsH: Psichosocial health; NA: No aplica
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1.6 Tratamiento
El adecuado manejo del nifio con All requiere de un equipo multidisciplinar, incluyendo
a reumatdlogos y pediatras, oftalmdlogos, rehabilitadores y apoyo psicolédgico tanto al
nino como la familia. El objetivo del tratamiento es conseguir el control de la
enfermedad, una adecuada calidad de vida y reducir las incapacidades funcionales a
largo plazo.

1.6.1 Tratamiento no farmacoldgico

Serd un apoyo al tratamiento farmacolégico que ayudara a mejorar la experiencia del

paciente, sobre todo en cuanto a dolor y funcionalidad.

El dolor es un problema frecuente en nifios con AlJ, pues afecta a mas del 80% de los
pacientes y conlleva una disminucién de la actividad fisica respecto a ninos sin dolory
una mayor tasa de absentismo escolar (125-127). El dolor agudo derivado de una lesion
puede convertirse en crénico a medida que evoluciona la enfermedad, a pesar incluso
de conseguir indices de actividad bajos; cuando esto ocurre suele persistir en la
adolescencia y vida adulta del paciente con un impacto negativo sobre la misma
(125,128-131). Cuando un nifio vive con dolor crénico asocia niveles altos de estrés que
pueden dar lugar a cuadros ansioso-depresivos, que a su vez aumentan la percepcidén de
dolor y discapacidad. Estos pacientes a menudo presentan también problemas de
suefo, fatiga y alteraciones en su vida social y académica, que ademas repercuten en el

nucleo familiar (125,132-134). El abordaje psicolégico ha sido evaluado en algunos

trabajos pero no existen en la actualidad conclusiones robustas, por lo que su manejo
deberd individualizarse (135). El ejercicio fisico ha demostrado en diversos estudios ser

util en mejorar el dolor crénico, la capacidad funcional y la calidad de vida (136,137), y
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se recomienda que se adapte a cada nifio en funcidén de sus condiciones y estado de la
enfermedad (138). El objetivo serd controlar el dolor, mejorar la movilidad en
articulaciones con dafio estructural, prevenir contracturas musculares, favorecer la
elasticidad y fuerza muscular, asi como entrenar y reeducar los movimientos fisioldgicos

de articulaciones afectas.

1.6.2 Tratamiento farmacoldgico

Las opciones terapéuticas para los pacientes con AlJ han aumentado notablemente en
los ultimos afos, debido a los grandes avances en el conocimiento de la patologiay a la
regularizacion de la legislacién de los ensayos clinicos en pacientes pediatricos. En el
desarrollo y aplicacion de dicha legislacion en el dmbito de la Reumatologia Pediatrica

ha sido fundamental la participacién de PRINTO y PRCSG.

Los AINEs fueron junto con los glucocorticoides, los farmacos mas empleados durante
mucho tiempo en el tratamiento de la AlJ. Actualmente se utilizan Unicamente como
apoyo al tratamiento con FAME sintéticos y bioldgicos (139) y para control de sintomas

como serositis o fiebre en la AlJ sistémica.

Los glucocorticoides (GC) se utilizan ampliamente en el manejo de la AlJ, principalmente

administrandose de forma intraarticular o sistémica. Los GC intraarticulares son una de
las primeras opciones terapéuticas en el manejo de la AlJ para controlar rdpidamente la
inflamacién local, sobre todo en la forma oligoarticular pero también en el resto de
subtipos de AlJ (139). El farmaco de eleccidn es el hexacetonido de triamcinolona, si bien
en articulaciones superficiales o pequenas es preferible emplear una férmula mas
soluble como betametasona o metilprednisonlona para evitar efectos adversos como la

atrofia subcutanea e hipopigmentacién. La dosis empleada de hexaceténido de
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triamcinolona dependera del peso del nifio y tamano de la articulacion, variando de 0,25
a 1,5 mg/kg (139-141) segun la situacion clinica. Los niflos mas pequefios pueden
requerir técnicas de sedacion o anestesia, y de entre las diferentes técnicas disponibles
elegiremos en funcién de la edad del nifio, el nimero de articulaciones a infiltrar y de
las experiencias previas del paciente (142). Si bien se trata de una técnica segura, los
posibles efectos secundarios de las infiltraciones articulares con corticoides son la
atrofia cutanea (por extravasacion del glucocorticoide al tejido celular subcutaneo) y la
infeccion articular (infrecuente si se practica por un profesional experimentado) (143).

Los GC sistémicos se utilizan principalmente en el tratamiento de las manifestaciones
extraarticulares de la All sistémica (fiebre, serositis y el sindrome de activacién
macrofagica), pero en ocasiones se emplean a dosis bajas en AlJ poliarticular como
terapia puente hasta que el tratamiento con FAME sea efectivo (139). Deben emplearse
a la menor dosis y durante el menor tiempo posible para evitar efectos secundarios. No
hay evidencia que el uso de corticoides modifique el curso de la All. Los GC sistémicos
mas utilizados son prednisona y prednisolona, en dosis Unica diaria (matutina) o dividida
en dos dosis si se emplean a dosis altas, y suadministracién puede ser oral o intravenosa.
Se deben prescribir asociados a calcio y vitamina D, y en la edad infantil es importante
recomendar reducir la ingesta de grasas y azlUcares y aumentar la de fibra para ayudar a
controlar la ganancia ponderal que favorecen los GC. Otros problemas que pueden dar
los corticoides son las alteraciones psicoldgicas, cara de luna llena, acné y aparicion de
estrias en la piel. A largo plazo, el efecto adverso mas importante es la supresion del
crecimiento, asi como la osteoporosis y las infecciones. Menos frecuentes, aunque
debemos vigilar su aparicion, son el desarrollo de glaucoma, hipertensién, diabetes,

problemas del suefio y alteraciones del humor.

36



En cuanto a los FAME, el fdrmaco de eleccién en All es el metotrexato, si bien otras
alternativas pueden ser utiles en caso de intolerancia o contraindicacién al mismo.

El metotrexato es un inhibidor del tetrahidrofolato dehidrogenasa con propiedades
antineopldsicas e inmunosupresoras, que previene la formacidn de folatos necesarios
para la sintesis del ADN. Se usa sobre todo en las formas oligoarticular extendida y
poliarticular, y su uso esta respaldado por ensayos clinicos que muestran su eficacia en
AlJ (144). La dosis de uso habitual es 10 — 15 mg/m2/semanal (maximo 20 mg/semana)
via oral o subcutanea; sin embargo, un ensayo clinico realizado por PRINTO en 2004
mostré un efecto maximo de eficacia a dosis de 15 mg/m2, sin aportar beneficio dosis
mayores (145). Tras su toma se requiere la suplementacion con acido félico. Las dosis
empleadas en AlJ son en general bien toleradas, pero presenta algunos eventos
adversos no graves que debemos conocer como gastrointestinales (nauseas, dolor
abdominal), mucocutaneos (aftas orales, exantema), citopenias o alteraciones en la
bioquimica hepatica que suele resolverse tras detener la toma del farmaco; la fibrosis
hepatica es muy rara en nifos. Se recomienda monitorizar su toxicidad cada 4-8
semanas inicialmente y después cada 12-16 semanas (139,146,147).

La leflunomida es un derivado isozazdlico con accién inmunomoduladora que inhibe la
sintesis de pirimidinas. Es un profarmaco del metabolito activo (A771726) con vida
media larga y puede ser una alternativa razonable para nifios que no respondan o no
toleren metotrexato. Leflunomida no tiene indicacion en All y su utilizacion estaria fuera
de ficha técnica, pero existen algunos estudios que apoyan su uso (148-151).

Otro FAME disponible es la sulfasalazina, también sin indicacion en All pero con
aceptables resultados en algunos estudios, sobre todo en AlJ-ARE (152-154). Es un

aminosalicilato con propiedades antibacterianas y antinflamatorias que se administra
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via oral a dosis de 50 mg/kg/dia hasta un maximo de 2 gramos al dia. Los efectos
adversos mas frecuentes son cutaneos, digestivos, hepatotoxicidad y leucopenia, por lo
gue se requiere monitorizacidn analitica. No se recomienda el uso de sulfasalazina en
AlJ sistémica por los efectos secundarios vistos en este subgrupo (155,156).

La hidroxicloroquina es un antipalidico con propiedades inmunomoduladoras
ampliamente utilizado en el tratamiento del lupus eritematoso sistémico. En AlJ hay
pocos datos que avalen su empleo y los estudios que han evaluado su eficacia han

proporcionado resultados modestos (157,158).

Actualmente es de los FAME menos empleados en All pero algunos estudios en
pacientes refractarios muestran que la ciclosporina A puede ser de utilidad, sobre todo
en como en AlJ sistémica y sindrome de activacién macrofagica (159-161). Se administra
via oral a dosis de 3-5 mg/kg/dia en dos dosis y los efectos secundarios mas frecuentes
incluyen hipertension, hepatotoxicidad, nefropatia, hipertricosis, hipertrofia gingival,

nauseas y vomitos. Es fundamental la monitorizacion analitica y de tension arterial.

Los farmacos bioldgicos han mejorado de forma notable el manejo y pronéstico de la AlJ

(108). Los avances en el conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad han
permitido conocer cuales son las citocinas implicadas y por tanto desarrollar farmacos
dirigidos a moléculas concretas que neutralicen su efecto. Las recomendaciones ACR
indican que los pacientes con mala respuesta o intolerancia a FAME son candidatos a
iniciar terapia bioldgica, pero en algunos casos con factores de mal prondstico
(positividad para anti-CCP, dafio articular establecido, afectacién cervical, carpos o
cadera) podria contemplarse su uso precoz (139). Puesto que la All es una entidad

heterogénea desde un punto de vista clinico, no todos los pacientes responden del
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mismo modo al tratamiento instaurado. Asi pues, algunos pacientes responden bien al
manejo con infiltraciones aisladas como en el subtipo oligoarticular, o con FAME
sintético convencional, pero otros subtipos podrian beneficiarse de un manejo intenso
precoz segun han mostrado algunos estudios (70,71,162,163). Actualmente hay un
ensayo en marcha que intenta conocer la mejor estrategia de tratamiento segun el
subtipo de All (164). Los bioldgicos disponibles en la actualidad son anticuerpos
monoclonales y proteinas recombinantes que bloquean receptores de citocinas o las
neutralizan, o bien actian modulando la funcién de los linfocitos. Es conocido el papel
de algunas citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), IL-6 o IL-
17 en la fisiopatologia de la AllJ, y algunos tratamientos dirigidos contra las mismas han
demostrado ser eficaces en su control. El TNF-a estimula la produccién de otras
moléculas inflamatorias e inhibe la funcién de los linfocitos Treg, mientras que la IL-6 es
una citocina inflamatoria que interviene en el proceso de inflamacién sinovial
favoreciendo la liberacién de reactantes de fase aguda y alterando la relacién entre las
Th17 y las Treg (2,165-167). Los farmacos disponibles tienen mecanismos de accidn
complejos y la respuesta a los mismos es variable, incluso dentro de un mismo subtipo;
dicha variabilidad podria explicarse por aspectos farmacolégicos, polimorfismos
genéticos y factores epigenéticos que afecten a la expresion de los genes que codifican

las distintas citocinas implicadas (168,169).

Los farmacos biolégicos mas empleados en el manejo de la All son los inhibidores del
TNF-a. Adalimumab y etanercept (170-172) son los dos mas utilizados y cuentan con
aprobacion para All por parte de la FDA y EMA, mientras que golimumab cuenta con
aprobacion para All poliarticular Unicamente por la EMA (173). Etanercept fue el primer

bioldgico que obtuvo indicacidn para esta enfermedad, pero no tiene indicacién ni datos
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gue avalen su uso en uveitis, a diferencia de adalimumab y golimumab (174-176) que si
han mostrado eficacia en el control de la inflamacidn articular y ocular. Infliximab es otro
inhibidor del TNF- o que cuenta con amplia experiencia de uso, aunque no tiene
indicacion en AlJ pues no consiguid el objetivo primario en el ensayo clinico (177,178).
Otro anti-TNF empleado en adultos es certolizumab pegol, pero en la actualidad no
cuenta con indicacién en All. Tanto infliximab como certolizumab si han mostrado

utilidad en uveitis (179-181).

Otro grupo de terapias bioldgicas de uso en All son los fdrmacos anti-interleucina.
Tocilizumab es un anticuerpo monoclonal IgG1l recombinante humanizado dirigido
contra el receptor soluble y unido a membrana de la IL-6 que se administra via oral o
intravenosa con dosis ajustada a peso corporal. Tiene aprobaciéon por la EMA y FDA para
pacientes a partir de 2 afios con Al sistémica, poliarticular y oligoartritis extendida, y
cuenta con datos que avalan su utilidad en uveitis asociada a Al sobre todo cuando
asocian edema macular quistico (182-187). El bloqueo de IL-1 también ha mostrado
eficacia en All. Anakinra es un inhibidor de la IL-1a e IL-1B que actua uniéndose al
receptor de tipo | de la IL-1 y se administra diariamente via subcutadnea, y cuenta con
indicacion por la EMA para nifios a partir de 8 meses de edad en AlJ sistémica, en
monoterapia o junto a FAME (188-190). Otro farmaco anti-interleucina 1 aprobado para
AlJ sistémica a partir de dos afios segin la EMA es canakinumab, un anticuerpo
monoclonal contra la IL-1B de administracién subcutdnea cada 4 semanas (191-193).

Ambos farmacos tienen también indicacion en enfermedades autoinflamatorias.

Otros bioldgicos tienen accion directa sobre células implicadas en la All o sobre la

interaccion entre ellas, como es el caso de rituximab y abatacept respectivamente.
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Abatacept es una proteina de fusion recombinante que modula una senal
coestimuladora clave, ya que se une especificamente a los CD80 y CD86 de las células
presentadores de antigenos impidiendo su unién al receptor CD28 de los linfocitos T. se
administra via intravenosa o subcutanea, y cuenta con aprobacidn para All poliarticular
en ninos a partir de 6 aifos con respuesta insuficiente a FAME y al menos a un anti-TNF
(194,195). Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano que se
une al antigeno de membrana CD20 de los linfocitos B. No tiene indicacién en AlJ, pero
existen datos de la implicacién de la célula B en la AlJ (196,197) y se ha empleado en

casos refractarios (198,199).

Los farmacos que han conseguido indicacién mas recientemente en All son
secukinumab, tofacitinib y baricitinib. Secukinumab es un anticuerpo monoclonal
recombinante humano anti—IL17 aprobado para su uso en All — ARE y psoriasica (200),
mientras que tofacitinib y baricitinib son pequefias moléculas que inhiben de forma
selectiva las quinasas asociadas a Janus (JAK). Tofacitinib inhibe principalmente las JAK
1y 3 vy esta indicado en AlJ poliarticular, oligoarticular extendida y psoridsica en nifios
mayores de dos afios (201), mientras que baricitinib inhibe sobre todo las JAK 1y 2,

estando indicado en AlJ poliarticular, oligoarticular extendida, ARE y psoridsica (202).

A pesar de su eficacia, el elevado coste de la terapia bioldgica ha sido uno de los motivos
por los que no se han empleado en primera linea a pesar de su perfil de seguridad y
eficacia favorable. Con intencion de minimizar el impacto econdmico se han
desarrollado los fdrmacos biosimilares, definidos por la EMA como un producto
bioldgico que es similar, pero no idéntico, al producto de referencia y que no muestra

diferencias relevantes en términos de calidad, eficacia y seguridad (203). El primer
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farmaco bioldgico aprobado en All fue etanercept, y ha sido el primer farmaco en tener
biosimilar; posteriormente otros farmacos se han ido sumando. En All etanercept
biosimilar cuenta con un estudio realizado en Alemania en el que demostré equivalencia
en términos de eficacia y seguridad respecto al producto de referencia (204), y
posteriormente otros trabajos han mostrado que el switch entre adalimumab,
etanercept e infliximab originales y su biosimilar no generaba problemas de seguridad

ni eficacia relevantes (205,206).

1.7 Pronéstico

Establecer el prondstico en una enfermedad heterogénea como la All no es sencillo. La
clasificacién ILAR (1) ha permitido homogeneizar grupos de pacientes con fines de
investigacion; sin embargo, datos mds recientes sugieren que éstas categorias no
reflejan la variabilidad genética y clinica de la enfermedad (10-12,207), fundamentales
en su pronoéstico. De hecho, las guias ACR establecen grupos de tratamiento distintos a

la clasificacidn ILAR, intentando aproximarse a la practica clinica habitual (139,208).

Algunos estudios han intentado dar respuesta a cuestiones relacionadas con la
evolucidn o necesidad de tratamiento de pacientes con AlJ de debut con resultados poco
concluyentes, si bien parece ser que la forma oligoarticular tiene un mejor prondstico e
incluso podria manejarse con infiltraciones locales sin terapia sistémica (72,209-211).
En cuanto al tratamiento, como veiamos anteriormente las opciones disponibles son
numerosas y de su uso precoz y adecuado derivard conseguir un buen control de
enfermedad. Sin embargo, algunos estudios sugieren que las tasas de remisidon son
variables entre categorias y muestran que entre un 30 y 40% de los pacientes siguen
activos al finalizar el periodo de seguimiento, a pesar de las opciones terapéuticas

disponibles (212-215). Algunos estudios han intentado dilucidar por qué algunos

42



pacientes responden mejor que otros al tratamiento, y sugieren que mecanismos
genéticos e inmunoldgicos puedan estar implicados (118,216—218). Como detallaremos
en el siguiente apartado, la respuesta reguladora se ha postulado como un posible factor
fisiopatoldgico y prondstico en AlJ. Existe evidencia que el uso de FAME vy terapia
bioldgica tiene implicaciones en la respuesta reguladora (219-229), pero se desconoce

la relevancia de este impacto en conseguir la remisién de la enfermedad.

Conocer qué perfil de pacientes tiene un peor prondstico y por tanto necesita
tratamiento intensivo desde el inicio es fundamental para establecer el prondstico y
mejorar las tasas de remision y actividad minima de la enfermedad. Para su correcta

caracterizacion factores clinicos y biomarcadores deben ser evaluados.
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2. Sistema inmunoldgico

2.1 Definicion, tipos de respuesta y aspectos basicos

El término “inmunidad” deriva del latin “inmunitas”, haciendo referencia a la proteccion
legal que disfrutaban los senadores romanos mientras permanecian en su ejército;
historicamente la palabra “inmunidad” ha hecho referencia a la proteccion frente a la
enfermedad, y especialmente frente a las enfermedades infecciosas (230). El sistema
inmunoldgico es el responsable de lainmunidad, y estd formado por diversos elementos
y procesos bioldgicos de cuya coordinacién nacera la respuesta inmunitaria. Su principal
funcién es la defensa del huésped contra agentes infecciosos, pero la inmunologia es
mas compleja y también puede desencadenarse respuesta inmunitaria frente a
agresiones fisicoquimicas y sustancias no infecciosas externas o propias del organismo.

Esta respuesta a moléculas o elementos propios es lo que se denomina autoinmunidad.

