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1.1. ARTRITIS REUMATOIDE: MORBILIDAD Y MORTALIDAD

1.1.1 Morbi-mortalidad en pacientes con artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica caracterizada por la afectacion
inflamatoria crénica y simétrica de la membrana sinovial de las articulaciones. Este
proceso autoinmune condiciona destruccion del cartilago y de la unién
osteocartilaginosa asi como afectacion de ligamentos y tendones. No se conoce la causa
exacta de la AR y se considera una enfermedad multifactorial, resultando de la
interaccion de diversos factores de riesgo como la susceptibilidad genética, el sexo, la
edad, el habito tabaquico, la presencia de agentes infecciosos, factores hormonales,
dietéticos, socioecondmicos y étnicos [1].

Los diversos estudios publicados sobre la incidencia y prevalencia de la AR en las
ultimas décadas estiman una prevalencia de entre el 0.5 y el 1% seglin la poblacién
estudiada, con una incidencia anual del 0.02-0.05% [1]. Los datos de las pasadas
décadas sugieren que la incidencia (al menos en mujeres) parece estar aumentando
después de cuatro décadas de descenso [2]. Tanto incidencia como prevalencia
aumentan con la edad hasta alrededor de los 70 afios y es una enfermedad que
predomina en mujeres en una relacion de hasta 4:1 [3,4].

Dado que en la mayoria de los pacientes con AR, el curso de la enfermedad es cronico y
progresivo, existe un elevado coste socio-econdmico asi como un importante impacto
sobre la funcién fisica, la productividad, la calidad y la esperanza de vida de los
pacientes [5]. El uso generalizado de los farmacos modificadores de la enfermedad
(FAMES), la incorporacion de los agentes biologicos al tratamiento de la AR, la
comorbilidad asociada y la incapacidad laboral derivada de la enfermedad son factores
condicionantes de un impacto econdomico significativo para el conjunto de la sociedad
[6]. Montesinos et al. publican un estudio observacional, multicéntrico, longitudinal y
prospectivo, de un afio de duracién que intenta proporcionar datos acerca del impacto
econdomico generado por la AR en Espafia y el coste total promedio por paciente y afio
resulta de 5.901,10 euros [7].

Diversos estudios han demostrado un aumento de la mortalidad en pacientes con AR
respecto a la poblacion general. En una revision sistematica y metaandlisis de 11

estudios longitudinales publicada en 2013, con un total de 51.890 pacientes con AR en
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el periodo comprendido entre 1955-1995, se concluye que la mortalidad ha descendido
entre los pacientes con AR respecto a las pasadas décadas pero alin permanece mas alta
que en la poblacion general [8]. La tasa de mortalidad estandarizada (TMS, descrita
como la relacion entre el nimero de muertes observadas en sujetos con AR en un
periodo de tiempo y el niimero de muertes observadas en la poblacion general en el
mismo periodo) varia entre 1.28 y 2.98 [9] y la supervivencia esperada disminuye entre
3 y 10 afios [10]. A pesar de los avances en cuanto al manejo de los pacientes con AR,
la mortalidad prematura por las comorbilidades asociadas sigue siento un reto
importante. La enfermedad cardiovascular (ECV) es la principal causa de muerte en AR

llegando a ser de hasta el 50% mas alta respecto a la poblacion general [11].
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Fig. 1. Metaanalisis de 24 estudios observacionales de pacientes con AR y eventos CV. Se incluyen
111.758 pacientes con AR. El riesgo de mortalidad por enfermedad coronaria isquémica y por accidente
cerebrovascular fue del 59% y 52% respectivamente (meta-TMS 1.59, 95% IC 1.46-1.73 y meta-TMS
1.52,95% IC 1.40-1.67, respectivamente). Tomado de Avifia-Zubieta et al. Arthritis Rheum. 2008 Dec
15;59(12):1690-7 [12].
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1.1.2 Factores prondsticos asociados a la elevada mortalidad descrita en pacientes
con artritis reumatoide

Se ha descrito que el exceso de mortalidad en pacientes con AR podria deberse al
aumento del riesgo cardiovascular (CV) que presentan y teniendo en cuenta que la
arteriosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria, se ha propuesto que un
estado inflamatorio aumentado en los pacientes con AR explicaria, al menos en parte, el

aumento del riesgo CV [13,14].

Factores de riesgo &

cardiovascular
tradicionales

Inflamacion
cronica

Fig 2. ECV en AR: efecto aditivo. Tomado de Dessein, P.H. et al. ] Rheumatol 2005;32,435-42 [15].

Todo esto ha motivado el estudio de los factores pronodsticos de mortalidad en AR. En
un estudio reciente publicado en poblacion espafiola, se identifican los siguientes
factores de riesgo independientes de menor supervivencia en AR: sexo masculino, edad
avanzada en el momento del diagndstico, presencia de factor reumatoide (FR) (la
deteccion de los anticuerpos péptido ciclico citrulinados o ACPA en los primeros afos
del estudio no estaba disponible), elevado niimero de ingresos hospitalarios, mayor
actividad de la enfermedad y mayor dano radiologico [16]. Ademas, la predisposicion
genética de la poblacion caucésica contribuye significativamente al desarrollo de la
enfermedad y a su mayor severidad y por tanto, a mayor riesgo de muerte. Otros
factores especificos de la AR como el FR, los ACPA, las erosiones dseas y las
manifestaciones extraarticulares [17,18] se han relacionado directamente con el
desarrollo de arteriosclerosis precoz y por tanto, con un aumento del riesgo CV y de la

mortalidad.
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1.1.3 Comorbilidad y causas de muerte en artritis reumatoide