En la respuesta inmunitaria podemos distinguir dos niveles o fases: la inmunidad innata
gue actua de forma temprana, y la inmunidad adaptativa que da lugar a una respuesta

mas tardia y especifica. La inmunidad innata es la primera linea de defensa y esta

formada por células y procesos bioquimicos que ya existen cuando la infecciéon o dano
acontece, respondiendo por tanto radpidamente. Se trata de una respuesta inespecifica
por lo que ante diferentes microrganismos, sustancias o células alteradas responden de
la misma manera tanto la primera como sucesivas exposiciones. Los principales
componentes de la inmunidad innata son las barreras fisicoquimicas (epitelio), células
dendriticas, células fagociticas (neutréfilos y macroéfagos), linfocitos citoliticos naturales
(NK) y proteinas circulantes en sangre como el sistema de complemento y citocinas. La

respuesta _inmune adaptativa la describiremos con mayor detalle pues es la que

interviene principalmente en la AlJ no sistémica. Se trata de una respuesta que se
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desencadena tras la agresion y por tanto se adapta ella, consiguiendo mayor
especificidad que la innata; ademds tiene capacidad de recordar (memoria
inmunoldgica) y respondera de forma mas intensa a exposiciones sucesivas del mismo
agente agresor. Los principales componentes de la inmunidad adaptativa son los
linfocitos y los anticuerpos que secretan, que reaccionaran a sustancias ajenas llamadas
antigenos. Ambas respuestas estdn conectadas y funcionan de forma coordinada para
llevar a cabo su cometido; asi, la respuesta innata estimula e influye en la adaptativa,
mientras que la adaptativa potencia mecanismos protectores de la inmunidad innata
(231). Los receptores de las células implicadas se producen por recombinaciéon somatica
de segmentos génicos, por lo que son capaces de actuar frente a antigenos muy diversos
(microbianos y no microbianos). Ademas, esta respuesta adaptativa tiene memoriay en
condiciones normales no reaccionan frente a estructuras propias, aspecto conocido
como tolerancia inmunoldgica. Existen dos tipos de respuesta inmune adaptativa, la
humoral y la celular. La inmunidad humoral estd formada por anticuerpos que son
secretados por los linfocitos B y estan presentes en sangre y secreciones mucosas. Estos
anticuerpos reconocen los antigenos microbianos y los neutralizan, marcandolos para
su posterior eliminacion por mecanismos efectores. La inmunidad humoral es el
principal mecanismo de defensa frente a microbios extracelulares y sus toxinas. En la
inmunidad celular las células implicadas son los linfocitos T y se encargan de defender al
organismo de las infecciones en las que el microrganismo es intracelular mediante la
destruccién de dicha célula. La inmunidad adaptativa puede adquirirse de forma activa
cuando el huésped reacciona al microrganismo invasor, o bien de forma pasiva cuando

se adquiere a través de suero o linfocitos de otra persona con inmunidad. Las principales
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caracteristicas de la respuesta inmune adaptativa, tanto humoral como celular las

describimos en la tabla 10 (231,232).

Tabla 10. Caracteristicas principales de la respuesta inmune adaptativa
Caracteristica Descripcién
Especificidad Capacidad por la que la respuesta inmunoldgica se dirigira al antigeno
concreto. El epitopo es la parte del antigeno que reconocen los
linfocitos, y cada linfocito tiene receptores de membrana que
discriminan entre epitopos ligeramente diferentes.
Diversidad Capacidad del sistema inmunoldgico para responder a una gran
variedad de antigenos. El repertorio linfocitico es el numero total de
especificidades antigénicas de los linfocitos de una persona y es muy
elevado debido a la variabilidad estructural de las zonas de unién al
antigeno que tiene el linfocito.
Memoria Cuando el sistema inmune reacciona a un antigeno se favorece su
capacidad para responder al mismo antigeno en futuras ocasiones. Las
sucesivas respuestas son mas rapidas y amplias. Cada exposicion genera
linfocitos T de memoria de vida media larga, que son mas numerosos
que los linfocitos T virgenes de la primera exposicidn.
Expansion clonal | Proliferacién de los linfocitos especificos tras exponerse a un antigeno.
Esta caracteristica facilita una rapida respuesta inmunoldgica.
Especializacién Genera respuestas precisas para defender al huésped contra los
agentes invasores.

Contenciény Una vez eliminados los antigenos, el sistema inmunolégico se recupera
homeostasis tras la respuesta. Su situacion basal se denomina homeostasis, y asi se
preparard para una futura necesidad de respuesta inmunolégica.
Falta de Capacidad del sistema inmunoldgico para reconocer las estructuras
reactividad frente | propias y evitar su dafio durante la respuesta a antigenos extrafos. Esta
a lo propio caracteristica se denomina tolerancia inmunoldgica y se consigue

eliminando, inactivando o suprimiendo los linfocitos autorreactivos
(expresan receptores para antigenos propios) mediante la accidn de los
linfocitos T reguladores. La pérdida de esta tolerancia es la base de las
enfermedades autoinmunes.

Respecto a los componentes del sistema inmune adaptativo, podemos decir que esta
formado por células y citocinas. Las células principales son los linfocitos, células
presentadoras de antigenos y células efectoras. Los linfocitos son las células que
reconocen y responden a los antigenos, existiendo subpoblaciones segun la forma en
gue los reconocen y sus funciones. En lineas generales, los linfocitos B reconocen los
antigenos extracelulares y se diferencian a células plasmaticas productoras de

anticuerpos responsables de la inmunidad humoral, mientras que los linfocitos T
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reconocen antigenos de microrganismos intracelulares destruyendo la célula afectada.
Estos ultimos tienen receptores de membrana que reconocen especificamente a los
antigenos que van unidos a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad, y
segun la funcién que desarrollen se dividen en linfocitos T cooperadores, citotéxicos o
reguladores. Los T cooperadores secretan citocinas que activardn macrofagos, linfocitos
T y B favoreciendo la inflamacidén, los citotoxicos favorecen la muerte de la célula
infectada y los reguladores suprimen la respuesta inflamatoria para evitar el dafio tisular
una vez controlada la infeccidn. Otras células relevantes son las células dendriticas, que
actuan como presentadoras de antigenos a los linfocitos T para activar la respuesta
inmunitaria. Respecto a las citocinas, son un grupo heterogéneo de proteinas pequefias
secretadas por distintas células que median y regulan la inmunidad innata y adaptativa.
Son responsables de la comunicacidn intercelular e intervienen en diversas funciones.
Su nomenclatura es arbitraria, y algunas se nombran segun la funcién que se ha
descubierto que poseen (como por ejemplo el TNF o el interferén) mientras que otras
se denominan interleucina — con un sufijo. Las citocinas se sintetizan por transcripcién

génica tras una activacion celular y no se almacenan (231).

En sangre periférica los limites normales de leucocitos oscilan entre 4.000 — 11.000, de
los cuales el 20-40% (1.000 — 4.500) seran linfocitos (media 2.500 /mm3) (231,233). En
la tabla 11 especificamos los diferentes tipos de linfocitos, asi como su funcién,

receptores y marcadores (231).
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Tabla 11. Clases de linfocitos

Clase de linfocito y
porcentaje en
sangre periférica

Funciones

Receptor para el
antigeno y especificidad

Marcadores del
fenotipo

Linfocito B
(10-15%)

Produccion de
anticuerpos
(inmunidad humoral)

Anticuerpo de superficie.
Diversas especificidades
frente a todos los tipos de
moléculas

Receptores para el
Fc; clase Il del
MHC; CD19y CD21

Linfocitos
citoliticos naturales
(10%)

Muerte citotdxica de
células infectadas
por virus o dafiadas
(inmunidad innata)

Varios receptores
activadores o inhibidores.
Especificidades limitadas
frente a MHC o moléculas
analogas.

CD16 (receptor
para el Fc de la IgG)

Linfocitos T NK

Suprime o activa la

Heterodimeros af.

CD16 (receptor

(10%) respuesta Especificidades limitadas para el Fcde la
inmunitaria innata 'y frente a complejos IgG); CD3
adaptativa glucolipido CD1
Linfocitos T
Linfocitos T CD4 Diferenciacion del Heterodimeros af. CD3+, CD4+, CDS8-
cooperadores linfocito By Especificidades diversas
(50-60%) activacion del frente a complejos

macroéfago. Estimula
la inflamacion

péptido — clase Il de MHC.

Linfocitos T CD8

Muerte de células

Heterodimeros af.

CD3+, CD4+, CD8-

citotoxicos infectadas por virus Especificidades diversas
(20-25%) o bacterias frente a complejos
intracelulares, péptido — clase | del MHC.
rechazo de
aloinjertos.
Linfocitos T Suprimen la funcién Heterodimeros ap. CD3+, CD4+, CD25+

reguladores
(raro en sangre
periférica, 5-10%)

de otros linfocitos T.
Regulan la respuesta
inmunitaria.
Mantenimiento de la
tolerancia frente a
estructuras propias.

Ag: antigeno; Ac: anticuerpo; MHC: Major histocompatibility complex; Ig: Inmunoglobulina

2.2 Linfocitos T cooperadores

los linfocitos T CD4+ se pueden dividir desde un punto de vista funcional en células

cooperadoras y células reguladoras. Los linfocitos T cooperadores son linfocitos CD4+

que expresan en su superficie el ligando CD40 (CD154), y que se dividen en tres

subgrupos: Thl, Th2 y Thl7 segun las citocinas que secretan, los factores de

transcripcion que expresan y sus funciones bioldgicas. El proceso de diferenciacién por

el que los linfocitos T CD4+ se dividen en las diferentes lineas se llama polarizacién y
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consta de tres fases (induccién, compromiso y amplificacion) mediante las cuales se
generan cada vez mas linfocitos polarizados y se inhibe la formaciéon de otras lineas

celulares (231).

La diferenciacién a la via Thl la dirigen sobre todo la IL-12 y el INF-y generadas tras la
activacion de células dendriticas, macréfagos vy linfocitos citoliticos naturales (NK) en
respuesta a microrganismos intracelulares. El mecanismo por el que estas citocinas
estimulan la diferenciacién Th1l es la activacién de los factores de transcripcién T-bet,
STAT1 y STAT4. Una vez desarrollados los linfocitos Thl secretaran mayores cantidades
de INF-y, el cual mediante el fendmeno de polarizacion amplificara la respuesta Thl e
inhibira la diferenciacidn de los CD4+ virgenes a las lineas Th2 y Th17. Ademas, la unién
del CD40 ligando de los linfocitos T al CD40 de las células presentadoras de antigeno,
dara lugar a una mayor produccién de IL-12 que a su vez potenciara la diferenciacion a
la respuesta Thl. La respuesta Thl se desarrolla principalmente para potenciar la
respuesta iniciada por los macrdéfagos, que son células del sistema inmune innato que
ingieren microrganismos y los eliminan. Sin embargo, algunos gérmenes han
desarrollado mecanismos de defensa frente a ellos y en estos casos la inmunidad innata
es insuficiente para erradicarlos; en estas situaciones los linfocitos Th1 potenciaran la
respuesta bactericida de los macrofagos consiguiendo eliminar la infeccidn. La principal
citocina producida por los linfocitos Thl es el IFN-y, pero también producen IL-10

(231,234,235).

La /IL-4 generada como respuesta a helmintos y alérgenos estimula la diferenciacion a la
via Th2 al activar el factor de transcripcién STAT6 y GATA-3. El contacto con helmintos y

alérgenos genera un estimulo crénico del linfocito T sin fuerte respuesta innata; la falta
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de inflamacién y produccién de citocinas proinflamatorias evita la diferenciacién a la
respuesta Thl y Th17. En el caso de infecciones por helmintos la IL-4 producida por
mastocitos, basofilos y eosindéfilos contribuye al desarrollo de la respuesta Th2, que
contribuird a la polarizacién hacia la linea Th2. Una vez desarrollados los linfocitos Th2
producirdn cantidades elevadas de /L-4 que perpetuardn la respuesta Th2 e inhibiran la
Thl y Th17 gracias al fendmeno de polarizacién. Otras citocinas producidas por los
linfocitos Th2 son la IL-5, que activa los eosindfilos, y la IL-13 que tiene diferentes
funciones. Los linfocitos Th2 estimulan la produccion de IgE y activan los eosindfilos y

mastocitos para eliminar los helmintos (231,234-236).

La respuesta a microbios extracelulares como hongos y algunas bacterias esta mediada

por los linfocitos Th1l7, que reclutardn neutrdfilos (y algunos monocitos) para

destruirlos. Estos gérmenes actldan sobre células dendriticas y estimulan la produccién
de IL-1, IL-6 e IL-23, que inducirdn la diferenciacién a la via Th17. Ademas, el TGF-B,
citocina antiinflamatoria que producen diferentes tipos celulares, promueve el
desarrollo de los Th17 si coexiste con la IL-1 o la IL-6. Una respuesta Th1 y Th2 potentes
inhiben el desarrollo de la Th17, pues la IL-4 y el IFN-y inhiben la diferenciacion de la
Th17; ademds el TGF-B favorece indirectamente la respuesta Th17 al suprimir la
diferenciacién Thl y Th2. Los factores de transcripcion implicados en el desarrollo de la
respuesta Th17 son el RORyt y STAT3. Las citocinas producidas por los linfocitos Th17
son la IL-17, que induce reacciones inflamatorias ricas en neutréfilos y estimula la
produccién de sustancias antimicrobianas como las defensinas, la IL-22 que interviene
en la reaccion inflamatoria pero también en mantener la integridad epitelial del tubo
digestivo y la piel, y la IL-21 que interviene en la generacion de linfocitos T cooperadores

foliculares y estimula a los linfocitos B en los centros germinales (231,234,235,237).
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2.3 Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores son los encargados de suprimir y controlar la respuesta
inmunoldgica una vez iniciada, y su estudio ha resultado de interés en distintas
enfermedades autoinmunes (238-241). Son las células en las que hemos centrado

nuestro trabajo, y sus propiedades y funciones las describimos a continuacioén.

Los linfocitos Treg son un subgrupo de linfocitos T CD4+ cuya funcién principal es

suprimir la respuesta inmunitaria y mantener la tolerancia frente a lo propio, y suponen

un 5-7% de los linfocitos totales (242). Se generan por el reconocimiento de antigenos
propios en el timo, por el reconocimiento de antigenos propios y extrafios en los érganos
linfoides periféricos a partir de linfocitos T CD4+ virgenes, y también pueden
desarrollarse tras una reaccién inflamatoria. Las células reguladoras generadas en la
periferia se llaman adaptativas o inducibles, ya que pueden ser inducidas a partir de
linfocitos T CD4+ virgenes como una adaptacion del sistema inmunoldgico en respuesta
a la exposicion a ciertos tipos de antigenos. Desde un punto de vista molecular los Treg
timicos se caracterizan por expresar en su superficie los marcadores CD4 y CD25,
necesitar el factor de transcripcidon FoxP3 para su desarrollo y secretar IL-10 y TGF-B3 para
llevar a cabo su funcion reguladora (231,243,244). La diferenciacion periférica de los
CD4+ virgenes en Treg inducibles depende en gran medida de la presencia de IL-10 y la
expresion del FoxP3 es variable en este subtipo. Estas Treg inducibles secretan
fundamentalmente IL-10, y en menor medida TGF-B. Una vez cesa el estimulo inicial de
la IL-10, el FoxP3 desaparece pronto y puesto que es esencial para el mantenimiento de
las Treg genera inestabilidad en estas células inducibles (244-246). Hoy en dia no hay
evidencia firme de si alguna de estas diferencias entre las Treg timicas e inducibles

confiere mayor relevancia en evitar los fendmenos autoinmunes.
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La mayoria de los linfocitos Treg expresan altas cantidades de la cadena o del receptor
para la IL-2 (CD25) pero no otros marcadores del linfocito T. El factor de transcripcién
FoxP3 es fundamental para el desarrollo y funcidon de la mayoria de los linfocitos T
reguladores, y la ausencia de este se asocia a una enfermedad sistémica autoinmune
rara (IPEX: sindrome ligado al cromosoma X con alteracidn de la regulacion inmunitaria,
poliendocrinopatia y enteropatia) (247), observacion que indica la relevancia del

linfocito Treg en el mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica.

Aunque hay distintas poblaciones de células reguladoras, la mejor caracterizada es la

CD4+, CD25 alto, FoxP3+, y tanto el FoxP3 como el CD25 son esenciales para la

generacién, mantenimiento y funcion de estas células (248). Otra caracteristica
fenotipica de los Treg es que suele expresar cantidades bajas de receptores para la IL-7
(CD127) (249) y cantidades altas de CTLA-4. El TGF-8, mediante la estimulacion del
FoxP3, y la IL-2 promueven la diferenciacidon del linfocito T al subgrupo regulador y
ademas estan implicados en la supervivencia y mantenimiento de esta poblacién celular.
La IL-2 ademas activa el factor de transcripcion STATS5, que a su vez potencia la expresion

del FoxP3 favoreciendo el mantenimiento y estabilidad de los linfocitos Treg (231,250).

Los Treg inhiben la respuesta inmunoldogica mediante diferentes mecanismos
supresores (231,251). Uno de los mas conocidos es la produccion IL-10 y TGF-6 (citocinas
inhibidoras de la respuesta inmunitaria), pero también tienen capacidad para inhibir la
capacidad de la célula presentadora de antigenos de estimular los linfocitos T uniendo
su CTLA-4 a las moléculas B7 de las células presentadoras, bloguedndolas y
eliminandolas (252,253). Otros mecanismos de accién propuestos son el consumo de IL-

2, necesaria para el mantenimiento de las Treg (254), y el fomento de la citdlisis
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mediante la secreciéon de moléculas citotdxicas (255,256). De todos modos, es posible
gue la capacidad supresora se deba a la combinacidn de estos mecanismos de acciény
su actuacién coordinada; no se conoce si todas las células reguladoras actian mediante
todos estos mecanismos o si hay subpoblaciones que utilicen predominantemente uno

u otro.

Las citocinas mas relevantes sobre la generacién y funcion de los Treg son la IL-10 y el
TGF-B, que las producen y actian también sobre diferentes tipos celulares, cuyas
propiedades y funciones pasamos a comentar. El TGF-8 es en realidad una familia de
moléculas muy relacionadas pero codificadas por genes diferentes (TGF-B1, TGF-B2 y
TGF-B3), y el TGF-B1 es la mds sintetizada por células del sistema inmunoldgico. Este
TGF-B1 es una proteina homodimérica que sintetizan y secretan los linfocitos T CD4+
reguladores, macréfagos activados y otros muchos tipos de células y su receptor estd
formado por dos subunidades (TGF-BRI y TGF-BRIlI) que forsforilan factores de
transcripcion llamados SMAD. El TGF-B tiene diversas funciones en el sistema
inmunolégico, como estimular la produccion de IgA mediante la induccion de un cambio
hacia ese isotipo en los linfocitos B o promover la reparaciéon del tejido mediante la
sintesis de colageno y diferentes enzimas tras reacciones inmunoldgicas e inflamatorias
locales. Respecto a la respuesta reguladora, el TGF-B inhibe la proliferaciéon y las
funciones efectoras de los linfocitos T y la activacion de macrdfagos y ademas regula la
diferenciacidon de subgrupos de linfocitos T con funciones diferentes. El TGF-B permite
el desarrollo de los linfocitos T FoxP3 periféricos, pero si se combina con citocinas
inflamatorias como la IL-1 o IL-6 el TGF-B promueve el desarrollo de los linfocitos T
cooperadores 17 (Th17). Por tanto, segun el ambiente en el que se encuentre, el TGF-B

puede suprimir la respuesta inmunolégica promoviendo la generacién de Treg o bien
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estimularla facilitando el desarrollo de los Th17 proinflamatorios. La /L-10 |la producen
diferentes tipos celulares (macréfagos, células dendriticas, linfocitos T reguladores, Th1
y Th2) y su funcién principal es inhibir los macréfagos y células dendriticas activadas,
controlando la reaccion inmunolégica. Es miembro de una familia amplia de citocinas y
su receptor es de la familia de las Janus Kinasas JAK1 y TYK2, que activan STAT3. Sobre
la respuesta reguladora interviene sobre todo inhibiendo la produccion de IL-12 y la
expresion de coestimuladores y moléculas de clase 1l del MHC en las células dendriticas
y macroéfagos. La IL-12 es un estimulo fundamental para la secrecion de IFN-y, que
interviene en las reacciones inmunoldgicas. Por tanto, al suprimirla se inhibe el INF-y

favoreciendo la finalizacion de la respuesta inmunitaria (231,234,235,257).

La figura 1 representa la diferenciacion del linfocito T CD4+ virgen a Treg y

cooperadores, asi como las principales interleucinas que secretan.

Linfocito T CD4+ virgen

Célula dendritica

; ’/Q\
- [ Treg N
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s & IL-10, TGF-B
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IFNy, TNFa IL-4, IL-5, IL-17, 1L-22
IL-9, IL-13

Figura 1. Diferenciacion del linfocito naive en Thl, Th2 y Th17. Realizada con biorender.com
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3. Implicacién del sistema inmunolégico en las enfermedades autoinmunes y en

la Artritis Idiopatica Juvenil.

La autoinmunidad se da cuando se pierde la tolerancia frente a lo propio. El fracaso de
los mecanismos de tolerancia en los linfocitos B y T genera un desequilibrio entre su
activacion y los mecanismos de control. En general los defectos en la selecciéon negativa
de los linfocitos B y T durante su maduracién, alteracidon de los Treg, apoptosis
defectuosa de los linfocitos autorreactivos maduros, funcion inadecuada de receptores
inhibidores o activacién incontrolada de las células presentadoras de Ag son los
mecanismos principales que pueden desencadenar enfermedades autoinmunes

(231,258-260).

En la etiopatogenia de diferentes enfermedades autoinmunes contribuyen Ila

predisposicion genética v los desencadenantes ambientales, como infecciones o

lesiones tisulares locales. Los genes predisponentes pueden romper los mecanismos de
tolerancia frente a lo propio, y una infeccidn o dafio tisular promover la llegada de
linfocitos autorreactivos que activaran la respuesta inmunoldgica. Ademads, una
infeccion o lesion puede modificar la presentacion de los antigenos al sistema
inmunitario, hecho que conduce al fracaso de la tolerancia y a la activacién de linfocitos
autorreactivos. En funcién de la distribucion de los autoantigenos que se reconozcan las
enfermedades autoinmunes pueden ser sistémicas u érgano especificas, y la lesidn
tisular puede venir mediada por diferentes mecanismos efectores como
autoanticuerpos circulantes, inmunocomplejos o linfocitos T autorreactivos. Otra
caracteristica de las enfermedades autoinmunes es que son cronicas y progresivas, y

esto se debe a que los antigenos propios que desencadenan estas reacciones son
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persistentes, y a que una vez comienza la respuesta inmunoldgica existen mecanismos

de amplificacion que la perpetuaran (231,260).

Respecto a la predisposicidn genética, la mayoria de las enfermedades autoinmunes son

de base poligénica. Los individuos afectos heredan multiples polimorfismos génicos que
junto a factores ambientales contribuyen al debut de la enfermedad. El sistema HLA (el
MHC en los seres humanos) es un componente importante del sistema inmunitario y
esta controlado por genes localizados en el cromosoma 6; sus alteraciones tienen las
asociaciones mas fuertes con las enfermedades autoinmunes. En muchas enfermedades
autoinmunes los polimorfismos asociados a la enfermedad codifican aminoacidos de la
region de union a los péptidos del HLA, alterando por tanto el reconocimiento
antigénico. De todos modos, las secuencias HLA asociadas a enfermedad se encuentran
también en sujetos sanos que nunca enfermaran, por lo que el HLA no es la causa en si
misma de ninguna enfermedad autoinmune pero si puede ser uno de los diversos
factores que contribuyen a su desarrollo. Ademas de las alteraciones en el sistema HLA,
existen polimorfismos en genes no HLA que también se han asociado a enfermedades
autoinmunes y que acontecen en genes que influyen en la respuesta inmunitaria,
protegiendo o favoreciendo el desarrollo de la enfermedad (231,260). Los
polimorfismos asociados a enfermedades suelen localizarse en regiones no codificantes
de los genes implicados, y algunos de los mejor caracterizados son el gen PTPN22, NOD2,
STAT 4, CD25 o receptor para la IL-23 (IL-23R). Con anterioridad hemos expuesto la
relacién entre All y algunos de los genes HLA de clase |y Il (18,20,21), y no HLA como

PTPN22, STAT4 e IL-23R (22-25).

56



También se ha expuesto mas arriba la relacion entre el debut de la All y predisponentes

ambientales como las infecciones, y es que éstas pueden contribuir al desarrollo y
exacerbacion de la autoinmunidad. Existen dos mecanismos principales por los que un
microrganismo puede alterar la inmunidad: la activacion por vecindad y el mimetismo
molecular. En la activacién por vecindad, las infecciones de algunos tejidos pueden
inducir respuestas locales que reclutan células inflamatorias y activan las células
presentadoras de antigenos, las cuales comenzaran a expresar coestimuladores vy
secretar citocinas activadoras del linfocito T, encargado de generar la respuesta inmune.
Ademas, los microrganismos también pueden unirse a receptores de las células
dendriticas (TLR) dando lugar a la produccion de citocinas activadoras del linfocito, y en
los linfocitos B autorreactivos a la produccidon de autoanticuerpos; este mecanismo se
ha demostrado especialmente en el lupus eritematoso sistémico, si bien puede estar
implicado en diversas enfermedades autoinmunes. EI mimetismo molecular es el
mecanismo mediante el cual los antigenos infecciosos muestran reactividad cruzada con
antigenos propios, de manera que la respuesta frente a la infeccidn dard lugar a reaccién
contra estos antigenos propios y por tanto a la autoinmunidad (231,261). En AlJ existen

algunos trabajos que relacionan su debut con patologia infecciosa (28,30-33).

Otros factores que favorecen el desarrollo de enfermedades autoinmunes son las
lesiones tisulares, que pueden provocar la exposicion de antigenos propios que
normalmente estarian ocultos al sistema inmunolégico. Este mecanismo se postula
como el subyacente a la uveitis, en el que el antigeno propio intraocular puede no haber
inducido tolerancia frente a lo propio, por lo que cuando se libera ante un dafio
interactuaria con linfocitos inmunocompetentes e induciria la respuesta inmunolégica.

Por ultimo, existe evidencia que las influencias hormonales, sobre todo los estrégenos,
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son relevantes en la etiopatogenia de las enfermedades autoinmunes (262,263), lo que
justifica su mayor incidencia en mujeres. En la edad pediatrica las diferencias
hormonales entre nifios y nifas son minimas hasta la adolescencia; sin embargo, en AlJ
existe un claro predominio en el sexo femenino y no se conoce el mecanismo concreto.
Probablemente existen otros factores diferentes a los estrégenos causantes de esta
diferencia de género; se postula que la expresidn variable de microRNAs y mecanismos
epigenéticos relacionados con los cromosomas sexuales podrian estar implicados en las

enfermedades autoinmunes de la edad pediatrica (264,265).

La figura 2 muestra los principales mecanismos propuestos para el desarrollo de

autoinmunidad (2,231).
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Figura 2. Mecanismos de autoinmunidad. Realizada con biorender.com
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3.1 Respuesta reguladora y AlJ

Algunos trabajos han intentado evaluar el papel de las Treg en la fisiopatologia de la AlJ;
exponemos los mas relevantes en la tabla 12. Sin embargo, no hemos encontrado

trabajos que evaluen su relacidn con variables empleadas en practica clinica.

Tabla 12. Estudios previos que evaltan la respuesta reguladora en AlJ
Estudio Poblacion | Muestra Conclusiones principales
Bending 2015 N =41 SPy LS En la articulacion inflamada hay heterogeneidad de subtipos de
(266) All oligoy Treg. La desmetilacién del TSDR de los Treg puede no ir
poliarticular. asociada a la expresiéon del FoxP3, y en el ambiente inflamatorio
se altera este Ultimo, dando lugar a un mal control de la
inflamacion en AlJ.
De Kleer 2004 | N=94 SPyLS Mayor capacidad reguladora de las Treg en la articulacion
(267) All oligoy inflamada (LS) que en SP, sin diferencias en su nimero total. En
poliarticular SP, las oligoarticulares muestran mayor frecuencia de Treg que
las poliarticulares (1,2% y 0,5% respectivamente).
Hauffe 2011 N =16 SPyLS En la articulacion inflamada (LS) los linfocitos T efectores son
(268) All oligoy resistentes a la capacidad reguladora de las Treg, sin diferencias
poliarticular. entre oligo y poliarticular.
Henderson N=11 SPy LS Técnicas genéticas (NGS) muestran anormalidades en la funcién
2016 (41) All oligoy reguladora: restriccidn del repertorio de Treg en sangre
psoridsica periférica y expansion clonal en SP y LS.
Randall 2012 N =50Todos | SPyLS Diferente fenotipo y funcidn de linfocitos T en SP y LS. Mayor
(269) los subtipos frecuencia de Treg en LS (10,6%) que SP (2,7%), pero
funcionalidad alterada.
Stelmaszczyk- N=12 SP Los pacientes con AlJ tienen menor frecuencia de Treg en SP
Emmel 2012 All oligoy (3,2%) que los controles (4,2%) sin diferencias entre subtipos
(270) poliarticular También muestran una mayor expresién de CD71 en los
pacientes con AlJ (6,5%) que en controles sanos (2,8%).
Ruprecht 2005 | N =25 SPyLS El porcentaje de Treg es mayor en LS (12,3%) que en SP (8,6%)
(271) AlJ oligo, de los pacientes con AlJ, p<0,001. La expresién de FoxP3 fue
poliarticulary mas elevada en las CD4+CD25+CD27+ (41,6%) que en las CD27"
sistémica (6,2%), lo que contribuye a la estabilidad de la célula
reguladora. Algunas de las citocinas presentes en el lugar de la
inflamacion (IL-7 e IL-15) pueden alterar la capacidad supresora
de los Treg.
Sznurkowska N =26 SP Al debut, los nifios con All tienen mayor porcentaje de Treg en
2018 (272) All oligo, SP (5,1%) que los controles (3,9%). Las citocinas reguladoras
poliarticulary (TGF-B e IL-10) en SP no mostraron diferencias entre pacientes
sistémica y controles.
Rossetti 2017 N=30Al SPyLS Durante la fase activa de la enfermedad, un subtipo de Treg
(38) poliarticulary (HLA-DR Treg) aumentan en el sitio de la inflamacién y son
33 AR. accesibles en SP.
Tomé 2023 N =105 AlJ SP Activacion de linfocitos B y de la via Th17. Menor frecuencia de
(273) oligoy Treg en SP en oligoarticular extendida y poliarticular que en
poliarticular. oligoarticular persistente.
50 controles

All: Artritis idiopadtica Juvenil; SP: sangre periférica; LS: liquido sinovial; AR: Artritis Reumatoide; TSDR:
Treg-specific demethylated region; NGS: Next Generation Sequencing
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)] Justificacion

Como hemos visto la AlJ es una enfermedad heterogénea, tanto desde un punto de vista
clinico como prondstico. Algunos pacientes responden favorablemente al tratamiento,
pero otros fracasan a diversas opciones terapéuticas, por lo que a pesar del gran arsenal
terapéutico disponible las tasas de remision siguen siendo mejorables (212,274). La
busqueda de biomarcadores y del sustrato inmunolégico que pueda ser causa de dicha
variabilidad clinica puede ser de utilidad para entender mejor el curso de la enfermedad
y establecer su prondstico.

Si bien el papel de la inmunidad adaptativa es indiscutible en la etiopatogenia de la AlJ,
actualmente no disponemos de datos sélidos que permitan establecer mecanismos de
accién exactos. En los ultimos afios se ha postulado el papel de los linfocitos T
reguladores en el autocontrol de la enfermedad, y quiza podria ser ésta la explicacion
del buen prondstico y curso autolimitado de algunos subtipos de AlJ. No obstante, en la
actualidad los datos disponibles son dispares, basados en estudios transversales y no
permiten elaborar conclusiones robustas que puedan guiar el manejo de los pacientes
ni ayudar a establecer el prondstico. Conocer la respuesta reguladora en sangre
periférica puede ser de interés dada su mayor accesibilidad respecto al liquido sinovial;
y puesto que la mayoria de los estudios han arrojado conclusiones referentes a la
respuesta reguladora en liquido sinovial, consideramos que un mejor conocimiento de
la respuesta reguladora en sangre periférica podria ser relevante en el manejo de esta
patologia.

Nuestro estudio pretende estudiar la respuesta T reguladora en sangre periférica y, al
incluir una fase prospectiva, valorar si tiene implicaciones prondsticas en el seguimiento
gue puedan incluirse en practica clinica.
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lll) Hipdtesis

Las hipotesis de este trabajo son las que especificamos a continuacién:

1. Las cifras de linfocitos Treg serian inferiores en pacientes con All con formas

poliarticulares que en aquellos afectos de formas oligoarticulares.

2. Larespuestareguladora se encontraria reducida en pacientes con AlJ activa respecto

a los que presentan remision clinica.

3. El nivel de linfocitos Treg serda menor en pacientes con aumento de marcadores

séricos de inflamacion.

4. Habria un mayor porcentaje de linfocitos Treg en pacientes bajo tratamiento

inmunosupresor que en pacientes sin tratamiento de base.

5. Un mayor nivel de linfocitos Treg en sangre periférica podria predecir desenlaces

favorables en pacientes con AlJ, medido como reduccidn o retirada de tratamiento.

6. Un menor nivel de linfocitos Treg en sangre periférica podria predecir desenlaces
desfavorables en pacientes con All, medido como intensificacion, cambio de

tratamiento o ingreso hospitalario por actividad de la enfermedad.
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IV) Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la respuesta inmunoldgica T reguladora en sangre periférica de pacientes
afectos de AlJ y analizar su influencia sobre el subtipo clinico, actividad de la

enfermedad, tratamiento e implicacién prondstica.

Objetivos especificos

1. Describir el fenotipo de los linfocitos Treg y los niveles de citocinas relacionadas con
la respuesta reguladora en sangre periférica de los pacientes con AlJ

2. Comparar el porcentaje de linfocitos T reguladores en sangre periférica en All
oligoarticular con respecto a All poliarticular.

3. Valorar diferencias en la respuesta T reguladora en sangre periférica de pacientes
con Al segun el grado de actividad de enfermedad.

4. Correlacionar los niveles de Treg y de marcadores séricos de inflamacidn.

5. Estudiar diferencias en el porcentaje de T reguladoras entre pacientes con AlJ en
tratamiento inmunosupresor y pacientes sin él.

6. Evaluar la capacidad prondstica de los linfocitos Treg en el estado futuro de
enfermedad, medido como ingresos hospitalarios o cambios en la medicacién de

base.
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V) Métodos

1. Tipo de estudio

Estudio observacional analitico que consta de una fase transversal y una longitudinal
prospectiva, realizado en dos centros terciarios: Hospital Clinico Universitario Virgen de

la Arrixaca (Murcia) y Hospital General Universitario Dr. Balmis (Alicante).

2. Poblacidn de estudio y criterios de seleccion

La poblacion objeto de estudio eran pacientes con diagndstico de AlJ segln criterios ILAR
(1), que estuvieran en seguimiento activo en la Unidad de Reumatologia Pediatrica del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia) y de la Seccién de
Reumatologia del Hospital General Universitario Dr. Balmis (Alicante). A los pacientes se
les propuso participar de forma voluntaria en la consulta de Reumatologia, se les
informd del estudio y entregd el consentimiento informador pertinente (segun el nifio
fuera menor o mayor a 12 afios). Los dos modelos de consentimiento informado se

adjuntan en el anexo 3.

Los criterios de inclusién para el estudio fueron pacientes tuvieran diagndstico de Al
segun criterios ILAR, en seguimiento activo por las unidades arriba citadas que aceptaran
participar en el estudio. El Unico criterio de exclusidon fue no tener disponibilidad de

muestra sanguinea.

3. Muestreo

Muestreo no probabilistico de casos consecutivos o de conveniencia.
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4. Variables del estudio

4.1 Variables principales

La variable principal a estudio fue el nivel del linfocito Treg medido como

porcentaje del total de linfocitos T en sangre periférica por citometria de flujo.

4.2 Variables secundarias
4.2.1 Visita basal
e Demogrificas:
o Edad (ahos)
o Sexo (masculino o femenino)
e C(linicas:
o Edad al debut de la enfermedad (afos al debut)
o Categoria ILAR: Sistémica, oligoarticular, poliarticular FR
positivo, poliarticular FR negativo, psoridsica, ARE o
indiferenciada.
o  Resultados registrados en historia clinica: Positividad a ANA,
positividad a FR, positividad a anti-CCP y positividad a
HLAB27.
o Afectacién extraarticular: uveitis, psoriasis, enfermedad
inflamatoria intestinal
o Historia de infiltraciones: si / no
o Tratamientos previos: AINEs, glucocorticoides, FAME

sintético convencional y bioldgicos.
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o

Tratamiento actual: AINEs, corticoides, FAME sintético
convencional y bioldgico.
Pauta de tratamiento actual: estandar, optimizada (reduccién
de dosis o del intervalo de administracion segun su posologia
autorizada) o intensificada (aumento de dosis o del intervalo
de administracion segun su posologia autorizada).
Estado de la enfermedad actual: actividad o remisién por
criterios de Wallace (96)
Numero de articulaciones tumefactas (recuento 71
articulaciones)
Numero de articulaciones dolorosas (recuento 71
articulaciones)
Numero de articulaciones activas, definidas como derrame
articular o limitacién a la movilidad acompafiada de calor,
dolor o tumefaccion (recuento 71 articulaciones)
Presencia de inflamacion ocular segun ultima valoracién por
oftalmologia (51).
EVA médico (0 — 10 cm, siendo O la ausencia de actividad y 10
maxima actividad)
EVA padres / paciente (0-10 cm, siendo O la ausencia de
actividad y 10 maxima actividad).
indice de actividad segtin JADAS (99):

» JADAS - PCR (10, 27y 71)

» JADAS -VSG (10,27 y 71)
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» JADAS clinico (10, 27 y 71)
o Indice de dafio establecido segtin JADI (107):
» Dafio establecido articular: JADI — A
» Dafio establecido extraarticular: JADI - E
O Cuestionario multidimensional JAMAR (120): rigidez
matutina, nivel de actividad de la enfermedad, la presencia de
sintomas extraarticulares, adherencia a los tratamientos y la
satisfaccidn con el curso y prondstico de la All.
e Laboratorio:
o Nivel de linfocitos Thl y Th2, medidos como porcentaje del total
de linfocitos en sangre periférica por citometria de flujo.
o Citocinas: interferén gamma (IFN-y), interleucina (IL) — 6, IL-4, IL-
10y el factor de crecimiento (TGF-B) medidas en pg/ml.
o Reactantes de fase aguda: PCR (mg/dl) mediante
inmunoturbidimetria y VSG (mm/hora).
o Hemograma plaquetas/mm3, hemoglobina (g/dl) y leucocitos
totales /mm3.
4.2.2 Seguimiento:
e Ocurrencia de:
o Optimizacion: reduccion de dosis o suspension de alguno de los
tratamientos vigentes.
o Intensificacion: infiltraciones o adicién de tratamiento o aumento
de dosis de tratamientos vigentes.

o Hospitalizacion debida a actividad de la enfermedad.

66



5. Procedimientos

La visita basal del estudio se hizo coincidir con las visitas rutinarias de los pacientes. Ese
dia se revisa la historia clinica electrénica para recoger las variables clinicas, se facilitan
los cuestionarios al paciente o sus padres, se hace el examen fisico y las variables de
laboratorio se obtuvieron a partir de la extraccion para el control rutinario habitual de
los pacientes. Por tanto, en ningun caso el estudio ha supuesto una visita médica o
extraccidon sanguinea adicional. Las variables del estudio se han recogido en una hoja de

recogida de datos (anexo 4).

La determinacién del porcentaje de los linfocitos Treg, Thl y Th2 en sangre periférica
mediante citometria de flujo se realizé dentro de las 24 horas siguientes a la extraccién,
y posteriormente hemos medido las citocinas séricas (IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, and TGF-B)
en muestras congeladas. La deteccidn de los linfocitos Treg se ha realizado mediante la
tincidn de sus marcadores de superficie con CD3:APC, CD4:FITC y CD25:PE-Cy7 seguido
de tinciéon intracelular con FoxP3:PE o su correspondiente isotipo de control. Para
cuantificar los linfocitos Thl y Th2 en sangre periférica se ha realizado la tincidn
utilizando los anticuerpos CD3:APC y CD4:FITC seguido de una tincidn intracelular de T-
bet:PE, Gata3:BV421 o sus respectivos controles. Los anticuerpos se han obtenido de
Becton Dickinson, la lectura de los tubos se ha realizado usando el citémetro de flujo
FACS Canto Il y el analisis de los datos con el software Flowlo (Becton Dickinson). Hemos
definido las Tregs como CD3*CD4*CD25*FoxP3*, los linfocitos Thl como CD3*CD4*T-bet",
y los Th2 como CD3*CD4*Gata3*; y hemos expresado los datos como porcentaje del total

de células CD3+ CD4+ (linfocitos Th). El analisis de interleucinas se ha realizado mediante
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ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN). La figura 3 muestra la estrategia empleada en

el presente trabajo.
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Figura 3: Deteccidn de los linfocitos Treg, Thly Th2 en sangre periférica de los pacientes. A) Se realizo
una discriminacidn inicial del contenido celular para evitar dobles contajes. B) La poblacién linfocitaria
se identificd inicialmente por tamafio y granularidad. C) Los linfocitos Th fueron seleccionados como
CD3*CD4". D) Los linfocitos Treg fueron definidos como CD3*CD4*CD25*FoxP3* E) Los linfocitos Th1 se
identificaron mediante la combinacién CD3*CD4*T-bet* F) Los linfocitos Th2 se definieron por la
poblacion CD3*CD4*Gata3". G) Control utilizado para la deteccion de los linfocitos Treg H) Control
utilizado para la identificacion de los linfocitos Th1 1) Control utilizado para la identificacion de los
linfocitos Th2

En la fase de seguimiento se ha revisado la historia clinica electrénica para detectar el
primer evento de interés y, de haber ocurrido registrar su fecha. En caso de no haber
ocurrido ningun evento la fecha fin de seguimiento es la establecida, 28 de febrero 2022.