Los pacientes con AR tienen un aumento en el riesgo de desarrollar comorbilidades que
van a contribuir de forma significativa a su discapacidad y empeoramiento de la calidad
de vida. Las comorbilidades pueden preceder o acompafar a la AR y existe suficiente
evidencia de que la inflamacion sistémica y la disfuncion inmune que caracteriza la AR
juegan un papel primordial en su desarrollo y aceleracion [19]. Ademas, algunas de
estas comorbilidades estan aumentadas debido a los farmacos utilizados para tratar la
enfermedad, especialmente los corticoides [20] y a la presencia de factores de riesgo CV
tradicionales como el tabaquismo [21].

El pronostico de la AR ha mejorado en los ultimos afios gracias a los nuevos
tratamientos que permiten un control mas estricto en cuanto a la actividad de la
enfermedad. Sin embargo, las comorbilidades en la AR aun estan poco reconocidas a
pesar de su impacto en la calidad de vida de los pacientes. Diversos estudios, como el
estudio internacional COMORA [22] sobre prevalencia de comorbilidades en AR y su
monitorizacion demuestran que el cumplimiento de las guias que se utilizan para
detectar y monitorizar estas comorbilidades es subdptimo incluso en la cohorte espafiola
[23]. Este estudio confirma ademads, que la elevada prevalencia de comorbilidades en
pacientes con AR es realmente variable entre los diferentes paises que participan en el
estudio.

Las comorbilidades que mas se asocian con la AR son la ECV, las neoplasias,
concretamente el linfoma, la afectacion intersticial pulmonar y la pleuritis, la
osteoporosis, la discapacidad cognitiva, la depresion, la ansiedad y las infecciones. De

todas éstas, la ECV es la principal causa de muerte en pacientes con AR.
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Fig 3. Prevalencia de las comorbilidades evaluadas en 3.920 pacientes con AR (estudio internacional y
transversal COMORA). Tomado de Dougados et al. [22]. La depresion fue la comorbilidad mas

frecuente. En el 6% de los pacientes habia ECV (IC 95% 5.3% al 6.8%). Esta prevalencia oscilaba entre

el 1% en Marruecos y el 17% en Hungria.

1.1.3.1 Enfermedad cardiovascular

La AR en si puede considerarse como un factor de riesgo independiente para desarrollar
una ECV y su prevalencia es tan alta como en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
[24]. Un meta-analisis demuestra que la TMS varia entre 0.99 y 3.82 para infarto agudo
de miocardio (IAM) y entre 1.08 y 2 para las enfermedades cerebrovasculares (ACV)
[25], mientras que el riesgo de desarrollar arteriopatia periférica es de 2.35 en una
cohorte de EEUU. En otro meta-analisis de 14 estudios observacionales que incluyen
41.490 pacientes con AR, publicado por Avifa-Zubieta et al., el riesgo de IAM y ACV
estaba aumentado en un 70% (RR 1.7 (95%-IC 1.4-2)) y 41% ((RR 1.4 (95%-IC 1.1-
1.7)), respectivamente [12]. Los factores de riesgo tradicionales como la dislipemia, la
hipertension arterial (HTA), el tabaquismo y la obesidad son mas prevalentes en
pacientes con AR respecto a la poblacion general [26] y aunque contribuyen al
desarrollo de arteriosclerosis en AR, su presencia por si sola no puede explicar el

aumento del riesgo CV de forma completa [27,28].
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1.1.3.2 Neoplasias

En un meta-andlisis de 21 estudios, la AR fue un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de linfoma (de hasta dos veces aproximadamente) [29] especialmente en los
pacientes con alta actividad de la enfermedad y presencia de FR [30]. El riesgo de
cancer colorrectal parece estar disminuido [31]. En un estudio retrospectivo de 84.475
pacientes con AR, se observd mayor riesgo de cancer de pulmoén, higado y eséfago
siendo menor el riesgo de céncer de prostata, mama y ovario [32]. Una revision
sistematica de 49 estudios demostré que los pacientes con AR en tratamiento con anti-
TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) no tenian un riesgo aumentado de neoplasias en
general, ni de linfoma o cancer de piel no-melanoma en comparacion con los pacientes
con AR que no utilizaban anti-TNF-a. Si embargo, el riesgo de melanoma podria estar

aumentado [33].

1.1.3.3 Enfermedad pulmonar

La enfermedad pulmonar intersticial (EPI) y la pleuritis son una de las manifestaciones
extra-articulares mas comunes en la AR [34]. Ademas, la afectacion pulmonar se puede
relacionar con algunos de los tratamientos utilizados en la enfermedad o con el habito
tabaquico. La EPI es la manifestacion pulmonar mas frecuente en AR. Bongartz et al.
encontraron en un estudio longitudinal de 582 pacientes con AR y 603 individuos sin
AR que el riesgo de desarrollar EPI en pacientes con AR era del 7.7% en comparacién
al 0.9% en pacientes sin AR [35]. La asociacion entre enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) y la AR estd menos establecida. Aunque algunos estudios objetivan un
riesgo relativo (RR) mayor de EPOC en estos pacientes, factores de confusion como el

tabaquismo podrian justificar esta asociacion [36].