La atencidn clinica de los pacientes la realizé su reumatdlogo habitual, desconocedor del
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nivel de los linfocitos Treg de los pacientes en la visita basal, y las decisiones de

modificacién de tratamiento fueron guiadas por la clinica.

La figura 4 muestra los procedimientos realizados en nuestro estudio.

eRevisidn de historia clinica para recogida de las variables clinicas.
eEntrevista y exploracidn fisica. Entrega y cumplimentacion de cuestionarios.
VISIENEEEIN eExtraccion sanguinea (visita rutinaria y variables analiticas del estudio)
eDentro de las 24 horas siguientes a la extraccion.
Andlieis d eCitometria de flujo. Lectura y registro de resultados
NaiBls 66 eCongelamos muestras de suero para su posterior analisis
linfocitos T Y,
N
oELISA (IFN-y IL-4, IL-6, IL-10, and TGF-)
Analisis de
citocinas J

eRevision de historia clinica electrdénica

Fase de

seguimiento

Figura 4. Procedimientos del estudio

6. Aspectos éticos

Todos los pacientes que cumplieron criterios de inclusién fueron informados de los
objetivos y procedimientos del estudio. La participacion ha sido totalmente voluntaria,
sin recibir contraprestacién a cambio. Aquellos pacientes que aceptaron formar parte
del estudio firmaron el consentimiento informado bien los padres (en menores de 12
afios) o por el paciente (consentimiento del menor maduro en mayores de 12 afios). El
estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (2018-7-3-HCUVA), del Comité Etico y de

Investigacion Clinica del Hospital General Universitario Dr. Balmis de Alicante (190626)
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y recibid el certificado de la oficina de investigacion responsable de la Universidad
Miguel Herndndez (cddigo de autorizacion ADH.SPU.RJFG.NAQM.23); ver anexo 5.E|
manejo de los datos clinicos se ha realizado en acuerdo a la declaracién de Helsinki y
modificaciones posteriores, el cédigo de buenas practicas clinicas y la ley organica de

proteccidn de datos de caracter personal y garantia de los derechos digitales (3/2018).

Los datos han sido recogidos en una base de datos informatizada formato Microsoft
Excel®, por el doctorando bajo la supervision de los directores del proyecto, que son las

Unicas personas que han tenido acceso a los datos.

7. Aspectos estadisticos

7.1 Tamaio muestral
Para el calculo del tamafio muestral hemos tomado como referencia los resultados del
estudio de De Kleer et al (2004) (267) por ser el de mayor tamafio muestral incluidoy a
juicio de los investigadores el de mayor calidad metodolégica. Aceptando un riesgo alfa
de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en un contraste bilateral, se precisan 38 sujetos con AlJ
oligoarticular y 45 con AlJ poliarticular para detectar una diferencia igual o superior al
1%. Se asume que la desviacion estandar comun es de 1.54% y se ha estimado una tasa
de pérdidas de seguimiento del 10%.
La pandemia COVID19 supuso un cambio repentino en la atenciéon a los pacientes
ambulatorios, en detrimento de la atencidén presencial. Las restricciones derivadas de
dicha emergencia sanitaria dieron lugar a la finalizacién del reclutamiento de pacientes,
habiendo alcanzado el nimero total de 87 sujetos incluidos.

7.2 Analisis estadistico
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Para determinar la distribucién de las variables cuantitativas hemos empleado la prueba
de Kolmogorov-Smirnov, obteniendo como resultado una distribucién no normal. Por
tanto, las variables cuantitativas se presentan como mediana y rango intercuartilico. La
variable principal del estudio es el porcentaje de Treg CD3+CD4+ en sangre periférica, y
se presenta como acabamos de mencionar como mediana y rango intercuartilico. Para
las variables categéricas hemos empleado frecuencias y porcentajes. Puesto que no
hemos encontrado en la literatura un valor exacto de referencia de Treg en sangre
periférica (es conocido que son escasas en condiciones de normalidad, pero no
disponemos de un rango o valor de referencia establecido), hemos categorizado esta
variable a partir de su mediana (mayor o menor de 1,67%) y sus terciles (T1: <1,29%,; T2:

1,29% - 2,18%; T3: > 2,18%) para realizar las asociaciones.

Para los analisis de asociacion del nivel de linfocitos Treg con otras variables clinicas y
de laboratorio hemos empleado el coeficiente de correlacion de Spearman para
variables cuantitativas, la prueba U de Mann-Whitney para binarias y la prueba de
Kruskal-Wallis para variables multicategéricas. En el caso del coeficiente de correlacion
de Spearman encontramos diferentes grados de correlacion (débil, moderada o fuerte)
entre -1y +1. En nuestro trabajo hemos empleado los siguientes valores de corte: 0,00
— 0,09 no correlacion; 0,10 — 0,39 correlacidon débil; 0,40 — 0,69 correlacién moderada;

0,70 - 0,89 correlacion fuerte y 0,90 — 1,00 correlacién muy fuerte (275).

Respecto a las variables clinicas, cabe mencionar que el subtipo de AlJ se han recogido
siguiendo la clasificacién ILAR (1). Sin embargo, debido a la heterogeneidad de la
enfermedad y las recientes nuevas clasificaciones propuestas teniendo en cuenta

aspectos genéticos y fenotipicos en AlJ (207) hemos realizado también una
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reclasificacion en 5 grupos (sistémica; oligoarticular persistente; oligoarticular extendida
mas poliarticular FR negativo; poliarticular FR positivo, ARE mas psoridsica;

indiferenciada).

En la fase longitudinal del trabajo hemos registrado la ocurrencia de eventos de interés
durante el seguimiento y calculado su ratio de incidencia. Los eventos analizados han
sido: hospitalizacion debida a actividad de la enfermedad, optimizacion de tratamiento
o intensificacién. El periodo de seguimiento ha comprendido desde la fecha de entrada
en el estudio hasta la fecha fin de seguimiento (28 de febrero de 2022). Hemos
empleado la regresién de Cox para definir las asociaciones de los niveles basales de
linfocitos Treg, otros linfocitos y citocinas con los diferentes desenlaces como Hazard
ratios (HRs) con intervalo de confianza al 95%. En caso de encontrar diferentes variables
con asociacioén significativa se ha realizado un ajuste multivariante excepto que hubiera

una asociacion estrecha con otras covariantes.

El analisis se ha realizado con el programa SPSS software v25 (IBM, Armonk, NY) y se ha
definido el nivel de significacion estadistica como P<0,05. Las graficas se han realizado

con el programa Graphpad Prism v9.3.4.

8. Duracion del estudio

La etapa de reclutamiento y ha comprendido del 15 de marzo de 2019 al 06 de julio de
2020. Cabe mencionar que la pandemia COVID-19 modificé los tiempos inicialmente

establecidos para el presente trabajo.

La fase longitudinal ha comprendido desde la fecha de inclusién en el estudio hasta la

fecha fin de seguimiento (28 de febrero de 2022).
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9. Memoria econdmica

El estudio ha contado con financiacién procedente de la Sociedad Valenciana de
Reumatologia (Beca de Ayuda a la Investigacion en Reumatologia) y del Instituto de
Investigacion Sanitaria de Alicante (ISABIAL) (VIII Convocatoria de Ayudas para el Apoyo
y Fomento de la Investigacion). Los certificados de concesidn se adjuntan como anexos

(anexo 6).

73



VI) Resultados

1. Participacion y flujo de pacientes

Se propuso participar a 87 pacientes, aceptando todos ellos entrar en el estudio (tasa
de participacion del 100%). No hubo pérdidas en la fase de seguimiento. El flujo de

pacientes lo mostramos en la figura 5.

87 pacientes 87 pacientes
realizan la visita completan el

87 pacientes se
les propuso

participar basal y extraccion periodo de

sanguinea seguimiento.

Figura 5: Flujo de pacientes

2. Caracteristicas basales de los pacientes

En lineas generales, la mediana de edad de los pacientes incluidos ha sido de 11 afios,
siendo la mayoria mujeres (63,2%) y la AlJ oligoarticular persistente fue el subtipo de AlJ
mas frecuente (44,8%). La amplia mayoria de pacientes estaba en remisién por criterios
de Wallace (79,3%) en el momento de entrar al estudio y el 90,4% de los pacientes o sus
padres estaban satisfechos con el curso de la enfermedad. Las caracteristicas basales de

los pacientes que han participado en el estudio se especifican en la tabla 13 y 14.
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Tabla 13. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos

Variable

Dato

Demogrdficas
Edad (mediana y p25-p75) en afios
Sexo (femenino)

11 (7;15)
55 (63,22%)

Caracteristicas de la AlJ
Duracién de la enfermedad (mediana y p25-p75)
Subtipo de AlJ
Sistémica
Oligoarticular persistente
Oligoarticular extendida
Poliarticular FR negativo
Poliarticular FR positivo
Psoriasica
ARE
Indiferenciada
Manifestaciones extraarticulares

5(2;9)

6 (6,9%)
39 (44,8%)
6 (6,9%)
16 (18,4%)
3 (3,4%)
7 (8,0%)
6 (6,9%)
4 (4.6%)
24 (27,6%)

Tratamiento bioldgico
FAME y tratamiento biolégico

Uveitis 10 (11,5%)
Psoriasis 8(9,2%)
Enfermedad inflamatoria intestinal o mas de una 6 (6,8%)
Tratamiento
Sin tratamiento 30 (34,5%)
FAME 16 (18,4%)

15 (17,2%)
26 (29,9%)

Analiticas (mediana y p25-p75)
PCR en mg/dI

VSG en mm/hora
Leucocitos
Plaquetas
Hemoglobina (g/dl)
Autoinmunidad
ANA (N=76)

FR (N=79)

Anti — CCP (N=19)
HLA — B27 (N=51)

0,08 (0,05; 0,22)

6(2; 13)

7195 (5836 — 8445)
290,50 (251 - 334,75)
13,450 (12,500 — 14,200)

36 (41,4%)
3(3,4%)
1(1,1%)
13 (14,9%)

Los datos se muestran como frecuencias y porcentajes, salvo cuando especificamos medianas y rango

intercuartilico.
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Tabla 14. Estado basal de los pacientes (actividad, calidad de vida y daiio establecido)

Actividad de la enfermedad

Remision por criterios de Wallace
Remision por JADAS27 — VSG (n=83)
Remision por JADAS27 — PCR (n=86)
Remisiéon por JADAS clinico (n=87)
JADAS10-VSG (mediana y p25-75) (n=83)
JADAS10-PCR (medianay p25-75) (n=86)
JADASc10 (mediana y p25-75) (n=87)
JADAS27-VSG (mediana y p25-75) (n=83)
JADAS27-PCR (mediana y p25-75) (n=86)
JADASc27 (medianay p25-75) (n=87)
JADAS71-VSG (mediana y p25-75) (n=83)
JADAS71-PCR (medianay p25-75) (n=86)
JADASc71 (mediana y p25-75) (n=87)
Articulaciones activas (mediana y minimo — maximo) (n=87)
EVA médico (n=87)

EVA padres/paciente (n=87)

69 (79.3%)

42 (50.6%)

45 (52.3%)

45 (51,7%)

0,70 (0,00 — 7,00)
0,25 (0,00 — 7,12)
0,50 (0,00 — 7,00)
0,70 (0,00 — 7,00)
0,42 (0,00 — 7,12)
0,50 (0,00 — 7,00)
0,70 (0,00 — 7,00)
0,42 (0,00 — 7,12)
0,50 (0,00 — 7,00)
0,00 (0,00 — 7,00)
0,00 (0,00 — 2,00)
0,00 (0,00 — 4,50)

Dafio establecido (JADI)
JADI — A (mediana y minimo — maximo)
JADI — E (mediana y minimo — maximo)

0,00 (0,00 - 5,00)
0,00 (0,00 - 2,00)

Calidad de vida
EVA dolor (n=83)
EVA bienestar (n=83)
EVA actividad (n=83)
Calidad de vida (mediana y p25-75)
Calidad de vida fisica (mediana y p25-75)
Calidad de vida psicolégica (mediana y p25-75)
Estado de la enfermedad
Remisidn
Actividad mantenida
Recaida
Curso de la enfermedad
Mucha mejoria
Mejoria leve
Estable
Empeoramiento leve
Satisfaccion con el curso de la enfermedad

0,00 (0,00 - 3,50)
0,00 (0,00 — 3,00)
0,00 (0,00 — 4,00)
1(0;5)
1(0;3)
0(0;2)

52 (62,7%)
17 (20,5%)
14 (16,9%)

36 (43,4)
7(8,4)
31(37,3)
9(10,8)
75 (90.4%)

Los datos se muestran como frecuencias y porcentajes, salvo cuando especificamos medianas y rango
intercuartilico o minimo - maximo. Los datos de calidad de vida proceden del cuestionario
multidimensional JAMAR. JADAS: Juvenile Arthritis Disease Activity Index; VSG: Velocidad de
sedimentacion globular; PCR: Proteina C reactiva: EVA: Escala Visual Analdgica; JADI: Juvenile Arthritis
Damage Index (A: Articular, E: Extrarticular)

2.1 Niveles basales de linfocitos T y sus citocinas relacionadas (objetivo 1).

La tabla 15 muestra la mediana y rango intercuartilico de los linfocitos Treg, Thly Th2,

asi como las citocinas estudiadas. La mediana de Treg es de 1,67% del total de linfocitos
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en sangre periférica, mientras que las de los linfocitos Thl y Th2 han sido 1,15% y 1,20%
respectivamente. Las citocinas inhibidoras producidas por el linfocito Treg son la IL-10 y
TGF-B, cuyas medianas en nuestro estudio han sido 7,17 pg/ml y 5,95 pg/ml

respectivamente.

Tabla 15. Niveles basales de linfocitos T y citocinas estudiadas
Variable Dato
Treg (%) 1,67 (0,96 — 2,58)
Thl (%) 1,15 (0,42 - 2,07)
Th2 (%) 1,20 (0,74 - 1,86)
IFN-y (pg/ml) 4,34 (3,23 - 8,39)
IL-6 (pg/ml) 13,73 (10,74 — 17,23)
-4 (pg/ml) 3,66 (3,20 —4,31)
TGF-B (pg/ml) 5,95 (4,33 -7,25)
IL-10 (pg/ml) 7,17 (4,19 —9,54)

Los datos se muestran como medianas y rango intercuartilico (p25 — p75)

3. Asociacion entre T reguladores y variables de interés
3.1 Asociacion entre T reguladores y subtipo de Artritis Idiopatica Juvenil
(objetivo 2)

La distribucién de los linfocitos T y citocinas no mostraron diferencias significativas
entre los diferentes subtipos de All. El porcentaje de linfocitos T y las medianas de
las citocinas analizadas las exponemos en la tabla 16, y la variable principal

(porcentaje de Treg) segun subtipo clinico la representamos en la figura 6.

Figura 6: Distribucion de los linfocitos Treg en funcidn de la categoria de AlJ
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Tabla 16. Asociacidn entre linfocitos T y citocinas con los subtipos de AlJ

Subtipo Treg Thi Th2 | IFN-y | IL-6 IL-4 | IL-10 | TGF-B
Sistémica 1,85 0,65 1,30 3,9 12,44 4,59 7,85 6,19
(1,41- | (0,42- | (0,98- | (3,08 | (10,99- | (3,78- | (5,74- | (5,31-
2,77) | 1,69) | 1,78) | 6,17) | 17,89) | 5,10) | 9,74) | 7,46)
Oligoarticular 1,96 1,15 1,07 4,65 13,73 3,61 7,44 6,23

persistente (1,23- (0,41- (0,73- (3,15- | (10,66- | (3,20- | (4,81- | (4,19-
2,73) 1,97) | 1,83) | 819) | 17,47) | 4,07) | 9,26) | 7,49)
Oligoarticular 1,35 2,58 1,45 8,36 17,99 4,58 5,22 5,07

extendida (0,92- | (0,29- | (0,83- | (3,60- | (10,79- | (3,58- | (3,91- | (4,29-
1,84) | 2,97) | 3,19) | 9,69) | 18,15) | 6,05) | 7,76) | 5,91)
Poliarticular 1,72 0,61 1,49 4,00 14,28 4,00 5,48 6,05
FR negativo | (0,75- | (0,21- | (0,55- | (3,20- | (10,42- | (3,14- | (3,58- | (3,66-
3,03) | 1,79) | 2,41) | 10.30) | 16,87) | 5,20) | 9,63) | 7,65)

Poliarticular | 0,82 1,1 0,79 3,86 | 13,29 | 3,14 | 3554 | 4,33
FR positivo | (0,39- | (0,23- | (0,66- | (3,60- | (10,44- | (3,00- | (3,36- | (2,99-
NC) NC) NC) NC) NC) NC) NC) NC)

ARE 1,99 2,08 1,19 830 | 16,48 | 3,50 | 842 | 6,28

(1,65- | (0,35- | (0,55- | (3,04- | (10,54- | (2,74 | (7,50- | (5,29-
3,08) | 2,42) | 1,70) | 9,07) | 17,23) | 4,70) | 9,86) | 7,96)
Psoriasica 1,50 1,20 1,28 4,04 13,55 3,60 6,66 5,59
(1,06- | (0,60- | (0,83- | (3,50- | (12,06- | (3,26- | (5,24- | (5,07-
1,87) 2,36) 1,89) 8,80) 16,95) | 4,28) 7,75) 6,80)
Indiferenciada 1,24 0,73 0,91 3,56 11,91 3,47 5,63 5,06
(0,75- | (0,12- | (0,66- | (2,64- | (8,50- | (3,11- | (3,43- | (3,86-
2,71) | 1,87) | 1,30) | 7,01) | 16,18) | 3,78) | 9,87) | 6,16)
P —Valor 0,687 | 0,834 | 0,887 | 0,777 | 0,911 | 0,332 | 0,544 | 0,400
Los linfocitos Treg, Thly Th2 se muestran como porcentajes, mientras que las citocinas las
mostramos como pg/ml. Los datos se expresan como medianas y rango intercuartilico
(p25-p75). AlJ: Artritis Idiopdtica Juvenil; Treg: T regulador; IFN-y: interferén gamma; IL:
Interleucina; TGF-8: factor de crecimiento transformante beta; FR: Factor reumatoide; ARE:
Artritis relacionada con entesitis; NC: No calculado por pocos pacientes en la categoria

Empleando la reclasificacién en 5 grupos anteriormente explicada tampoco
encontramos diferencias entre los niveles de Treg (p = 0,733). Las comparaciones
realizadas entre subgrupos reagrupados tampoco mostraron diferencias
(oligoarticular persistente versus oligoarticular extendida + poliarticular FR negativo,
p = 0,340; oligoarticular persistente versus psoridsica + ARE, p = 0,965; oligoarticular
extendida + poliarticular FR negativo versus psoriasica + ARE, p = 0,204). Debido al
bajo numero de pacientes en las otras categorias no hemos realizado otras

comparaciones entre subgrupos.
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Los analisis empleando la categorizacion de Treg por mediana o terciles mostré

idénticos resultados (datos no mostrados).

3.2 Asociacion entre T reguladores y actividad de la enfermedad (objetivo 3)

El andlisis de asociacién entre los linfocitos Treg, asi como sus citocinas inhibidoras
(IL-10 y TGF-B) y los indices de actividad de la enfermedad tampoco ha mostrado
diferencias estadisticamente significativas. El valor de los linfocitos Treg, Thl, Th2y
las citocinas analizadas se detallan en las tablas 17 y 18. Los analisis empleando la
categorizacion de Treg por mediana o terciles mostré idénticos resultados (datos no
mostrados). Mostramos Unicamente el valor de JADAS27 por ser el mas empleado
en practica clinica, pero se ha evaluado la correlacidn entre las puntuaciones de los
indices JADAS con los linfocitos sin diferencias

diferentes y citocinas,

estadisticamente significativas.

Tabla 17. Asociacidn entre linfocitos T y la actividad de la enfermedad

indice de actividad Treg % P Thl % P Th2 % P

Remisidn por Wallace

Si 1,78 0,746 | 1,05 0,944 | 1,22 0,499
(1,01;2,66) (0,44;1,99) (0,74;1,91)

No 1,58 1,21 1,10
(1,03;2,39) (0,39;2,33) (0,72;1,40)

Remision por

JADAS27VSG

Si 2,01 0,600 | 1,16 0,593 | 1,29 0,348
(1,02;2,70) (0,42;2,20) (0,74;2,01)

No 1,65 1,20 1,19
(1,02;2,51) (0,39;1,93) (0,69;1,56)

Remisidn por

JADAS27PCR

si 1,99 0,823 | 1,05 0,489 | 1,38 0,392
(1,04;2,64) (0,42;2,08) (0,74;2,00)

No 1,65 1,21 1,16
(1,01;2,59) (0,38;1,99) (0,68;1,54)

Remision por JADASc

Si 1,99 0,976 | 1,05 0,474 | 1,38 0,357
(1,04;2,64) (0,42;2,08) (0,74;2,00)

No 1,65 1,21 1,16
(1,01;2,59) (0,38;1,99) (0,68;1,54)

Datos expresados como medianas, rango intercuartilico y p-valor. JADAS: Juvenile Arthritis
Disease Activity Index; VSG: Velocidad de sedimentacidn globular; PCR: Proteina C reactiva.
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Tabla 18. Asociacién entre citocinas (pg/ml) y la actividad de la enfermedad

indice de IFN-y P IL-6 P IL-4 P IL-10 P TGF-B P
actividad
Remisién por
Wallace
Si 4,20 0,781 | 13,58 0,939 | 3,80 0,056 | 7,26 0,679 | 6,05 0,520
(3,35; (10,93; (3,23; (4,18; (4,33;
8,38) 17,22) 4,49) 9,60) 7,23)
No 4,80 14,69 3,26 6,99 5,75
(3,09; (10,28; (3,03; (4,15; (4,19;
8,32) 17,06) 4,08) 8,53) 7,00)
Remisién por
JADAS27VSG
Si 4,55 0,373 | 13,92 0,564 | 3,80 0,234 | 8.04 0,285 | 6,31 0,103
(3,63; (10,80; (3,40; (4,12; (4,95;
8,39) 17,44) 4,40) 9,50) 7,46)
No 4,10 13,88 3,40 6,94 5,59
(3,11; (10,65; (3,02; (4,20; (4,22;
8,28) 16,88) 4,24) 9,39) 6,87)
Remisién por
JADAS27PCR
si 4,50 0,367 | 13,58 0,472 | 3,80 0,382 | 7,92 0,492 | 6,28 0,194
(3,50; (10,92; (3,50; (4,15; (4,80;
8,36) 17,26) 4,40) 9,48) 7,40)
No 4,19 14,08 3,37 7,00 5,75
(3,11; (10,64, (3,01; (4,19; (4,22;
8,34) 16,92) 4,26) 9,51) 6,87)
Remisién por
JADASCc
Si 4,50 0,323 | 13,58 0,431 | 3,80 0,343 | 7,92 0,613 | 6,28 0,273
(3,50; (10,92; (3,50; (4,15; (4,80;
8,36) 17,26) 4,40) 9,48) 7,40)
No 4,19 14,08 3,37 7,00 5,75
(3,11; (10,64; (3,01; (4,19; (4,22;
8,34) 16,92) 4,26) 9,51) 6,87)

Datos expresados como medianas, rango intercuartilico y p-valor. JADAS: Juvenile Arthritis
Disease Activity Index; VSG: Velocidad de sedimentacidn globular; PCR: Proteina C reactiva;
IFN-y: interferon gamma; IL: Interleucina; TGF-8: factor de crecimiento transformante beta.

3.3 Asociacion entre T reguladores y marcadores séricos de inflamacion (objetivo
4).

El anadlisis de asociacion entre los linfocitos T y marcadores séricos de inflamacion
mostré correlacion negativa débil significativa entre los Treg y sus citocinas
inhibidoras IL-10 y TGF-B con la VSG. Los datos del estudio de asociacién entre los

marcadores inflamatorios y los linfocitos T asi como las citocinas analizadas se
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detallan en la tabla 19. Los analisis empleando la categorizacidén de Treg por mediana

o terciles mostré idénticos resultados (datos no mostrados).

Tabla 19. Asociacion entre marcadores séricos de inflamacion con linfocitos T y citocinas

Variable Treg Thl Th2 IFN-y IL-6 IL-4 IL-10 TGF-B
PCR mg/DlI -0,150 | -0,159 | -0,010 | -0,075 | -0,066 | -0.247 | -0.147 | -0.200
(0,172) | (0,151) | (0,929) | (0,500) | (0,553) | (0.024) | (0.185) | (0.069)

VSG mm/h -0,247 | 0,029 -0,017 | 0,004 0,111 -0.119 | -0.257 | -0.267

(0,025) | (0,801) | (0,884) | (0,970) | (0,326) | (0.292) | (0.021) | (0.017)

Leucocitos -0,091 | 0,065 |-0,058 | 0,104 | 0,106 |-0,085 |-0,085 |-0,067
/mm3 (0,412) | (0,564) | (0,609) | (0,354) | (0,345) | (0,452) | (0,451) | (0,554)

Plaquetas -0,032 | -0,080 | -0,110 | -0,062 | -0,049 | -0,104 | -0,085 | -0,071
(0,773) | (0,480) | (0,328) | (0,584) | (0,666) | (0,355) | (0,453) | (0,526)

Hemoglobina | -0,048 | -0,013 | -0,012 | -0,073 | -0,078 | -0,043 | -0,037 | 0,002
g/DI (0,664) | (0,909) | (0,919) | (0,515) | (0,490) | (0,702) | (0,741) | (0,988)

Correlacion entre los niveles de linfocitos T en sangre periférica (%) y citocinas (pg/ml) con
marcadores séricos de inflamacién, expresadas como coeficiente de correlacién de Spearmany el
valor de significacidn P entre paréntesis. PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de Sedimentacion
Globular; IFN-y: interferon gamma; IL: Interleucina; TGF-8: factor de crecimiento transformante beta

3.4 Asociacion entre T reguladores y tratamientos (objetivo 5).

El analisis de asociacidon entre los linfocitos T y citocinas estudiadas no mostré
relacion estadisticamente significativa. Mostramos los resultados en la tabla 20. Los
analisis empleando la categorizacién de Treg por mediana o terciles mostré idénticos

resultados (datos no mostrados).

Tabla 20. Asociacién entre tratamientos y linfocitos T y citocinas
Tratamiento | Treg Thl Th2 IFN-y IL-6 IL-4 IL-10 TGF-B
Sin 1,99 0,60 1,28 4,00 12,5 3,91 8,31 6,28
tratamiento | (1,29; (0,21; (0,74; (3,05; (10,2; (3,26; (5,22; (4,80;
(n=30) 2,86) 1,88) 1,90) 7,75) 16,8) 4,40) 10,04) 7,63)
FAMEsc 1,65 1,21 1,13 3,91 13,8 3,67 7,05 5,51
(n=16) (0,69 |(0,29; |(0,80; |(3,08; |(10,3; |(3,23; |(3,77; | (3,60;

2,46) 1,92) 1,80) 9,02) 15,9) 4,51) 9,40) 7,03)
Bioldgico 1,48 1,31 1,07 4,90 14,2 3,95 5,94 5,26
(n=15) (1,05; (0,47; (0,65; (3,21; (10,6; (3,50; (4,48; (4,29;

2,15) |3,63) |203) |135) |186) |50 |7.26) |6,25)
FAMEscy 1,87 1,26 1,09 4,70 14,2 3,24 7,62 6,00
biolégico (0,93; (0,57; (0,74, (3,98; (12,2; (3,02; (3,92; (4,35;
(n=26) 3,09) 2,21) 1,76) 8,26) 18,2) 3,80) 9,19) 7,23)
P valor 0,711 | 0,425 |0,933 |o0464 |0,498 |0,070 |o0,481 |0,326

Datos expresados como medianas y rango intercuartilico (p25-p75) y p — valor.
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3.5 Asociacion entre T reguladores y otras variables.

El andlisis de asociacion entre el indice de dafio establecido articular y extraarticular
(JADI-A y JADI-E) no mostro asociacién estadisticamente significativa con los niveles
de linfocitos T ni citocinas evaluadas. Cabe mencionar que la presencia de secuelas
en los pacientes de nuestro estudio era practicamente inexistente. Presentamos los
datos en la tabla 21. Los analisis empleando la categorizacidn de Treg por mediana

o terciles mostroé idénticos resultados (datos no mostrados).

Tabla 21. Asociacidn entre JADI-A y JADI-E con linfocitos Ty citocinas
Variable Treg Thi Th2 IFN-y IL-6 IL-4 IL-10 TGF-B
JADI-A -0,136 -0,176 0,039 -0,157 -0,146 -0,101 -0,172 -0,165
(0,213) | (0,209) | (0,723) | (0,155) | (0,186) | (0,362) (0,117) (0,135)
JADI-E -0,114 -0,045 -0,088 -0,101 0,047 -0.118 -0,097 -0,148
(0,296) | (0,687) | (0,429) | (0,361) | (0,668) | (0.285) | (0,380) (0,178)

Correlacion entre los niveles de linfocitos T en sangre periférica (%) y citocinas (pg/ml) con evaluacion

del dafio establecido, expresado como coeficiente de correlacidn de Spearman y el valor de significacidn

P entre paréntesis.; JADI-A: Juvenile Arthritis Damage Index A (articular damage) and E (extrarticular
damage); IFN-y: interferon gamma; IL: Interleucina; TGF-8: factor de crecimiento transformante beta

En nuestro trabajo hemos recogido variables relacionadas con la calidad de vida de
los pacientes mediante el cuestionario multidimensional estandarizado JAMAR; la
relacion entre algunas de ellas y los linfocitos y citocinas analizadas los mostramos
en las tablas 22, 23 y 24. Respecto a las variables continuas recogidas, nuestro
trabajo muestra que la EVA del dolor percibido por los pacientes / padres muestra
una correlacion inversa con los niveles de IL-10 y TGF-B, asi como la calidad de vida
global con esta ultima citocina. La calidad de vida fisica mostré correlacién negativa
estadisticamente significativa con los niveles de TGF-B. En cuanto a las variables
categdricas evaluadas procedentes del cuestionario JAMAR, hemos podido observar
asociacién estadisticamente significativa de los Treg con el curso y estado de la

enfermedad percibido por los pacientes y/o sus padres, y esta Ultima también
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mostro relacidn significativa con las citocinas reguladoras (IL-10 y TGF-B). Los andlisis
empleando la categorizacién de Treg por mediana o terciles mostré idénticos

resultados (datos no mostrados).

Tabla 22. Asociacién entre variables continuas del JAMAR y los Treg, Thl, Th2 y citocinas
(pg/ml) estudiadas

Variable Treg Thl Th2 IFNy IL-6 IL-4 IL-10 TGF-B
EVAdolor |-0,161 | -0,142 | -0,073 | -0,166 | -0,126 | -0,031 | -0,220 | -0,327
(0,149) | (0,210) | (0,522) | (0,142) | (0,267) | (0,785) | (0,050) | (0,003)

EVA -0,048 | -0,056 | 0,030 -0,072 | -0,028 | -0,140 | -0,121 | -0,174
bienestar (0,667) | (0,624) | (0,789) | (0,528) | (0,803) | (0,215) | (0,285) | (0,122)
EVA -0,034 |-0,101 | -0,151 | -0,123 | -0,090 | -0,123 | -0,064 | -0,172
actividad (0,761) | (0,374) | (0,181) | (0,277) | (0,427) | (0,278) | (0,576) | (0,127)
Calidadde | -0,132 | -0,025 | -0,019 | -0,086 | 0,002 -0,171 | -0,177 | -0,298
vida (0,237) | (0,825) | (0,865) | (0,449) | (0,989) | (0,129) | (0,087) | (0,007)
Calidadde | -0,141 | -0,041 | -0,065 | -0,111 | -0,037 |-0,232 | -0,071 | -0,305
vida fisica | (0,207) | (0,717) | (0,570) | (0,326) | (0,747) | (0,039) | (0,532) | (0,006)

Datos expresados como coeficiente de correlacidon de Spearman. Entre paréntesis mostramos
el p-valor. IFN: Interferon gamma; IL: Interleucina; TGF-6: Factor de crecimiento transformante
beta; EVA: Escala visual analdgica.

Tabla 23. Asociacidn entre variables categoricas del JAMAR y los Treg, Thl y Th2.

Variable

Treg

Thl

Th2

Estado de la enfermedad

Remision

2,09 (1,30; 2,98)

1,26 (0,53; 2,41)

1,32 (0,74; 1,91)

Actividad mantenida

1,04 (0,66; 1,78)

0,88 (0,38; 1,61)

0,79 (0,69; 1,34)

Recaida

1,66 (1,45; 3,05)

1,29 (0,40; 2,74)

1,15 (0,70; 2,14)

P —valor

0,036

0,500

0,498

Curso de la enfermedad

Mucha mejoria

2,15 (1,36; 3,39)

1,47 (0,61; 2,58)

1,09 (0,74; 2,08)

Alguna mejoria

1,66 (1,64; 3,26)

1,26 (0,36; 2,32)

1,12 (0,58; 2,03)

Estable 1,41 (0,77; 2,17) 0,96 (0,38; 1,42) 1,22 (0,74; 1,74)
Algo peor 1,29 (1,01; 1,89) 1,39 (0,48; 3,31) 1,35 (0,75; 2,60)
Mucho peor NC NC NC

P —valor 0,045 0,276 0,886
Satisfaccion

Si 1,72 (0,97; 2,86) 1,10 (0,42; 1,96) 1,19 (0,73; 1,90)
No 1,58 (1,06; 2,11) 2,34 (0,72; 3,68) 1,27 (0,91; 1,50)
P —valor 0,894 0,097 0,810

Datos expresados como medianas y rango intercuartilico (p25-p75) y p — valor.
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Tabla 24. Asociacién entre variables categéricas del JAMAR y las citocinas (pg/ml)
estudiadas
Variable IFNy IL-6 IL-4 IL-10 TGF-B

Estado de la

enfermedad

Remisidn 4,55 (3,67; | 14,06 (11,97; | 3,80(3,28; | 8,04 (5,08; | 6,30 (4,88;
8,82) 17,25) 4,40) 9,70) 7,57)

Actividad 4,28 (2,98; | 14,28 (10,33; | 3,60(3,07; | 4,22(3,63; | 4,33 (3,28;

mantenida 8,03) 16,71) 4,19) 7,28) 5,95)

Recaida 5,00 (3,40; | 14,61(10,82; | 3,17(3,00; | 7,12 (6,06; | 5,75 (5,00;
8,58) 18,07) 4,75) 9,64) 7,62)

P —valor 0,393 0,761 0,232 0,021 0,006

Curso dela

enfermedad

Mucha mejoria 7,75 (3,70; | 15,40(12,26; | 3,80(3,28; | 8,54 (5,17; | 6,80 (5,07;
9,60) 18,14) 4,40) 10,24) 7,66)

Alguna mejoria 5,40 (3,08; | 13,58(10,62; | 3,40(2,80; | 8,06(6,68; | 5,75 (5,24;
8,94) 16,48) 5,50) 9,63) 8,44)

Estable 4,11 (3,12; | 13,51(10,30; | 3,75(3,15; | 5,94 (3,68; | 5,14 (3,82;
5,30) 16,14) 4,23) 8,51) 6,21)

Algo peor 4,60 (3,39; | 15,68 (10,61; | 3,34 (2,95; | 6,05(3,67; | 5,48 (4,17;
10,01) 18,84) 5,30) 7,39) 6,29)

Mucho peor NC NC NC NC NC

P —valor 0,219 0,525 0,627 0,050 0,068

Satisfaccion

Si 4,28 (3,50; | 13,58(10,68; | 3,70(3,20; | 7,18 (4,15; | 5,91 (4,29;
8,30) 16,87) 4,40) 9,57) 7,33)

No 9,00 (3,87; | 17,17 (13,40; | 3,84 (2,97; | 6,80(4,54; | 5,63 (4,88;
15,58) 20,04) 4,26) 8,32) 6,66)

P —valor 0,080 0,083 0,785 0,653 0,822

Datos expresados como medianas y rango intercuartilico (p25-p75) y p — valor. IFN: Interferén
gamma; IL: Interleucina; TGF-8: Factor de crecimiento transformante beta; NC: No calculado
(por pocos pacientes en dicha categoria)

4. Linfocitos T reguladores y su implicacion en el seguimiento (objetivo 6).

Durante el seguimiento hubo 25 pacientes a los que se intensificd el tratamiento y 31
optimizaciones, mientras que en 28 de ellos el tratamiento permanecié estable. Ningun
paciente fue hospitalizado debido a actividad de su enfermedad. El tiempo medio de
seguimiento fue de 26 meses tanto para la optimizacion como intensificacion. Hemos
considerado optimizacién los casos en que se ha reducido dosis o suspendido FAMEsc

y/o de tratamiento bioldgico; mientras que intensificacion aquellas situaciones que han
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requerido infiltraciéon (Unica o multiple) o bien anadir o aumentar dosis previa de
glucocorticoides sistémicos, FAMEsc y/o biolégico. Durante el seguimiento un 9,2 y
10,3% de pacientes suspendieron tratamiento con FAMEsc y biolégico respectivamente.
Por el contrario, el 6,8% de los pacientes precisaron infiltraciones, en el 3,4% se anadié

tratamiento con FAMEsc y en el 6,9% se incorporo terapia bioldgica.

Nuestros resultados indican que el nivel de Treg basal no muestra asociacion con el
prondstico de la enfermedad durante el periodo de seguimiento. Sin embargo, unos
mayores niveles de TGF-B, citocina inhibidora producida por los linfocitos Treg, si se han
relacionado con mayores tasas de optimizacion de tratamiento durante el seguimiento.
La respuesta Thl y Th2, asi como el resto de las citocinas analizadas no mostraron
relacion con el prondstico de la enfermedad durante el seguimiento. Los datos se
muestran en la tabla 25. Los analisis empleando la categorizacion de Treg por mediana

o terciles mostré idénticos resultados (datos no mostrados).

Tabla 25. Asociacidn entre niveles basales de linfocitos T y citocinas con
cambios en el tratamiento durante el seguimiento

OPTIMIZACION INTENSIFICACION
HR (IC 95%) P - valor HR (IC 95%) P - valor
Treg 0,76 (0,53; 1,11) 0,140 1,03 (0,73; 1,44) 0,882
Thi 1.06 (0.91; 1.22) 0.455 1,00 (0,84; 1,19) 0,989
Th2 0.74 (0.48; 1.13) 0.162 1.19 (0.95; 1.47) 0.128
IFN-y 1.02 (0.95; 1.09) 0.659 1.00 (0.92; 1.08) 0.997
IL-6 1.01 (0.99; 1.03) 0.454  0.99 (0.94; 1.04) 0.687
IL-4 0.84 (0.60; 1.19) 0.319 1.08 (0.79; 1.49) 0.621
IL-10 0.92 (0.81; 1.05) 0.223 0.99 (0.87; 1.14) 0.928
TGF-B 0.79 (0.64; 0.98) 0.031 1.03 (0.84; 1.25) 0.812

HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de confianza; IFN-y: interferon gamma; IL: Interleucina;
TGF-8: factor de crecimiento transformante beta
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VII)  Discusion

Diversos trabajos han sido publicados hasta la fecha intentando esclarecer el papel de
las Treg en la etiopatogenia de la AlJ, sobre todo en los subtipos oligo y poliarticular y
centrados en evaluar su frecuencia y capacidad de suprimir o controlar la respuesta
inflamatoria (38,41,266—-272). Sin embargo, en nuestro conocimiento, el presente
trabajo es el primer estudio realizado que evalta la relacién entre la respuesta
reguladora y caracteristicas clinicas de la enfermedad que son de interés en practica
clinica diaria, tales como marcadores séricos de inflamacidn, actividad de la enfermedad
y PROs, ademads de analizar su potencial utilidad en el prondstico de los pacientes. Tras
analizar los Treg y citocinas de 87 pacientes con All procedentes de practica diaria
habitual, no hemos encontrado asociacion con la mayor parte de las variables
estudiadas. Pero hemos visto una correlacidn inversa entre la VSG y los Treg asi como
las interleucinas reguladoras (IL-10 y TGF-B). A su vez, estas citocinas también han
mostrado asociacién con la EVA — dolor y la calidad de vida fisica recogidos mediante el
cuestionario validado JAMAR. Nuestro trabajo también ha mostrado que niveles mas
altos de Treg, IL-10 y TGF-B se relacionan con una mejor percepcién por parte de los
pacientes y/o padres de estado y curso de la enfermedad. En la fase prospectiva no
hemos confirmado el potencial papel de las Treg como predictores de ajuste de
tratamiento (indicativo de una mejoria o empeoramiento de la enfermedad).