1.1.3.4 Osteoporosis

En un estudio que incluye mas de 30.000 pacientes con AR, el RR de presentar una
fractura de cadera fue de 2 (95%-1C 1.8-2.3) y para fractura vertebral de 2.4 (95%-1C 2-
2.8) [37]. Entre los factores que favorecen la disminucion en la densidad mineral 6sea
estarian los corticoides utilizados en el tratamiento de la enfermedad y la mayor

prevalencia de caquexia descrita en pacientes con AR [38].
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1.1.3.5 Alteracion cognitiva, depresion y ansiedad

Los estudios sugieren que el deterioro cognitivo es mas frecuente en pacientes con AR
en comparacion con controles [39] y que se asocia con mas limitaciones funcionales,
dolor y depresion. Los factores de riesgo que se asocian al deterioro cognitivo son el
nivel educacional, la renta o los ingresos, el uso de corticoides via oral y la presencia de
factores de riesgo CV [40]. La depresion y la ansiedad son muy prevalentes en pacientes
con AR, llegando a ser de hasta el 16.8% [41] y de entre 13-22% [42] respectivamente y

se asocian con una peor evolucion de la enfermedad [43].

1.1.3.6 Infecciones

Al igual que en otras patologias inflamatorias, en la AR parece existir un aumento en el
riesgo de infecciones bacterianas, flngicas, oportunistas, viricas y tuberculosas.
Ademas, el riesgo aumenta cuando estamos ante AR mas agresivas y severas [44]. El
uso de los corticoides y en algunos estudios, la terapia anti-TNF-a, ha demostrado
aumento en el riesgo de infeccion [45]. En estudios observacionales no randomizados,
los pacientes con AR severa suelen recibir estas terapias por lo que el efecto de la propia
AR se confunde con el efecto de los tratamientos utilizados. Este sesgo podria explicar
una proporcion del aumento de las infecciones observadas en estos pacientes. En un
estudio de 2.108 pacientes con poliartritis inflamatoria, la incidencia de infeccion fue
2,5 veces mayor respecto a la poblacion general. El tabaquismo, el uso de corticoides y
el FR fueron los predictores independientes de hospitalizacion por infeccion [46]. La
tuberculosis (TBC) parece estar aumentada en pacientes con AR independientemente
del tratamiento [47], aunque no se ha descrito esta asociacion en otros estudios [48].
Ademas, los tratamientos anti-TNF-a, sobretodo en el caso de infliximab [49] y los
corticoides a dosis medias aumentan el riesgo de TBC [50].

En cuanto a las infecciones virales, parece existir un aumento de herpes zoster en AR
[51] y de la hepatitis C y B, aunque existe gran variabilidad dependiendo de los paises
estudiados [22].
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1.2 INFLAMACION SISTEMICA Y DISFUNCION ENDOTELIAL

En enfermedades asociadas con bajo grado de inflamacion como la hipertension, la
diabetes y la obesidad, la proteina C-reactiva (PCR) se considera un biomarcador fiable
de la funcion endotelial. El término disfuncion endotelial se caracteriza por la pérdida o
la disregulacion de los mecanismos homeostaticos que operan en las células endoteliales
(CE) sanas. Esto facilita el aumento de la expresion de las moléculas de adhesion,
aumento de la sintesis de factores protromboticos y proinflamatorios, aumento del estrés
oxidativo y aumento de la proliferacion y del tono de las células musculares lisas
(CML) [52]. Existe evidencia de que la disfuncién endotelial estd presente en la
fisiopatologia del desarrollo de la arteriosclerosis [53] y un niimero significativo de
citoquinas participan en el mantenimiento de la homeostasis vascular. Estudios
experimentales han demostrado el efecto perjudicial del TNF-q, la interleuquina-1 (IL-
1) y la interleuquina-6 (IL-6) sobre la funcién endotelial, la homeostasis vascular y el

riesgo CV [54].

1.2.1 Proteina C- reactiva

La PCR es un marcador de inflamacion extensamente utilizado en practica clinica.
Participa tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa y su expresion esta
inducida por citoquinas inflamatorias como la IL-6, IL-1p y el TNF-a. Sus niveles se
asocian con multiples estados proinflamatorios incluyendo la arteriosclerosis. La PCR
estimula la produccion de citoquinas inflamatorias en los monocitos y reactiva las
quimiocinas y moléculas de adhesion en las CE. La asociacion entre niveles elevados de
PCR vy presencia de arteriosclerosis subclinica y ECV se ha documentado previamente
en la literatura [55]. Diversos estudios prospectivos han demostrado que elevaciones
modestas de los niveles basales de PCR pueden predecir eventos CV futuros. El estudio
JUPITER es un estudio randomizado, doble ciego y controlado con placebo, de
prevencion primaria en el que se compara el tratamiento con rosuvastatina 20mg
(indicada en hipercolesterolemia primaria o dislipidemia mixta asi como para
prevencion de ECV) frente a placebo en sujetos sanos, sin ECV, con niveles normales
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) pero con valores altos de PCR ultrasensible.