Nuestros datos han mostrado una mediana de linfocitos Treg de 1,67% sobre los
linfocitos T CD3+CD4+ tal como se muestra en la tabla 15. En la literatura cientifica es
dificil encontrar un valor de referencia bien establecido de los Treg en sangre periférica
de pacientes con enfermedades autoinmunes, pero en condiciones normales

representan entre el 5-10% de los linfocitos T CD3+CD4+ (231,273). La mayor parte de
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trabajos publicados que han evaluado la frecuencia de estas células reguladoras en AlJ
han mostrado, al igual que en nuestro trabajo, resultados inferiores a dicho rango
(267,269,270), indicando que en esta enfermedad habria menos células con capacidad
de suprimir la respuesta inmunoldgica en sangre periférica. Sin embargo, cuestiones de
tipo metodoldgico como el bajo tamafio muestral y los subtipos analizados dificultan la
elaboracién de conclusiones robustas a este respecto.

Tras analizar la distribucién de los Treg, Thl y Th2 asi como las citocinas evaluadas en
funcion del subtipo de All no hemos encontrado diferencias significativas, tal como
mostramos en la tabla 16. Ademas, debido al conocimiento disponible acerca de la
heterogeneidad clinica y genética de los diferentes subtipos (207) hemos reagrupado
los subtipos ILAR (1) en funcidon de estos novedosos aspectos, pero tampoco ha
mostrado diferencias significativas. Los estudios previos no mostraron diferencias
significativas entre los subtipos analizados, a excepcién del estudio de de Kleer y Tomé
(267,273) que si mostaron mayor frecuencia de Treg en oligo que en poliarticulares. No
obstante, estos trabajos prdacticamente sélo incluyeron oligo y poliarticulares.
Consideramos que el analisis del subtipo poliarticular FR positivo frente otros subtipos
podria haber sido de interés debido a sus diferencias en el genotipo de la enfermedad
(207,276), sin embargo, no hemos alcanzado un tamafo muestral suficiente en dicha
categoria que permita realizar comparaciones.

En cuanto al papel de los Treg en la fisiopatologia de la AllJ, los estudios previos han
mostrado resultados dispares, ademas de contener la mayoria de ellos un tamafio
muestral reducido y no incluir todos los subtipos de AlJ. En conocimiento de los autores,
el Unico trabajo que ha evaluado la relacidn entre células del sistema inmune adaptativo

y citocinas con variables clinicas como la actividad de la enfermedad o el recuento
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articular es el publicado por Tomé y colaboradores en 2023 (273), si bien Unicamente
analiza los subtipos oligoarticular y poliarticular, a diferencia del presente trabajo que
ha tenido en cuenta las siete categorias de All. Este estudio incluye 105 pacientes,
adultos y nifios con AlJ, y un grupo control y sus resultados muestran una reduccién de
Treg en sangre periférica de pacientes con formas oligoarticular extendida vy
poliarticular, pero no en oligoarticular persistente, respecto a los controles. En cuanto
a las citocinas dependientes del linfocito T, no encuentran relacion entre ellas y variables
clinicas o de laboratorio, a excepcién de la IL-4 e IL-6 con la VSG y PCR, respectivamente,
en los pacientes con oligoarticular persistente. Nuestro trabajo mostré datos opuestos
pues encontramos relacién entre PCR e IL-4, si bien incluimos todos los subtipos y no
solo la oligoarticular persistente, ademds de otras diferencias metodoldgicas que
impiden la comparacién de resultados.

Nuestro trabajo ha analizado si la respuesta reguladora puede estar en relaciéon con
algunas caracteristicas de la enfermedad, nivel de actividad, asi como su potencial
implicacion prondstica, y en nuestro conocimiento es el primer estudio que evalla estas
variables.

Para medir la actividad de la enfermedad hemos empleado el indice de actividad JADAS
en todas sus versiones (recuento de 10, 27 y 71 articulaciones, empleando PCRy VSG y
sin reactantes de fase aguda), las cuales no han mostrado asociacién con el nivel de
linfocitos Treg ni sus citocinas inhibidoras. Ademas, se han reagrupado los pacientes
segln presentaran situacion de remisién o no, no encontrando tampoco diferencias en
las Treg segun actividad por JADAS27. Este aspecto, sumado a que los trabajos previos
no han analizado el nivel de Treg segln el nivel de actividad de la enfermedad nos lleva

a no poder establecer conclusiones a este respecto. También podria resultar de interés
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analizar si existe relacion entre Treg y nivel de actividad entre tratados y no tratados,
para valorar la interferencia del tratamiento en la respuesta supresora. Sin embargo,
dado que mas del 60% de pacientes de nuestro estudio estaban bajo tratamiento
inmunosupresor la influencia de este sobre los resultados no se puede descartar. Seria
interesante en futuros estudios evaluar a pacientes de debut para analizar sin la
interferencia del tratamiento el nivel de Treg.

Ademas de analizar la relacién entre la respuesta reguladora y la actividad de
enfermedad mediante indices compuestos, hemos estudiado también la asociacién
entre los linfocitos Treg, Th1, Th2 y sus citocinas y los marcadores séricos de inflamacién
(PCR y VSG) como indicadores de inflamacidn sistémica y por tanto actividad. En este
caso hemos encontrado asociacién inversa débil entre la VSG y los Treg asi como sus
citocinas (IL-10 y TGF-B). El estudio con otros marcadores de inflamaciéon como la PCR,
leucocitos, plaquetas o hemoglobina no ha mostrado asociacidon estadisticamente
significativa. El alto porcentaje de pacientes tratados con FAMEsc o biolégicos puede
estar influyendo en los resultados; ademas puesto que en los trabajos previos no se ha
analizado la relacién entre respuesta supresora y marcadores séricos de inflamacion, no
podemos evaluar si nuestros resultados pueden estar influenciados por las
caracteristicas de la muestra.

El andlisis de asociacién entre respuesta supresora y tratamientos no mostro
significacidn estadistica. Hemos realizado comparacion entre pacientes sin tratamiento,
pacientes en monoterapia con FAMEsc, pacientes en monoterapia con bioldgico vy
pacientes tratados con FAMEsc y bioldgico. La comparacion entre los distintos tipos de
tratamiento no ha sido posible debido al bajo nimero de pacientes en cada FAMEsc

(excepto metotrexato) y en cada bioldgico por separado. Quiza los diferentes
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mecanismos de accion de los farmacos (277) pueda tener un impacto diferente en la
respuesta reguladora, y estudios futuros disefiados a este respecto podrian ser de
interés para dilucidar este aspecto.

La poblacion a estudio practicamente no presentaba secuelas articulares ni
extraarticulares basales, dato que refleja el buen control actual de los pacientes con AlJ
debido a las distintas opciones terapéuticas disponibles (108). Si bien el dafio
establecido puede no estar en relacidn con actividad actual, en nuestro trabajo no
hemos encontrado asociacién entre la respuesta reguladora y las secuelas de los
pacientes medidas mediante el indice JADI-A y JADI-E (tabla 21).

La recogida de PROs se ha realizado mediante el indice multidimensional JAMAR, y sus
datos han mostrado mas de un 90% de satisfaccion con el curso de la enfermedad. La
percepcion subjetiva del dolor, bienestar y actividad de la enfermedad segun padres y/o
pacientes no mostro relacion estadisticamente significativa con los Treg; sin embargo,
el dolor percibido por el paciente si mostré relacién inversa con las citocinas supresoras
(IL-10 y TGF-B) segln exponemos en la tabla 22. Asi mismo, la calidad de vida global y la
calidad de vida fisica (no asi la psicoldgica) también mostraron asociacién con el nivel de
TGF-B. En nuestro conocimiento, los estudios anteriores que han analizado el papel de
las Treg en AlJ no han contemplado su relacién con este tipo de variables, por lo que son
resultados novedosos que sugieren que una mayor respuesta reguladora se asocia a un
menor nivel de dolor y mejor calidad de vida percibida por el paciente y/o sus padres.
Siendo consistentes con esta mejor calidad de vida percibida, nuestros resultados
también han mostrado una asociacion estadisticamente significativa entre los Treg y la
percepcion subjetiva de remisidon y mejoria por parte de los pacientes y/o padres. La

percepcion subjetiva de remisién de enfermedad recogida mediante el cuestionario
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JAMAR también ha mostrado asociacion estadisticamente significativa con las citocinas
reguladoras (IL-10 y TGF-B). Este aspecto resulta interesante pues podria reflejar que un
mayor numero de Treg condicionan una mejor percepcién del paciente de los items
arriba mencionados; sin embargo, dado que el analisis de la calidad de vida ha sido
transversal no podemos sugerir causalidad. Algunos trabajos han detectado cambios en
el sistema inmunoldgico inducidos por placebo (278), por lo que quiza la mejoria de los
pacientes debida a los tratamientos y control de enfermedad genere un aumento de
respuesta reguladora a través de mecanismos de inmunomodulacién. En futuros
estudios con un adecuado disefio podria ser interesante analizar este aspecto.
Respecto al valor prondstico de los Treg y los desenlaces, medidos como optimizacién o
intensificacién de tratamiento no mostraron asociacidn; sin embargo, unos mayores
niveles de TGF-f se relacionan con la posibilidad de optimizar tratamiento, indicando
pues que una mayor capacidad supresora basal podria predecir un mejor curso de la
enfermedad ya que permite reducir o retirar el tratamiento sistémico. Al ser resultados
obtenidos Unicamente en una citocina deberian ser confirmados en futuros estudios
longitudinales. No hemos podido evaluar el impacto en hospitalizaciones por actividad
de la enfermedad al no haberse producido ninguna en el periodo de seguimiento.
Como fortalezas del presente trabajo hay que destacar la recogida minuciosa de las
variables clinicas tanto al debut como durante el seguimiento. Los pacientes han
aportado su perspectiva de la enfermedad mediante cuestionarios estructurados y
validados en AlJ, por lo que se ha podido analizar la relacién entre las variables de
laboratorio y las caracteristicas objetivas y subjetivas de la patologia. Ademas, se ha
podido analizar todo el espectro de la AlJ, si bien han predominado las formas

oligoarticular y poliarticular FR negativas, como ocurre habitualmente en las consultas
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de reumatologia pediatrica, lo que ha limitado el valor de los andlisis comparativos. Otra
limitacion que reconocemos es no haber incluido el analisis de liquido sinovial que seria
un mejor reflejo del proceso inflamatorio local. Sin embargo, este aspecto habria
retrasado considerablemente el reclutamiento de sujetos y tiene cardcter invasivo;
ademas dado que nuestro objetivo era analizar la utilidad de los Treg en sangre
periférica en practica clinica real nos condujo a no considerarlo para el presente trabajo.
Otra limitacién es que no hemos recogido pacientes al debut de la enfermedad, por lo
gue se trata de pacientes con enfermedad establecida y un alto porcentaje de
tratamiento activo. Otro aspecto que consideramos como fortaleza de nuestro trabajo
es haber incluido un periodo de seguimiento prospectivo incluyendo medidas de
desenlace sdélidas como cambios de tratamiento u hospitalizacién por actividad. Sin
embargo, reconocemos que una Unica determinacion de Treg puede dar una
informacién limitada y que habria sido interesante medir al final del seguimiento

nuevamente los Treg.
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Vi)

Conclusiones

El porcentaje de linfocitos Treg en sangre periférica de pacientes con All seguidos
en consulta de Reumatologia pediatrica ha resultado inferior al establecido en
poblacién sana.

Los linfocitos Treg asi como sus citocinas inhibidoras (IL-10 y TGF-B) no han
mostrado diferencias entre los diferentes subtipos de AlJ segun la clasificacion
ILAR.

El nivel de Treg, IL-10 y TGF-B no se ha asociado con el nivel de actividad de
enfermedad segun el indice multidimensional JADAS en todas sus versiones,
pero si el TGF-B con la calidad de vida y el dolor.

Existe relacidn inversa entre el nivel de Treg y sus citocinas supresoras (IL-10 y
TGF-B) con los niveles de VSG, pero no con otros marcadores séricos de
inflamacién.

No existe relacion entre el porcentaje de Treg ni sus citocinas en funcién del
tratamiento recibido por el paciente.

El nivel basal de Treg no ha predicho el posterior ajuste de tratamiento
inmunosupresor de los pacientes con AlJ, aunque de forma individual un mayor
nivel de TGF-B se ha relacionado con mayor probabilidad de optimizacion del

tratamiento.
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ANEXOS
Anexo1l: indice JADI (Juvenile Arthritis Damage Index). Viola S et al. Arthritis Rheum. 2005 Jul;52(7):2092-102.
APPENDIX A: THE JUVENILE ARTHRITIS DAMAGE INDEX FOR ASSESSMENT OF

ARTICULAR DAMAGE (JADI-A) IN PATIENTS WITH JUVENILE IDIOPATHIC
ARTHRITIS

THE JUVENILE ARTHRITIS DAMAGE INDEX - ARTICULAR DAMAGE

Patrent’s sumname: Patient's name:

Asscssment date: Investigator:

Definitions for sconng damage mn mdividual joints: contractures and other joint deformities shoukl only
be scored when they are completely explained by prior damage, are pot due 1o cumrently active arthnis,
and ane present for at least 6 months, For cach joiat, only the most severe kesion should be scored. Right
and left temporomandibular joints, ankle and subtaker joint, and metatarsophalangeal joints of each foot
are considered as n single unit. Damage is scoved only if present. Damage 15 ollen wreversible and
cumulative and, thus, damage sconss are most froquently expected to increase or remain stable aver time.
However, insome cases damage scores may decline (Le., & mamfestation which was previously present
which has resolved woukl not be scored at the time of the present assessment). In case o previous JADI
evaifuation is not avilable, information on patient’s status in the preceding 6 months shoukl be obtained
from history and clinical chart.

Joint type Definition of articular damage Score
Temporomancibular | Micrognathia or face asymmetry thal are severe encugh o cause |1
relevant csthetic compromise anl’or malalignment of the teeth
arcades
| Severe restriction of mouth opeving (ot allowing introduction of |2
three supenimposed hand fingers) with radwographic joint changes
Cervical spine Extension <50% of the nommal range or cervical subluxation |
demonstrated mdiographically
Ankylosis or history of medullary compresston oc surgcal fusion |2
~ |Right Left
Shoulder Extermal rotaton <S0%% of the mormal range and'or sbduction |1 |
<1807 (not above the shoulder plane)
Ankylosis or prosthesss 2 2
Elbaw Flexion comtracture <34° ! ]
! Flexion contracture =34°, ankylasis vr prasthesis 2 2
Wrist Extensson or flexion <30% of the normal range or subluxation or| | |
volar, ulnur ar radial devistion
Ankylosts or prosthesis 2 2
Metacarpophakangeal | Flexion contracture, ulnar or madial deviation = | I LA 2
Subluxation, ankyloss or prosthesss = 2 It E2 %2
1 1 2 132
v E 2 r 2
- . \ 1 21 2
Proximal Flexion contracture = 1 | 1 2 12
wterphalangeal Swan neck or en boutonniére deformity or ankylosis =2 ([ 1 2 12
i ) R T KB
A% i R (e h
| v ) [ T
Hip Iatemal rotation <10° 1 1
Ankylosis or prosthesis 2 2
Knee Valgus deviation =157 due to arthritis o7 flexion contracture <25° |1 1
Flexion contracture »25” or prosthesis 2 2
Ankle Fixed valgus deformity <207 T 1 1
Fixed valgus deformity =20°. ankylosis, arthrodesis or prosthesis |2 2
Metatarsophalangeal | Visibile deformity due to arthntis 1 1
Arthroplasty of the forefoot 2 2
Ttal score (r}.ln—x~72')
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APPENDIX B: THE JUVENILE ARTHRITIS DAMAGE INDEX FOR ASSESSMENT
OF EXTRAARTICULAR DAMAGE (JADI-E) IN PATIENTS WITH JUVENILE

IDIOPATHIC ARTHRITIS
THE JUVENILE ARTHRITIS DAMAGE INDEX - EXTRAARTICULAR DAMAGE
Patient’s sumame: Patient’s name;
Assessment (ate: luvmigwr
The damage is defined as persi changes in by gy, pathology, or function, which may
occur since the dissase presentation, may result from mm;ﬁ:mmﬂmtxiu treatment, and s
present for at least & months. The same lesion canoot be seored (wice. Damage is often irreversible snd
cumulative and, thus, damage scores are mosi frequently expected to increase or remain stable over time,
However, mwmccncsdlm:gpmmydcchm(lt..lmmlfﬂllon!hnwuspmmlp present which
has resolved would be scored s 0 ot the time of the present ious JAD] )
I8 not avaslable, mformation on patient’s status in mm«mwhmm from history
and clinical chart.
Ttem Abscat | Present
OCULAR
Cataract and/or other complications of uvcitis with loss of vision (score  Righteye |0 123
2 in cose of ocular surgery; score 3 in case of legal blindness) Lefleye |0 123
MUSCULOSKELETAL NON-ARTICULAR
Severs muscle ntrophy 0 1
Outeor is with or bral collapse D 1
Avascular necrosis of boae L] 1
Signifi b lity of the bral curve due 10 leg-length discrepancy or hip | D 1
contracture
Significant leg-length discrey or growth ab lity of a bone seg 0 1
CUTANEOUS
Striac rubrue 0 1
Subcutancous sirophy resulting from | icul i ad injecti 0 1
ENDOCRINE
Growth failure 0 1
Pubertal delay n 1
Diabetes mellitus o 1
SECONDARY AMYLOIDOSIS 0 1
Tetal score (max 17)
Glossary of terms:
Cataract: a lens opacity (¢ ), ever, whether duce to d th or uveitis, d d by ophthal Py
Ocular complications of uveitis other than ¢ ynechiae, band & pathy, gl or phthisis bulbi di d by an ophthalmologi
resulting in a loss of vision of at least 1/10.
Muscle atrophy: decreased muscle mass demonstrated on clinical examination.
Osteaporosis with fi w T . d by an imaging techniq
Avascular necrosi of bone: d 4 by any imaging techni
Slpﬁumnhwmhyollhmzmlcmdwmkgw pancy or hip vertebral scoliosis or i d lumbar lordosk
d on clinical imation or by any imaging
Significant leg-length discrep or growth ab fnyofabomnqnmr meqmmyohtltmlcm in the length of the legs or growth defect or
overgrowth of any bone scgment duc to arthritis, d gray ly
Strige nubrae: widespread cutancous purple striac with scarring resulting from steroid toxicity.
Subcutaneous atrophy resulting from i icul ¥ id injection: significant and persistent subcutancous atrophy in the site of a previous
intraarticular corticosteroid injection.
Growth failure: dcfined as the presence of two of the following three features:
1) Lower than the 3rd percentile beight for age.
2) Growth velocity over 6 months lower than the 3rd percentile for age.
3) Crossing at least 2 centiles (5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 93%) on growth chart.
Pubertal delay: delay in develoy of dary scxual ch istics greater than 2 standard deviations beyond the mean for age in Tanner
staging.
Diabetes mellitus: diab melitus requiring py, but regardless of
Secondary amyloidosis: symptomatic amylaidosis confirmed by ination of tissuc scctions by Congo red dye.
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Anexo 2: Cuestionario JAMAR (Juvenile Arthritis Multidimensional Assessment

Report). De Inocencio J et al. Rheumatol Int. 2018 Apr;38(Suppl 1):91-98.

PATIENT ID DATE OF VISIT (DD/MMMMY Y YY)
[Cauntry code, Centre 1D, Incremental number (1-100) e.g. IT 01 D001}

JUVENILE ARTHRITIS MULTIDIMENSIONAL ASSESSMENT REPORT (JAMAR)

* EVALUACION MULTIDIMENSIONAL de la ARTRITIS JUVENIL (JAMAR)

2 Wersign en espafiol Version para los pacientes
3 Nombre y apellidos del paciente (o iniciales) Fecha:

4  El objetivo del cuestionario es recoger informacién sobre el estado actual de tu enfermedad.

5 Tus respuestas nos aywdaran a mejorar nuestra evaluacion clinica.

Por favor, lee cuidadosamente las preguntas que se realizan a continuacion y elije las respuestas que mejor te
describan.
7 Sitienes dudas o necesitas alguna aclaraddn por favor pregintanos.