En este ensayo se demuestra que, en sujetos aparentemente sanos tanto hombres como
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mujeres, que no tienen hiperlipidemias y que presentan niveles elevados de PCR
ultrasensible, la rosuvastatina reduce significativamente las tasas de un primer episodio
CV vy la mortalidad total frente a placebo [56]. En el estudio FOURIER, evolocumab
(anticuerpo monoclonal contra PSCK9 que disminuye los niveles de lipidos), disminuye
el riesgo de eventos CV independientemente de los niveles basales de PCR aunque se
observa la tendencia a experimentar un beneficio absoluto mayor con el farmaco cuando
la PCR basal es mas alta [57]. En otro estudio con bococizumab (anticuerpo monoclonal
contra PCSK9 que disminuye los niveles de lipidos) se observa que los pacientes con
niveles de PCR més altos tienen un riesgo CV mayor futuro respecto a los pacientes con
PCR bajas, a pesar de la reduccion maxima de los niveles de LDL [58]. Se podria
concluir por tanto, que la terapia combinada con tratamientos que reducen los niveles de

lipidos y la inflamacion sistémica, podria reducir el riesgo CV futuro en mayor medida.

1.2.2. TNF-a

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria secretada por macrofagos activados,
monocitos, neutrofilos, linfocitos T, granulocitos, células epiteliales y CML. Contribuye
a la necrosis celular local y promueve la angiogénesis. Ademas aumenta la fagocitosis y
la citotoxicidad en neutréfilos y modula la expresion de otras muchas proteinas como la
IL-1y la IL-6.

En estudios epidemioldgicos, las concentraciones elevadas de TNF-a se han asociado
con un riesgo aumentado de ECV y de eventos coronarios recurrentes [59,60].

El papel del TNF-a en la disfuncion endotelial y la homeostasis vascular se soporta por
los resultados de investigaciones en humanos y animales sobre los efectos de los
inhibidores especificos del TNF-a. Por ejemplo, el tratamiento con adalimumab
(anticuerpo monoclonal indicado para la artritis reumatoide y espondiloartritis) reduce
de forma significativa la adhesion de los leucocitos a las CE y ademds reduce la
expresion de las células de adhesion (V-CAM-1, ICAM-1 y selectina E) [61] que

permiten la interaccion entre las células entre si y con la matriz extracelular.

1.2.3 IL-1p

Un exceso en la produccion de IL-1f induce la adhesion de los leucocitos al endotelio,
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aumento de la actividad procoagulante y estimulacion del crecimiento y quimiotaxis de
las CML, procesos basicos en la patogénesis de la arteriosclerosis [62]. Se ha
demostrado que la inhibicion farmacologica de la IL-1B con anakinra (anticuerpo
monoclonal contra la IL-1a y § aprobado para la artritis reumatoide, enfermedad de Still
y sindromes autoinflamatorios asociados a la criopirina) reduce las concentraciones de
la endotelina-1 (que actia como un vasoconstrictor potente enddégeno) asi como la
rigidez arterial obteniendo una mejoria de las medidas clinicas de funcion endotelial en
pacientes con AR [63]. En el estudio reciente CANTOS, aleatorizado controlado con
placebo en 10.061 participantes con antecedentes de IAM y concentraciones de PCR > a
2mg/L, canakinumab, un anticuerpo monoclonal contra la IL-1p ( aprobado para la
enfermedad de Still, los sindromes autoinflamatorios asociados a la criopirina y la
artropatia gotosa) a dosis de 150mg cada tres meses, reduce de forma significativa la
recurrencia de eventos CV en comparacion con placebo e independientemente de la

disminucién de los niveles de lipidos [64].

1.2.4 IL-6

La IL-6 regula la sobreexpresion en las CML del receptor tipo 1 de la angiotensina II,
responsable de vasoconstriccion, apoptosis celular y efectos proinflamatorios. Ademas,
la IL-6 altera la vasodilatacion dependiente del endotelio en modelos animales [65].
Aumentos en la concentracion de IL-6 estan significativamente asociados con una
reduccion de la vasodilatacion dependiente del endotelio tanto en sujetos sanos como en
pacientes con hipertension e hipercolesterolemia [66]. Se ha demostrado una asociacion
significativa entre las concentraciones plasmaticas de IL-6 y los marcadores clinicos de
rigidez arterial en pacientes con hipertension [67]. Las concentraciones elevadas de IL-6
en plasma predicen el riesgo de IAM y de enfermedad coronaria con un 25% mas de
riesgo en eventos vasculares futuros por cada aumento en la concentracion de Log IL-6
(RR 1.25,95% IC 1.19 a 1.32) [68]. Tocilizumab, un anticuerpo monoclonal contra el
receptor de la IL-6 (indicado para artritis reumatoide y arteritis de células gigantes)
produce un aumento en la vasodilatacion dependiente del endotelio y asi reduce la
rigidez arterial en pacientes con AR [69]. En otro estudio, tocilizumab mejora la funcion
endotelial y reduce los marcadores de estrés oxidativo, inflamacion y trombosis en

pacientes con AR [70].
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1.2.5 Glicoproteinas

Diversos estudios han demostrado el papel de las glicoproteinas en la inflamacion y en
otros procesos bioldgicos claves como la adhesion celular, el transporte y eliminacion
molecular, transduccion de senales, modulacion del sistema inmune y control de la
homeostasis celular [71-74]. La glicosilacion de proteinas es un proceso
postraduccional que involucra la adicién enzimatica de carbohidratos a la proteina [75].
En este proceso se unen cadenas de glicanos al nitrogeno de un residuo de asparagina
(enlace N) o al oxigeno de un residuo de serina o treonina (enlace O) mediante un
enlace covalente. Estas cadenas son ricas en N-Acetilglucosamina (GIcNAc), N-
Acetilgalactosamina (GalNAc) y acido N-Acetilneuraminico (o acido siélico) [74,76—
78]. Los niveles plasmaticos de glicoproteinas circulantes aumentan (proteinas de fase
aguda positivas) o disminuyen (proteinas de fase aguda negativas) durante la respuesta
de fase aguda a la presencia de algunos estimulos ambientales en el organismo [78]. El
papel de la glicosilacion en los cambios estructurales de las proteinas hace que éstas

sean idoneas como potenciales biomarcadores precoces de enfermedad [79].

1.3 ARTRITIS REUMATOIDE Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

En la literatura estd bien establecido el aumento de la ECV en pacientes con AR
respecto a la poblacion general [18,80-82]. La ECV engloba la cardiopatia coronaria, la
arteriopatia periférica, la ACV y la insuficiencia cardiaca congestiva (ICC). Dicho
aumento podria explicarse por la concurrencia de diferentes procesos de forma
simultanea. El uso de tratamientos como los antiinflamatorios no esteroides (AINES) y
los corticoides [83,84] junto con la presencia de factores de riesgo CV tanto
tradicionales [14] como nuevos, tienen un papel fundamental.

La inflamacién crénica de la propia AR [85], la presencia de placas carotideas, los
ACPA, el FR, las manifestaciones extraarticulares y la discapacidad funcional son los
nuevos factores de riesgo CV a tener en cuenta por la creciente evidencia de su
asociacion con el aumento de la morbi-mortalidad CV en pacientes con AR [14].

Si tenemos en cuenta la poblacion general, esta establecido que el riesgo CV es mas
elevado en hombres respecto a mujeres y que ademds aumenta con la edad. Sin
embargo, existen estudios en los que no se confirma de forma categorica esta tendencia

en los pacientes con AR. En un meta-analisis reciente, Fransen et al. observan que el
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RR de presentar una ECV en pacientes con AR es igual para hombres y mujeres aunque
si resulta ser dependiente de la edad. Los pacientes con AR y menos de 50 afios tienen
un RR de ECV mayor mientras que en los pacientes de mas de 65 anos, el RR de ECV

es menor (todo ello independientemente del género) [86].

1.3.1. Factores de riesgo cardiovascular tradicionales y enfermedad cardiovascular
en artritis reumatoide

La presencia de HTA, dislipemia, insulino-resistencia, obesidad, la inactividad fisica y
el tabaquismo son mas prevalentes en pacientes con AR respecto a la poblacion general
[26]. Asi mismo, la probabilidad de desarrollar una AR en pacientes fumadores o ex-
fumadores es 1.5 veces mads alta que en la poblacion general. Fumar se ha asociado con
la positividad para el FR y los ACPA asi como con el aumento del dafo radiografico y
con un debut de la enfermedad mas agresivo [87].

La dislipemia es comun en la AR afectando al 55-65% de los pacientes [88].

Estd descrito que como consecuencia de la inflamacion y de la actividad de la
enfermedad existen también cambios cualitativos que hacen que las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) pierdan su funcién antiaterogénica y antioxidante, pasando a tener un
perfil prooxidativo y proaterogénico [89]. Paraddjicamente, niveles mas bajos de lipidos
se asocian con aumento del riesgo CV y esto se justificaria por las alteraciones
cualitativas del perfil lipidico que se asocian a mayor riesgo CV. Hurt-Camejo et al.
observaron que el estado de inflamacion crénica en pacientes con AR induce cambios
cualitativos en las lipoproteinas plasmaticas, a través de la accion hidrolitica de la
fosfolipasa A2 (PLA2), dando lugar a un perfil de lipoproteinas mas aterogénico [90].
Ademas la alteracion en la funcion de las HDL podria disminuir su efecto antioxidante
[91,92] y la disfuncion de las LDL, el aumento de la ratio apolipoproteina B/
apolipoproteina A1l (apo-B/apo-Al) y de los niveles de lipoproteina (a) aceleraria el
proceso de arteriosclerosis [93]. Por tanto, la inflamacidn cronica se correlaciona con un
patron de dislipemia més aterogénico medido mediante el ratio colesterol total (CT) /
HDL vy el ratio triglicéridos (TGs) / HDL asi como con un aumento de los niveles de
glucosa en plasma [94]. Teniendo en cuenta la controversia generada entre inflamacion
y perfil lipidico, se ha recomendado como mejor marcador para la valoracion del riesgo
CV la medicion del ratio CT / HDL, ya que sus niveles disminuyen durante la

inflamacioén [93].
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En cuanto a la HTA, los resultados sobre su asociacion con AR parecen discordantes.
La propia enfermedad puede considerarse como un factor de riesgo para su desarrollo
ocasionando disfuncion endotelial, inhibicion de la funcion vasodilatadora, calcificacion
vascular y por tanto aumento de la presion arterial [95]. Su prevalencia en pacientes con
AR oscila entre el 57% y el 70.5% y generalmente tanto el diagndstico como el
tratamiento de este factor de riesgo CV no es 6ptimo [96]. Un meta-anélisis que incluye
siete estudios de casos y controles no demostrd diferencias en la prevalencia de HTA
entre pacientes con AR y controles [97]. Contrariamente Panoulas y colaboradores [98]
demostraron una mayor prevalencia, al igual que los resultados del estudio internacional
COMORA que demostraron una prevalencia del 40% en pacientes con AR [22].
Aunque no se ha demostrado que los FAMES aumenten la tensioén arterial, otros
tratamientos como los AINES o los corticoides utilizados en la AR si que tienen efecto
a este nivel. Ademas otras comorbilidades frecuentes en AR como la obesidad, el estrés

y la inactividad fisica pueden contribuir al desarrollo de HTA.