8 Mo hay respuestas correctas o incorrectas.
9  Simplemente te pedimos que contestes lo que piensas.

10 1. Evaluacidn de la capacidad funcional
Par favor elije la respuesta que mejor describa tu capacidad para realizar las actividades sefialadas a
continuacion durante las ditimas 4 semanas.

12 Porfavor indica solamente las dificultades o limitaciones causadas por la enfermedad.

SIN Con ALGUNA Con MUCHA INCAPAZ
13 dificultad dificultad  dificultad  de hacerlo
14 |1. Correr sobre un terreno llano al menos 10 metros O O O a
15 | 2. Subir 5 escalones | O O O
18 |3, Saltar hacia delante O O O O
17 |4. Ponerte en cuclillas O O O O
18 |5. Inclinarte hacia delante para coger un objeto del suelo O O O a
14 b. Ft;aalrilzasr actividades que requieran usar los dedos de las O O O O
20 | 7. Abrir y cerrar los pufios O | | a
21 | 8. Apretar un objeto con las manos | | | [m]
22 |9, Abrir una puerta bajando el picaparte | O O o
. iﬂ.:;:ll:il;irrtg cerrar un grifo o abrir un tarro previamente O O O o
24 |11. Estirar los brazos O O O a
25 |12, Ponerte las manos en la parte de atrds del cuello | m| m| [m]
26 |13. Girar |la cabeza y mirar por encima del hombro | O O o
27 | 14. Echar la cabeza hacia atras y mirar al techo O O O a
28 |15. Morder un bocadillo o una manzana | | | o
29 §Cuinto dolor has tenido a causa de la enfermedad durante |a pasada semana?
30 [elije la puntuacidn que te parezca mas precisa)
SIN DOLOR IM'I'IEKNJ;E?MU
o o0 o0 Q0 O 00 o 000 o000 o 00 o 0o 0

3 {E“\l 0 05 1 16 2 25 3 35 4 45 & 55 6 G5 7 75 & A5 8 &5 10 I,f"_“\l

L \V
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52

53

54

55

56

57

PATIENT ID

DATE OF VISIT (DiMIY)

(i |taly Paclo Rossi date of birth 25 March 1870 = [T PR 250370)
JUVENILE ARTHRITIS MULTIDIMENSIONAL ASSESSMENT REPORT (JAMAR)

3. Por favor indica si hoy tienes dolor o inflamacign en alguna de las siguientes articulaciones

LADC IZQUIERDO Con dolor o inflamacidn LADO DERECHO  Con dolor o inflamacion
Dedos de las manos O Dedos de las O
manas
Mufieca O Mufieca O
Codo O Codo a
Hombro O Hombro O
Cadera O Cadera O
Rodilla O Rodilla O
Tobillo O Taobilla O
Dedos de los pies O Dedos de los pies O
Cuella O
Parte baja de la espalda O
Mo tengo dolor ni inflamacion en ninguna articulacion O
4. ¢Has tenido rigidez articular por las mafianas durante la semana pasada? | Si O Mo ] |
5i has contestado “si” { gué tiempo duraba?
15 minutos o menos | De 15 a 30 minutos | De 30 minutos a 1 hora | De 1 a 2 horas Mas de 2 horas
O O O O ]

5. Por favor indica si has tenido alguno de los siguientes sintomas durante |la semana pasada

Fiebre de mas de 38°C (producida por la artritis)
Erupcidn o manchas en la piel {producida por la artritis)

6. Considerando todos los sintomas, como el dolor o la inflamacion articular, la rigidez matutina, la fiebre (si

s
sid

Mo O
No O

es producida por la artritis) y la erupcion de la piel [si es producida por la artritis), por favor evalaa el nivel
de actividad de tu enfermedad en este momento
{elije la puntuacién que te parezca mas precisa)

o o

o o o

75 8 85 9 o8f

o o

SIMN
ACTIVIDAD -
P2t
(@) 0 05 1
=/

7. éComo valoras el estado actual de tu enfermedad?

MAXIMA
o ACTIVIDAD
0 S
- ®

Ausencia completa de sintomas
[remisidn)

]

Presencia continua de sintomas

(actividad persistente)
O

Recurrencia de los sintomas
despueés de estar un tiempo
completamente bien (recaida)

8. Comparado con tu dltima visita, {odmo valorarias el curso de tu enfermedad?

Mucho mejor

O

Algo mejor
O

Estable/Sin cambios

|

Algo peor
O

Mucho peor
O

2010 JAMAR (Original) by A. Ravelli

Version 3 (03/11/2011)

2011 JAMAR (Spain) J. DE INOCENCIO gf af for PRINTO
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PATIENT ID DATE OF VISIT (D/MIY)
(i |ty Pacio Rossi date of birth 25 March 1870 = IT PR 280370y

JUVENILE ARTHRITIS MULTIDIMENSIONAL ASSESSMENT REPORT (JAMAR)

9, {Estds tomando alguna medicacién para el tratamiento de la artritis? [ s O | No O

Si has contestado “no”, por favor pasa directamente a la pregunta 13
Si has contestado “si”, por favor responde las preguntas 10, 11 y 12

10. {Queé medicaciones tomas en el momento actual?

AIMEs (par ej. Ibuprofeno, Dalsy, Junifén, Naproxena) O Por favar indica cudl

Esteroides (por ej. Prednisona, Dacortin, Urbason O Por favar indica cudl

Zamene, Dezacor]

Metotrexato (por ). Metoject) a Oral O Subrutdnen O Intramuscwlor O
Sulfasalazina (Salazopyrina) O |Ci|:||:|5|:|arina [por &j. Sandimmum ) O
Etanercept (Enbrel) O | inflikimab (Remicade) O | Adalimumab (Humira) O
Golimumab (Simpani) O | Certalizumab Pegol (Cimzia) O |Abatacept (Orencia) O
Anakinra (Kineret) 0O | Canakinumab (llaris) O |Rilonacept (Arcalyst) O
Tocilizumab (Roactemra) 0O | Otra {indica cual) } O
Otra (indica cusl ) O |D‘tra (indica cusl ) O

11. Desde la dltima visita ¢ has tenido alguna molestia que pueda haber sido

producida por la medicacion que tomas? | Si O | Mo (H]
Si has contestado “si” por faver indica cudl en la tabla
Fiebre O | Doler o ardor de estdmago O
Dolor de cabeza O | Nauseas O
Erupcion o manchas en la piel O | vémitos O
Liagas en la boca [aftas) O | Estrefimienta O
Hinchazén o sangrado de las encias O | Diarrea O
Aumento del vello corporal O | Heces negras o con sangre O
Ganancia de peso O | Sangre en la orina O
Pérdida de peso N Hinchazon, hematomas, dolor, enrojecimienta, etc. O
en &l punto de la inyeccion
EEI'I-‘IIJiI::E de caracter (excitacion, depresidn, O | Otro (por favor indica cusl | O
ansiedad)
Trastornos del suefio [ | Otro (por faver indica cual ) O

12. ¢ Tomas la medicacion con regularidad (siguiendo las indicaciones de tu

médico) en casa? Si O | ne 0

Si has contestado “no” ¢ por qué no?

Porgue me niego a tomarla O | Porque son demasiadas tomas durante el dia O
Por dificultad izati j- t

mre '_m _a_ B DrEamzs -was {por e]. temar O |Por miedo a los efectos secundarios O
la medicacian en el colegio)
Porque tomo demasiadas medicaciones O | Otre (por favor indica cual ) O

¢Cual de las medicaciones te resulta la mas dificil de tomar de forma regular?

13. ¢{Vas al colegio? [ s (] Mo O
Si has contestado “si* ¢ qué problemas relacionados con el colegio te produce la enfermedad?
Ninguno O | Dificultad en mi relacion con los profesores O
Numerosas ausencias O |5aco peores natas O
Dificultad para permanecer sentada/o O Otro (por favor indica cual I} O
mucho tiempo
2010 JAMAR (Original) by A. Ravelli 2011 JAMAR {Spain) J. DE INOCENCIO gt 3l for PRINTO
Version 3 (03/11/2011) JAMAR Spanish (CHILD)
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PATIENT ID DATE OF VISIT {D/MIY)
(b Ity Pacio Rossi date of birth 25 March 1970 = [T PR 250G70)

JUVENILE ARTHRITIS MULTIDIMENSIONAL ASSESSMENT REPORT (JAMAR)

14. Evaluacion de la Calidad de Vida
Por favor elije la respuesta que mejor describe tu estado de salud en general
Quisiéramos saber si durante las dltimas 4 semanas
MNunca Aveces  Amenudo A diario
1. Has tF_'_I'III:ﬂJ alguna dlfltl.l|.tal:| en el cuidado personal como o O O o
por gj. para comer, westirte o asearte
2. Ha.s tenido algu.na dificultad para pasear durante 15 o O O o
minutos o subir un tramo de escaleras
3. Has tenido alguna dificultad para realizar actividades que
requieran mucha energia como correr, jugar al futbol, a a O a
bailar, etc.
4. Has '[E'.I'Illjﬂ algu.na dificultad |:|E|r.a realizar actividades en el o O O o
colegio o para jugar con los amigos
%. Has tenido dolor O O O O
6. Te has sentido triste o deprimida/o O a O O
7. Te has sentido nerviosa/o o con ansiedad a O O a
B. Hai tenido alguna dificultad para llevarte bien con otros o O O o
nifos
9. Has tenido al dificultad trart
5 tenido a g_una icw para concentrarte o para o O a o
prestar atencian
10. Estds insatisf t ienci I t
SIII'IGEI isfecha/o con tu apariencia personal o con tu o o a o
capacidad para hacer cosas
15. Considerando todas las formas en las que |la enfermedad te afecta, por favor valora como te sientes en
este momento
(elije la puntuacion que te parezca mas precisa)
MUY MAL
MUY BIEMN
I D 5 N D B - N o B & I D I 5 I D N i I 5 D i B o R i I 5 R
{E\ 0 0% 1 18 2 2% 3 35 4 45 & 55 6 6% 7 7S B AS O 4% 10 "’f-éb'
K 7, =
NN s Y/
16. Considerando todas las formas en las gue |la enfermedad te afecta, {estarias satisfecha/o sila
enfermedad permaneciera estable/sin cambios durante los proximos meses?
[ s O [ Neo O |
Muchas gracias por haber completado este cuestionario.
La informacidn que nos has proporcionado serd muy util para seguir los cambios en el curso de tu enfermedad
de la mejor manera posible.
La informacidn contenida en este cuestionario es confidencial y s0lo serd utilizada para actividades clinicas o
de investigacion.
Todos los datos serén tratados de forma andnima.
Por favor indica si autorizas o no el uso con fines cientificos de la informacidn contenida en este cuestionario.
Autorizo [ Mo autorizo O
Por favar escribe tu nombre y apellidos o iniciales
Firma
2010 JAMAR (Original) by A. Ravelli 2011 JAMAR (Spain) J. DE INOCENCIO gt af for PRINTO
Version 3 (03M11/2011) JAMAR Spanish (CHILD)
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Anexo 3: Hoja de informacion al paciente y consentimiento informado
3.1 Consentimiento para los padres o tutores legales en pacientes menores a 12 aiios.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: Caracterizacidn de la respuesta reguladora sistémica en pacientes con
Artritis Idiopatica Juvenil.
INVESTIGADORES:
Neus Quilis Marti (Alumno de Doctorado). Hospital Universitario Vinalopd, Elche.
Directores de tesis: Rubén Francés Guarinds. Hospital Universitario Alicante.

Mariano Andrés Collado. Hospital General Universitario Alicante.
Investigador colaborador: Pablo Mesa del Castillo Bermejo (Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca, Murcia)

Me dirijo a usted para informarle sobre un estudio de investigacidn en el que se invita
a participar a su hijo/a. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica
correspondiente.

Mi intencidn es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que
pueda evaluar y juzgar si quiere o no que su hijo/a participe en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencidn y yo le aclararé las dudas que le puedan surgir después de la
explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que la participacidn en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decisidn y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por
ello se altere la relacién con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

El estudio consiste en la obtencién de muestras de suero para el andlisis de distintos
componentes y células del sistema inmunolégico, el cual es responsable de la enfermedad de
su hijo/a. Su participacion consiste en donar y permitir la utilizacién y conservacién de la
muestra sanguinea obtenida al mismo tiempo que la analitica habitual solicitada por su
médico, por lo que no implicara una extraccién sanguinea adicional a sus controles rutinarios.
Se utilizaran para realizar un trabajo de investigacidn consistente en un estudio células y
componentes del sistema inmune implicados en la Artritis Idiopatica Juvenil.

BENEFICIOS Y RIESGOS

Mediante la participacion en este estudio usted podria contribuir a mejorar el
conocimiento de las causas de la Artritis Idiopatica Juvenil y otras enfermedades articulares
reumaticas, aunque también es posible que no obtenga ningun beneficio para su salud al
participar en este estudio. Se realizard al paciente una puncién venosa coincidiendo con su
analitica rutinaria, extrayendo 15 ml de sangre en total, en dos tubos; este procedimiento no
tiene contraindicaciones. Los riesgos son iguales a los de cualquier otra puncidn rutinaria,
siendo el hematoma en la zona de extraccién de sangre lo mas comun y ocurre con poca
frecuencia.

OBTENCION DE MUESTRAS
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Una vez otorgado su consentimiento y durante la extraccion rutinaria de la analitica de
sangre solicitada por su médico, se obtendra una muestra de unos 15 mL para la extraccion
suero que sera estudiado posteriormente.

Las muestras seran procesadas y custodiadas por el laboratorio del Hospital General
Universitario de Alicante — Instituto de Investigacion Sanitaria y Biomédica de Alicante
(ISABIAL).

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesidn de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre
de proteccién de datos de cardcter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacidn
mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacién, oposicion y
cancelacién de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio directamente o a
través del investigador colaborador Pablo Mesa del Castillo:

Neus Quilis Marti. Servicio de Reumatologia
Hospital Universitario Vinalopd, Elche. Alicante

C/ Tonico Sansano Mora 14 (03293). Elche. Alicante

Pablo Mesa del Castillo Bermejo. Servicio de Reumatologia.
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

Ctra. Cartagena-Madrid s/n. El Palmar (30120). Murcia.
Teléfono 968 369534.

Sélo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que
en ningun caso contendran informacién que le pueda identificar directamente, como nombre y
apellidos, iniciales, direccién, numero de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca
esta cesion, serd para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad
como minimo con el nivel de proteccién de la legislacién vigente en nuestro pais.

El acceso a la informacidn personal de su hijo/a quedara restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién Clinica y personal autorizado por el
promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero
siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo su
médico del estudio/colaboradores podra relacionar dichos datos con su hijo/a y con su historia
clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna.

REVOCACION Y DESISTIMIENTO

Se le informa igualmente que el presente consentimiento puede ser revocado,
totalmente o para determinados fines, en cualquier momento. Cuando la revocacidn se refiera
a cualquier uso de la muestra, se procedera a su inmediata destruccion, sin perjuicio de la
conservacion de los datos resultantes de las investigaciones que se hubiesen realizado con
cardcter previo.

121



Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas a la Dra. Neus Quilis
Marti o al Dr. Pablo Mesa del Castillo Bermejo si es mas accesible inicialmente, en cualquier
momento durante su participacién en el estudio.

Igualmente, puede retirar a su hijo/a del proyecto en cualquier momento sin que eso
lo perjudique en ninguna forma. Si alguna de las preguntas durante la entrevista le parece
incdmodas, tiene usted el derecho de hacérselo saber al investigador o de no responderlas.

PUBLICACION

La investigadora principal realizard su Tesis Doctoral en base a los hallazgos del
estudio, siendo una linea de investigacion futura en base a los mismos.

Los investigadores se comprometen a publicar los resultados de la investigacion ya
sean positivos o negativos en congresos y revistas cientificas del maximo impacto cientifico
gue permitan los hallazgos obtenidos.

ANEXO 1. Actualizacién del apartado Proteccidon de datos personales en la hoja de
informacién al sujeto (HIP/CI) en lo relativo al Reglamento (UE) n2 2016/679 General de
Proteccion de Datos

A partir del 25 de mayo de 2018 es de plena aplicacién la nueva legislacién en la UE sobre
datos personales, en concreto el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del
Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccidn de Datos (RGPD). Por ello, es importante que
conozca la siguiente informacion:

* Ademas de los derechos que ya conoce (acceso, modificacidn, oposicién y cancelacidn de
datos) ahora también puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos, solicitar una
copia o que se trasladen a un tercero (portabilidad) los datos que usted ha facilitado para el
estudio. Para ejercitar sus derechos, dirijase al investigador principal del estudio. Le
recordamos que los datos no se pueden eliminar aunque deje de participar en el ensayo para
garantizar la validez de la investigacidn y cumplir con los deberes legales y los requisitos de
autorizacién de medicamentos. Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Proteccidn
de Datos si no quedara satisfecho/a.

* Tanto el Centro como el Promotor son responsables respectivamente del tratamiento de sus
datos y se comprometen a cumplir con la normativa de proteccion de datos en vigor. Los datos
recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo, de manera que no se
incluya informacidn que pueda identificarle, y solo su médico del estudio/colaboradores podra
relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera
revelada a ninguna otra persona salvo a las autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran o
en casos de urgencia médica. Los Comités de Etica de la Investigacion, los representantes de la
Autoridad Sanitaria en materia de inspeccion y el personal autorizado por el Promotor,
Unicamente podran acceder para comprobar los datos personales, los procedimientos del
estudio clinico y el cumplimiento de las normas de buena practica clinica (siempre
manteniendo la confidencialidad de la informacién).

122



HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Caracterizacidn de la respuesta reguladora sistémica en pacientes con
Artritis ldiopatica Juvenil.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Neus Quilis Marti

CENTRO: Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca y Hospital General Universitario de
Alicante

Yo:

Padre / Madre de:

1) He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
2) He podido hacer preguntas sobre el estudio.

3) He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

4) He comprendido adecuadamente la finalidad del estudio
5) He aclarado o podido aclarar todas las dudas planteadas

He hablado con: Neus Quilis Marti y/o Pablo Mesa del Castillo Bermejo

a) Comprendo que mi participacion es voluntaria.
b) Comprendo que puedo retirarme del estudio:
a. Cuando quiera
b. Sin tener que dar explicaciones.
c. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

En consecuencia:

1) Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacidn de los datos de mi hijo/a en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion.

2) Accedo a que las muestras de sangre obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas
en el futuro para nuevos andlisis relacionados con la enfermedad no previstos en el
protocolo actual: SIENO

3) Deseo que se me comunique la informacion derivada de la investigacidon que
realmente sea relevante para mi salud o la de mi familia. SI & NO
Teléfono o email de contacto:

4) Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras
bioldgicas adicionales. SIE NO

5) Recibo una copia de este documento.

Fecha:

Paciente: Facultativo: Neus Quilis Marti.

N¢ colegiado 03/11165

Revocacién:
Ejerzo libremente mi derecho a revocar el consentimiento otorgado con anterioridad.

Nombre, firma del padre/madre del paciente y fecha
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Caracterizacién de la respuesta reguladora sistémica en pacientes con
Artritis ldiopatica Juvenil.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Neus Quilis Marti

CENTRO: Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca y Hospital General Universitario de
Alicante

Yo:

Padre / Madre de:

1) He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
2) He podido hacer preguntas sobre el estudio.

3) He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.

4) He comprendido adecuadamente la finalidad del estudio
5) He aclarado o podido aclarar todas las dudas planteadas

He hablado con: Neus Quilis Marti y/o Pablo Mesa del Castillo Bermejo

c) Comprendo que mi participacion es voluntaria.
d) Comprendo que puedo retirarme del estudio:
a. Cuando quiera
b. Sin tener que dar explicaciones.
c. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

En consecuencia:

6) Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacién de los datos de mi hijo/a en las condiciones
detalladas en la hoja de informacidn.

7) Accedo a que las muestras de sangre obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas
en el futuro para nuevos analisis relacionados con la enfermedad no previstos en el
protocolo actual: SIBNO

8) Deseo que se me comunique la informacién derivada de la investigacion que
realmente sea relevante para mi salud o la de mi familia. SI @ NO
Teléfono o email de contacto:

9) Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras
bioldgicas adicionales. SIB NO

10) Recibo una copia de este documento.