1.3.2. Farmacos en artritis reumatoide y enfermedad cardiovascular

Los farmacos utilizados en AR y teniendo en cuenta que tanto la propia enfermedad
como la arteriosclerosis son enfermedades inflamatorias, podrian inhibir también
diferentes vias de inflamacion responsables de la arteriosclerosis. El mecanismo exacto
no se conoce pero se han obtenido efectos beneficiosos en la funcion de las
lipoproteinas y en el metabolismo del colesterol [99]. Un meta-analisis reciente de 28
estudios observacionales sugiere que el riesgo de presentar eventos CV puede disminuir
con el uso de los anti-TNF (RR 0.7;95%-1C 0.5-0.9;p=0.005) y con el metotrexato (RR
0.7;95%-IC 0.6-0.9;p=0.007) [100]. No queda tan claro el efecto beneficioso de los
AINES y los corticoides. Aunque los AINES se asocian a aumento de HTA y fallo
cardiaco, existen diversos estudios en los que no se demuestra dicha asociacion [101—
103]. Aun asi, las recomendaciones actuales sugieren utilizar los AINES con precaucion
en los pacientes con AR, especialmente en presencia de otros factores de riesgo CV o
con una ECV establecida [104]. En cuanto a los corticoides, generalmente también se
asocian a un aumento del riesgo CV y algunas publicaciones demuestran que estos
efectos adversos son dosis-dependientes [105-107]. Sin embargo, hay otros estudios
que demuestran que el efecto antiinflamatorio de los corticoides contrarresta el aumento

del riesgo CV y por tanto su uso podria ser beneficioso [27]. En cualquier caso, las
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guias de la Liga Europea contra las enfermedades reumaticas (EULAR) recomiendan el
uso de corticoides a la minima dosis y durante el menor tiempo posible [108,109].

La utilizacion de FAMES o de las terapias dirigidas contra citoquinas, han demostrado
un efecto antiinflamatorio y antiarteriosclerdtico. Aunque se ha constatado en multiples
publicaciones que el metotrexato reduce la tasa de mortalidad en pacientes con AR
hasta en un 70% y en un 21% el riesgo CV total incluyendo el IAM, la ICC y la ACV
[100], un estudio reciente realizado en poblacion sin AR y con arteriosclerosis estable,
no demuestra reduccion de eventos CV respecto a placebo principalmente por no
conseguir una reduccion en los niveles de IL-1B, IL-6 o PCR [110]. Estos resultados
confirman la creencia de que si reducimos la inflamaciéon en la AR, el riesgo CV
también disminuye. Por ello es importante conseguir lo antes posible la remision o la
baja actividad de la enfermedad, no solo para mantener la funcionalidad y prevenir el
dafio estructural, si no también para reducir el riesgo de ECV en estos pacientes.
Ademas, los tratamientos anti-TNF-o como el etanercept, adalimumab, infliximab y
golimumab pueden reducir el riesgo de ECV dado que producen inhibicion de la
disfuncion endotelial y de la progresion de la arteriosclerosis disminuyendo las
citoquinas proinflamatorias y las moléculas de adhesion endotelial [111]. Respecto a los
tratamientos no anti-TNF-a tales como el tocilizumab, rituximab, abatacept, anakinra y
tofacitinib, actuan en otros niveles del sistema inmune por lo que se conoce en menor
medida su efecto en cuanto a la morbi-mortalidad CV. Aunque existe un nimero
limitado de estudios clinicos en este sentido [112—-114], cada vez se publican mas

resultados que demuestran que estos tratamientos pueden reducir la ECV.

1.3.3. Inflamacion en artritis reumatoide y enfermedad cardiovascular

Que el estado inflamatorio cronico de la AR contribuye al inicio y desarrollo de la
arteriosclerosis acelerada podria justificarse dado que el proceso inflamatorio en la
sinovial y en las placas arteriosclerdticas es muy similar [115]. Ademas existe aumento
en la sintesis de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-6 que facilita la
disfuncion endotelial como paso inicial en la arteriosclerosis, ocasionando finalmente
formacién y ruptura de placas de ateroma [116]. En esta linea, se ha descrito
previamente que la inestabilidad de la placa de ateroma condiciona aumento de la
inflamacion vascular, lo que ocasionaria mayor incidencia de eventos coronarios en la

AR [117].

29



111L1vvuucLLlull

La necesidad de incluir el efecto de la inflamaciéon propia de la AR como factor de
riesgo CV a la hora de estratificar a nuestros pacientes ha motivado que la EULAR
publique una serie de recomendaciones para el manejo del riesgo CV en artritis
inflamatorias incluyendo la AR [108,109,118]. La utilizacion de las tablas de la guia
SCORE de riesgo CV adaptadas para pacientes con AR (SCORE modificado para AR)
permiten estimar el riesgo de mortalidad CV a 10 afios en funcion del sexo, la edad, los
valores de presion arterial sistolica (PAS), el habito tabaquico y las cifras de CT. En
este sentido es importante identificar ademads, factores inherentes a esta enfermedad
inflamatoria crénica y por este motivo es recomendable multiplicar el riesgo CV
estimado segun las tablas SCORE por 1,5 puntos cuando se cumplan al menos 2 de los
siguientes 3 criterios: AR > 10 afos, FR o ACPA positivos o presencia de
manifestaciones extraarticulares.

Ademas, EULAR propone una valoraciéon cada 5 afos del riesgo CV excepto en
pacientes con riesgo intermedio en los que se podria revalorar antes, especialmente si
existe una progresion rapida de la enfermedad o en pacientes con riesgo alto o ECV
establecida, en los cuales el manejo de todos los factores de riesgo CV deberia
realizarse siguiendo las guias existentes [108].

Diversos estudios destacan en cambio, que la recomendaciones EULAR, tras utilizar el
SCORE modificado (SCOREm), infraestiman el verdadero riesgo CV en estos pacientes
[119,120]. En un estudio de Corrales et al. de 327 pacientes y tras aplicar el SCORE, 96
individuos fueron clasificados con un bajo riesgo CV, 201 con moderado y 30 con alto
o muy alto [121]. Tras realizar el SCOREm, s6lo 5 (2%) de los pacientes fueron
reclasificados a riesgo CV alto o muy alto. De ahi la necesidad de buscar nuevos
parametros de deteccion precoz del riesgo CV, como por ejemplo, la identificacion de
arteriosclerosis subclinica [122]. Recientemente se ha publicado una revision en la que
se consideran otros marcadores a tener en cuenta para identificar pacientes con AR y
elevado riesgo CV [123]. Diversos estudios han revelado la implicacion de un
componente genético en el desarrollo de la enfermedad CV de pacientes con AR.
Ademas, niveles séricos de algunos biomarcadores relacionados con el sindrome
metabolico, adipocinas y biomarcadores de activacion de CE e inflamacion se han
considerado como predictores de ECV en estos pacientes. Lopez-Mejias vy
colaboradores sugieren que la estratificacion del riesgo CV en pacientes con AR deberia
incluir los siguientes items: 1) recogida de datos clinicos y demograficos (incluyendo

informacion sobre la edad, sexo, duracion de la enfermedad, niveles de FR, presencia /
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ausencia de ACPA, factores tradicionales de riesgo CV y consumo de AINES); 2)
valoracion por ultrasonidos del grosor intima-media carotidea (GIMc) asi como de la
presencia / ausencia de placas carotideas; 3) obtencion de muestra sanguinea para
obtener acido desoxirribonucleico (ADN) y sérum de cada paciente. El ADN deberia ser
utilizado para evaluar la genética de los pacientes mediante microarrays. Ademads se
podrian valorar los niveles circulantes de biomarcadores relacionados con MetS
(representan un grupo de factores de riesgo CV tales como la obesidad, triglicéridos
elevados, niveles bajos de HDL, niveles de PAS y presion arterial diastélica (PAD)
elevados e hiperglicemia), adipocinas y biomarcadores de activacion de CE. La
combinacion de estas tres areas permitiria una mejor estratificacion del riesgo CV en

AR [123].

1.4. ARTRITIS REUMATOIDE Y ARTERIOSCLEROSIS

1.4.1. Proceso patogénico de la arteriosclerosis

La arteriosclerosis es un proceso progresivo caracterizado por la infiltracion y
acumulacion en la pared vascular de lipidos y componentes del sistema inmunitario, la
proliferacion de CML y la acumulacién de componentes del tejido conectivo. Este
proceso provoca un engrosamiento y una pérdida de elasticidad de la pared de los vasos
sanguineos que puede ocasionar lesiones arteriosclerdticas. Las lesiones avanzadas
pueden ocasionar manifestaciones clinicas como la isquemia por oclusion progresiva de
la luz vascular, aunque la complicacion clinica mas importante es la ruptura de la placa
de ateroma y la formacién de un trombo que puede ocasionar un IAM o un accidente
cerebrovascular.

Al inicio de la aparicion de las lesiones arterioscleroticas, la permeabilidad, elasticidad
y el grosor de la pared vascular presentan alteraciones motivadas por la disfuncion
endotelial y la inflamacion [124] causada por un incremento del colesterol circulante.
Por tanto, los cambios en el mecanismo de control homeostatico son las alteraciones
iniciales de la disfuncion endotelial y del proceso arteriosclerotico.