Fecha:
Paciente: Facultativo: Neus Quilis Marti.

N¢ colegiado 03/11165

Revocacion:
Ejerzo libremente mi derecho a revocar el consentimiento otorgado con anterioridad.

Nombre, firma del padre/madre del paciente y fecha
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3.2 Consentimiento para pacientes a partir de 12 afios

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TiTULO DEL ESTUDIO: Caracterizacidn de la respuesta reguladora sistémica en pacientes con
Artritis Idiopatica Juvenil.
INVESTIGADORES:
Neus Quilis Marti (Alumno de Doctorado, Universidad Miguel Hernandez, Elche). Hospital
Universitario Vinalopo, Elche.
Directores de tesis: Rubén Francés Guarinds. Hospital Universitario Alicante.

Mariano Andrés Collado. Hospital General Universitario Alicante.
Investigador colaborador: Pablo Mesa del Castillo Bermejo (Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca, Murcia)

Me dirijo a ti para informarte que estamos llevando a cabo un estudio de investigaciéon
en el que se te invita a participar. El estudio ha sido aprobado por las autoridades
competentes, el Comité Etico de Investigacidn Clinica correspondiente.

Mi intencidn es explicarte en qué consiste el estudio para que puedas decidir si quieres
o no participar. Para ello lee esta hoja informativa con atencidn y yo te aclararé las dudas que
le puedan surgir después de la explicacién. Ademads, puedes preguntarnos lo que quieras
cuando creas conveniente.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

La participacion en este estudio es voluntaria y puedes decidir no participar o cambiar
su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin repercutir en nuestra
relacion médico — paciente ni se produzca perjuicio alguno en tu tratamiento.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

El estudio consiste en la obtencién de muestras de suero (hacer una analitica de
sangre) para el analisis de distintos componentes y células del sistema inmunoldgico, el cual es
responsable de tu enfermedad. Para ello sdlo te pediremos donar y permitir la utilizacién y
conservacién de una pequefa cantidad de tu sangre, que obtendremos al mismo tiempo que
hacemos tu analitica habitual, por lo que no implicara una extraccién sanguinea adicional en
tus controles rutinarios. Se utilizaran para realizar un trabajo de investigacidn consistente en
un estudio células y componentes del sistema inmune implicados en la Artritis Idiopatica
Juvenil.

BENEFICIOS Y RIESGOS

Mediante la participacion en este estudio puedes ayudar a mejorar el conocimiento de
las causas de la Artritis Idiopatica Juvenil, aunque también es posible que no obtengas ningln
beneficio para su salud al participar en este estudio. Se hara una puncién venosa coincidiendo
con tu analitica rutinaria, extrayendo 15 ml de sangre en total, en dos tubos; este
procedimiento no tiene contraindicaciones. Los riesgos son iguales a los de cualquier otra
puncién rutinaria, siendo el hematoma en la zona de extraccion de sangre lo mas comuny
ocurre con poca frecuencia.

OBTENCION DE MUESTRAS
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Una vez nos des tu consentimiento y durante la extraccién rutinaria de la analitica de
sangre solicitad, obtendremos una muestra de unos 15 mL que estudiaremos posteriormente.

Las muestras seran procesadas y custodiadas por el laboratorio del Hospital General
Universitario de Alicante — Instituto de Investigacion Sanitaria y Biomédica de Alicante
(ISABIAL).

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesidn de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre
de proteccién de datos de cardcter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion
mencionada, puedes ejercer los derechos de acceso, modificacion, oposicidn y cancelacién de
datos, para lo cual deberds dirigirte a tu médico del estudio directamente o a través del
investigador colaborador Pablo Mesa del Castillo:

Neus Quilis Marti. Servicio de Reumatologia
Hospital Universitario Vinalopd, Elche. Alicante

C/ Tonico Sansano Mora 14 (03293). Elche. Alicante

Pablo Mesa del Castillo Bermejo. Servicio de Reumatologia.
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

Ctra. Cartagena-Madrid s/n. El Palmar (30120). Murcia.
Teléfono 968 369534.

Sélo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que
en ningun caso contendran informacion que te pueda identificar directamente, como nombre
y apellidos, iniciales, direccién, nimero de la seguridad social, etc. En el caso de que se
produzca esta cesidn, serd para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la
confidencialidad como minimo con el nivel de proteccidn de la legislacion vigente en nuestro
pais.

El acceso a tu informacién personal quedara restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién Clinica y personal autorizado por el
promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero
siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo y solo tu
médico del estudio/colaboradores podra relacionar estos datos contigo y con tu historia
clinica. Por lo tanto, tu identidad no serd revelada a persona alguna.

REVOCACION Y DESISTIMIENTO

Este consentimiento puede ser revocado, totalmente o para determinados fines, en
cualquier momento. Cuando la revocacidn se refiera a cualquier uso de la muestra, se
procederd a su inmediata destruccidn, sin perjuicio de la conservacion de los datos resultantes
de las investigaciones que se hubiesen realizado con cardcter previo.
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Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puedes preguntar a la Dra. Neus Quilis Marti
o al Dr. Pablo Mesa del Castillo Bermejo si es mds accesible inicialmente, en cualquier
momento durante tu participacion en el estudio.

Igualmente, puede retirarte del proyecto en cualquier momento sin que eso te
perjudique en ninguna forma. Si alguna de las preguntas durante la entrevista te parece
incdmodas, tienes derecho de decirlo al investigador o de no responderlas.

PUBLICACION

La investigadora principal realizard su Tesis Doctoral en base a los hallazgos del
estudio, siendo una posible linea de investigacién futura en base a los mismos.

Los investigadores se comprometen a publicar los resultados de la investigacion ya
sean positivos o negativos en congresos y revistas cientificas del maximo impacto cientifico
gue permitan los hallazgos obtenidos.

ANEXO 1. Actualizacién del apartado Proteccidon de datos personales en la hoja de
informacién al sujeto (HIP/CI) en lo relativo al Reglamento (UE) n2 2016/679 General de
Proteccion de Datos

A partir del 25 de mayo de 2018 es de plena aplicacién la nueva legislacién en la UE sobre
datos personales, en concreto el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del
Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccidn de Datos (RGPD). Por ello, es importante que
conozca la siguiente informacion:

* Ademas de los derechos que ya conoce (acceso, modificacidn, oposicién y cancelacidn de
datos) ahora también puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos, solicitar una
copia o que se trasladen a un tercero (portabilidad) los datos que usted ha facilitado para el
estudio. Para ejercitar sus derechos, dirijase al investigador principal del estudio. Le
recordamos que los datos no se pueden eliminar aunque deje de participar en el ensayo para
garantizar la validez de la investigacidn y cumplir con los deberes legales y los requisitos de
autorizacién de medicamentos. Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Proteccidn
de Datos si no quedara satisfecho/a.

* Tanto el Centro como el Promotor son responsables respectivamente del tratamiento de sus
datos y se comprometen a cumplir con la normativa de proteccion de datos en vigor. Los datos
recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo, de manera que no se
incluya informacidn que pueda identificarle, y solo su médico del estudio/colaboradores podra
relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera
revelada a ninguna otra persona salvo a las autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran o
en casos de urgencia médica. Los Comités de Etica de la Investigacion, los representantes de la
Autoridad Sanitaria en materia de inspeccion y el personal autorizado por el Promotor,
Unicamente podran acceder para comprobar los datos personales, los procedimientos del
estudio clinico y el cumplimiento de las normas de buena practica clinica (siempre
manteniendo la confidencialidad de la informacién).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
(Para estudios con participantes menores de edad)
Ejemplar para la historia clinica

D./DRA. ceeiveirereieeete ettt e , Investigador/a Principal del Proyecto denominado
“Caracterizacidon de la respuesta reguladora sistémica en pacientes con Artritis Idiopdtica
Juvenil” ha informado a través de la documentacion que se adjunta a:

= D./DR8 e e D.N.l ceveerees, ¥
S 0 4 o - OO D.N.L v,
en calidad de padres / tutores legales del / la menor de edad

[ A 0 T = TR ,

sobre el procedimiento general del presente estudio, los objetivos, duracion, finalidad, criterios
de inclusion y exclusion, posibles riesgos y beneficios del mismo, asi como sobre la posibilidad de
abandonarlo sin tener que alegar motivos* y en conocimiento de todo ello y de las medidas que
se adoptaran para la proteccion de los datos personales de los / las participantes segln la
normativa vigente,

6) He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
7) He podido hacer preguntas sobre el estudio.

8) He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.

9) He comprendido adecuadamente la finalidad del estudio
10) He aclarado o podido aclarar todas las dudas planteadas

He hablado con: Neus Quilis Marti y/o Pablo Mesa del Castillo Bermejo

e) Comprendo que mi participacion es voluntaria.
f) Comprendo que puedo retirarme del estudio:
a. Cuando quiera
b. Sin tener que dar explicaciones.
c. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

En consecuencia:

6) Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacién de los datos de mi hijo/a en las condiciones
detalladas en la hoja de informacidn.

7) Accedo a que las muestras de sangre obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas
en el futuro para nuevos andlisis relacionados con la enfermedad no previstos en el
protocolo actual: SIENO

8) Deseo que se me comunique la informacidn derivada de la investigacion que
realmente sea relevante para mi salud o la de mi familia. SIENO
Teléfono o email de contacto:

9) Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras
bioldgicas adicionales. SIE NO

10) Recibo una copia de este documento.
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Tras ello, OTORGA/N su consentimiento para la participacion del / |a citado/a menor en
la actual investigacién

(e (o T D Lo 140 T T= TR D.NL e,
padre / madre / tutor/a legal [marcar lo que proceda] del / la menor de edad.
FAO: DN./DRA. ittt sttt D.N.L ..

padre / madre / tutor/a legal [marcar lo que proceda] del / la menor de edad

FAO. DN. / DR@. oot DN e,

Investigador/a Principal del Proyecto.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
(Para estudios con participantes menores de edad)
Ejemplar para el paciente

D./DRA. ceeiveireeeeeeeeee et ettt eer et e es , Investigador/a Principal del Proyecto denominado
“Caracterizacidn de la respuesta reguladora sistémica en pacientes con Artritis Idiopdtica
Juvenil” ha informado a través de la documentacion que se adjunta a:

N 0 37 4 = O D.N.L i,
= D./DRA. e e D.N.L v,
en calidad de padres / tutores legales del / la menor de edad

[ TR 0 T - TSSO ,

sobre el procedimiento general del presente estudio, los objetivos, duracion, finalidad, criterios
de inclusion y exclusion, posibles riesgos y beneficios del mismo, asi como sobre la posibilidad de
abandonarlo sin tener que alegar motivos* y en conocimiento de todo ello y de las medidas que
se adoptaran para la proteccion de los datos personales de los / las participantes segun la
normativa vigente,

1) He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
2) He podido hacer preguntas sobre el estudio.
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3)
4)
5)

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He comprendido adecuadamente la finalidad del estudio
He aclarado o podido aclarar todas las dudas planteadas

He hablado con: Neus Quilis Marti y/o Pablo Mesa del Castillo Bermejo

g)
h)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

a. Cuando quiera

b. Sin tener que dar explicaciones.

c. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

En consecuencia:

6)

7)

8)

9)

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacién de los datos de mi hijo/a en las condiciones
detalladas en la hoja de informacién.

Accedo a que las muestras de sangre obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas
en el futuro para nuevos andlisis relacionados con la enfermedad no previstos en el
protocolo actual: SIZ NO

Deseo que se me comunique la informacion derivada de la investigacidén que
realmente sea relevante para mi salud o la de mi familia. SIZ NO

Teléfono o email de contacto:

Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacidon o muestras
bioldgicas adicionales. SIE NO

10) Recibo una copia de este documento.

Tras ello, OTORGA/N su consentimiento para la participacion del / |a citado/a menor en

la actual investigacién

(e (o T D Lo 4 0 1o T= VTR D.NL e,

padre / madre / tutor/a legal [marcar lo que proceda] del / la menor de edad.

FAO: DN./DRA. ceiitiriieieieeeine ettt st D.N.L oo

padre / madre / tutor/a legal [marcar lo que proceda] del / la menor de edad

FAo. DN. / Dfia. ceeeeeeeeeeeeieieeeesriseee e D.N.L e,

Investigador/a Principal del Proyecto.
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Anexo 4: Hoja de recogida de datos

Identificacion paciente:

v" Demograficas:

o
o

v" Clinicas:

O

o O O O

Fecha nacimiento:
Edad actual:

Subtipo AlJ:
Numero de articulaciones afectadas:
Fecha y edad al debut:
Tiempo evolucién enfermedad:
Afectacion extrarticular:
» Patologia ocular inflamatoria:
» Psoriasis:
» Enfermedad inflamatoria intestinal:

v'  Laboratorio:

@)

O O 0O O 0O O O

ANA:

FR:

ACPA:

PCR (mg/dl):

VSG:

Leucocitos:
Hemoglobina (g/dl):
Plaquetas:

v' Tratamiento:

O

o
o
o

Infiltraciones (si / no)

Numero infiltraciones:

AINEs pauta fija:

FAME sintético convencional actual:

e Metotrexato: Oral __  Subcutdneo __

e Leflunomida:

e Hidroxicloroquina:

e Sulfasalazina:
Terapia biolégica actual:

e [Etanercept:

e Adalimumab:
Infliximab:

e Golimumab:

Certolizumab pegol:
Abatacept:
Tocilizumab:

Anakinra:

Canakinumab:
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o FAME sintético convencional previo:SI  NO
e Metotrexato: Oral __ Subcutdneo

Leflunomida:

Hidroxicloroquina:

Sulfasalazina

o Terapia bioldgica previa: Si NO
e Etanercept:
e Adalimumab:
e Infliximab:

e Golimumab:
Certolizumab pegol:
Abatacept:
Tocilizumab:
Anakinra:
Canakinumab:

v" Actividad o Remisién actual:
NAT NAD
Actividad ocular
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Anexo 5:

5.1 Aprobacidn del estudio por el comité ético del Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca (Murcia)

Med. 141

Murcngmﬂ»-— Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Ctra. Madrid - Cartagena » Tel. 968 36 2500
07120 B Paimar Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente de! CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunidn del dia 29/10/2018, acta 09/2018 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. Pablo Mesa del Castillo Bermejo referida al estudio:

Titulo: Diferencias en la respuesta reguladora sistémica en pacientes con Artritis Idiopatica Juvenil segin subtipo
clinico y actividad de la enfermedad

Cédigo Interno: 2018-7-3-HCUVA

19, Considera que

El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacién es pertinente.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.
- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio,
- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.
- Lacapaddad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

29,  Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Murdia, a 29 de octubre de 2018

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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5.2 Aprobacién del estudio por el comité ético del Hospital General Universitario Dr.
Balmis (Alicante)

-
ISABIAL

INSTITUTO DE INVESTIGACION SANITARIA Y BIOMEDICA DE ALICANTE
rxhwgacmahwhhda:-m-ml

CERTIFICADO DE AUTORIZACION

Mediante el presente certificado, se autoriza a D./Dfa. Mariano Andrés Collado, con DNI
29005065H, miembro del Servicio de Reumatologia del Hospital General Universitario de
Alicante, a que colabore en el proyecto con titulo “Diferencias en la respuesta reguladora
sistémica en pacientes con Artritis Idiopdtica Juvenil segin subtipo clinico y actividad
de la enfermedad” - 190626, cuyo investigador principal es D./Dfia. Pablo Mesa del

Castillo Bermejo del Departamento/Servicio de Reumatologia del Hospital Virgen de la
Arrixaca

La actividad se desarrollaria fuera de la jomada de trabajo que actualmente presta en el Hospital
General Universitario de Alicante como Investigador.

Esta colaboracién se produce de acuerdo con lo establecido en la Ley 14/2011, de 1 de junio, de la
Clencia, la Tecnologia y la Innovacién.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, lo firman en Alicante, a 22 de noviembre de 2019.

o ISABIAL

INSIETD

OE INIESTICA00N
SANITATA Y INERICA
DE ALICANTE

CIF G42641308

0. V.
Director Clen
Instituto de Investigacién Sanitaria y Biomédica de Alicante (ISABIAL)

ALACKNT ~.  Universital d'Alscant
7] UNIVERSITAS HOSPITAL GEMERAL :
/‘5 MWE"""‘"" R SEPIMADNT 3¢ SV /== Universidad de Alicante

g AT o Ncante, Avda. Pintor Baezs, 12. 03010, Alicante
IAL. Planta 5*. Centro de Diagnéstico, Hospital General Universitario de Alicant
Fundacién ISABIAL. Planta 52, Centr %0 "aar: G42641308
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5.3: Certificado de la oficina de investigacidon responsable de la Universidad
Miguel Hernandez

R
AERS,

ol

&
* ert”

Bl
RS )

INFORME DE EVALUACION DE INVESTIGACION RESPONSABLE

Elche, a 29/05/2023

Directorfa Rubén José Franceés Guarinos
Codirectores/as Mariano Nicolas Andrés Collado

Estudiante Mews Alicia Quilis Marti

Programa de doctorado Salud Poblica, Ciencias Médicas y Quirdrgicas

Diferencias en la respuesta reguladora sistémica en pacientes con Artritis
Titulo de la tesis doctoral . . . . . .
Idiopatica luvenil segin subtipo clinico y actividad de la enfermedad

Tipo de actividad Adherido a un proyecto autorizado
Evaluacion de riesgos laborales | Mo solicitado/No procede
Evaluacion ética No solicitado/No procede

Codigo provisional 230522232147

Codigo de autorizacian COIR ADH.5PU.RJFG.NAOM.23
Caducidad 8 anos®

*Importante: La caducidad de las autorizaciones de tesis, basadas en la adhesion a un proyecto de investigacidn,
estan condicionadas a la vigencia de la autorizacidn de dicho proyecto en este sentido: todas las actividades de la
tesis que tengan implicaciones ético-legales deberan realizarse mientras dicho proyecto esté vigente. Dicho de
otro modo, solo podran realizarse actividades de caracter intelectual una vez el proyecto al que se adhiere haya
caducado.

Se considera que la presente actividad no supone riesgos laborales adicionales a los ya evaluados en el proyecto de
investigacion al gque se adhiere. No obstante, es responsabilidad del tutor/a informar y/o formar al estudiante de
los posibles riesgos laborales de la presente actividad.

La necesidad de evaluacion ética del trabajo titulado: Diferencias en la respuesta reguladora sistémica en
pacientes con Artritis Idiopatica Juvenil seglin subtipo clinico y actividad de la enfermedad ha sido realizada en
base a la informacidn aportada en el formulario online: “Solicitud Codigo de Investigacion Responsable (COIR)",
habiéndose determinado que no reguiere ninguna evaluacién adiconal. Es importante destacar gque si la
infarmacidn aportada en dicho formulario no es correcta este informe no tiene validez.

Por todo lo anterior, se autoriza la realizacion de |a presente actividad.

Atentamente,

Alberto Pastor Campas
Jefe de la Oficing de Investigacidn Responsable
Vicerrertorado de Investigacidn y Transferencia
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Informacidn adicional:

NERS,

.
@
3 Tn
. .
= dlax ¢
“P° .‘q
L Het L

. En mso de que |a presente actividad se desarrodie total o parcialments en otras instituciones & responsabilidad del imvestigador principal
splicitar cuantas autorizaciones sean pertinentes, de manera que se garantice, al menos, que los responsables de e mismas estin

rformados.

. Le recardamos que durante |a realizackin de este trabajo debe cumplir con las exigencias en materia de prevencitn de riesgos laborales.
En concrete: |as recogidas en el plan de prevencidn de la UMH y en ks planficaciones preventivas de s unidades en las que o= integra la
rwestigacion. Igualmente, debe promowver la realizacién de reconocimientos médicos penddicos entre su persoral; cumglir con los
procedimientos sobre coordinacion de actividades empresariales en el caso de gue trabaje en el centro de trabajo de otra empresa o que
personal de atra empress s= desplace a las instalacicnes de ks UMH; y atender a ke cbligaciones formativas ded personal en materia de
prevencitn de riesgos laborales. Le indicamos gue tiene a su disposicién al Servicio de Prevencion de la UMH para asesorarke en esta

materia.

La informacion descriptiva basica del
serd incorporada  al
repositorio plblico de tesis autorizadas por
la Oficina de Investigacion Responsable de
la Universidad Miguel Hernandez. También
acceder  a  través  de

prasente
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