El incremento de la expresion de las moléculas de adhesion, citoquinas inflamatorias y
factores protrombdticos y del estrés oxidativo, conjuntamente con una modulacion

anormal del tono vascular, provocan la retenciéon local de lipoproteinas (LDL,
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lipoproteina (a) y lipoproteinas remanentes) en moléculas adheridas a la matriz
extracelular de las CE, particularmente los proteoglicanos dando como resultado un
aumento en la penetracion de lipidos a la pared arterial [125]. Estas lipoproteinas
retenidas sufren modificaciones (agregacion, lipolisis y oxidacion) que provocan la
liberacion de fosfolipidos y peroxidos lipidicos que activan la respuesta inflamatoria en
las células circulantes [126]. Este hecho, atrae diferentes células circulantes, en
particular, los monocitos 1) entran al subendotelio, 2) se diferencian en macréfagos, 3)
activan la expresion de receptores scavenger y toll-like para captar las lipoproteinas
retenidas y modificadas, 4) se transforman en células espumosas y 5) éstas quedan
retenidas en la lesion. Ademas, las células T, los mastocitos y otras células inflamatorias
se incorporan a la lesion arteriosclerdtica y junto con los macrofagos, contribuyen a esta
respuesta inflamatoria alterada. En las lesiones ya establecidas, se produce un efecto
feedback que amplifica el aumento de retencion de lipoproteinas ya que los receptores
scavenger no estan controlados por feedback negativo como el receptor de la LDL y
esto provoca que el macrofago tenga una capacidad ilimitada de acumular colesterol.
Las CML migran a la intima y promueven la formacion de un tapon de colageno y
fibrindgeno. A medida que la lesion progresa, los macrdfagos mueren, lo cual origina
areas necroticas llenas de restos extracelulares, cristales de colesterol, proteasas y
material procoagulante y protrombdtico. También, los recetores foll-like inician una
cascada de sefiales dentro de los macrofagos que facilita la liberacion del 6xido nitrico y
enzimas proteoliticos que degradan la matriz y causan que la placa se desestabilice. En
este punto del proceso, las placas pueden erosionarse o fisurarse dando lugar a la
trombosis y al accidente vascular. En estadios iniciales, el proceso es reversible si se
disminuyen las concentraciones de lipoproteinas que contienen apoB circulantes en
plasma. En estadios mas avanzados, los procesos de retencion de las lipoproteinas son

mas complejos y dificiles de revertir [127].
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Fig. 4. Estadios de la arteriosclerosis. Importancia de la inflamacion. PreStay et. al. Circulation.
1995;92:1355-1374.

Recientemente se ha determinado también que los microRNA (pequeios nucledtidos no
codificantes capaces de regular, aproximadamente, el 30% de todos los genes
productores de proteinas), pueden inducir represion de la traduccion del &cido
ribonucleico (RNA) y actuar como reguladores de la inflamacion, la angiogénesis y la

apoptosis y por lo tanto, modificar la vulnerabilidad de la placa [128].

Asi pues, se ha intentado explicar la relacion de la sinovitis con la arteriosclerosis de
una forma esquemadtica de la siguiente manera: desde el tejido sinovial (localizacion
primaria de la lesion de la AR), diversas citoquinas se estimulan y pueden liberarse en la
circulacion sistémica, con lo que pueden alterar a distancia la funcidon de diferentes
tejidos, incluyendo el tejido adiposo, el musculo esquelético, el higado y el endotelio
vascular, y generar un espectro de cambios proaterogénicos que incluyen la resistencia a
la insulina, dislipemia, efectos prooxidativos asi como disfuncion y dafio endotelial
[129].
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Fig.5. Inflamacion crénica en enfermedad inflamatoria cronica: Arteriosclerosis acelerada. Sattar et al.

Circulation. 2003; 108:2957-2963 [129].

1.4.2. Arteriosclerosis subclinica y artritis reumatoide

La arteriosclerosis carotidea puede determinarse mediante la valoracion por ultrasonidos
del GIMc. Esta determinacion se basa en establecer la distancia entre la interfase luz-
endotelio vascular y media-adventicia y es un método fiable, reproducible y no invasivo
[130,131]. Un GIMc aumentado refleja una condicion preaterogénica y existe evidencia
de que el nimero acumulado de factores de riesgo CV tradicionales contribuye al mayor
riesgo CV en AR [26]. Asi mismo, las directrices epidemioldgicas que tratan el riesgo
CV en poblacion general, recomiendan tanto la valoracion del GIMc como la presencia
de placas en arteria carotidea (definida entre un rango de GIMc > 1.2-1.9 mm, o un
grosor focal mayor del 50% del area que lo rodea) [132].

Se ha valorado en multiples estudios, la relacion existente entre GIMc y presencia de
placa carotidea con AR. Aunque los ultimos resultados abogan por el aumento del
GIMc y de la prevalencia de placas en pacientes con AR respecto a controles [133—
138], se han publicado otros articulos en los que no se demuestra esta asociacion
[139,140]. En un meta-andlisis de 22 estudios en 2011, se comparan los datos del GIMc¢
de 1.384 pacientes con AR con 1.147 controles. Diecisiete de los 22 estudios encuentran
un GIMc aumentado en AR respecto a controles, con diferencias estadisticamente

significativas. La media del GIMc en AR resulté de 0.71 mm y de 0.62 mm en controles
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sanos sin otros factores de riesgo CV [141,142]. Ademas, el aumento del GIMc y la
presencia de placas carotideas predicen el riesgo de morbilidad CV en AR.
Concretamente un GIMc >0.9 mm tiene un elevado poder predictivo para el desarrollo
de eventos CV a los 5 afios de seguimiento [135,143] y también se ha demostrado que la
presencia de placa carotidea o de un GIMc >0.9 mm estd presente en el 60% de los
pacientes con un riesgo CV moderado [121]. Ambrosino et al. publicaron resultados de
59 estudios sobre GIMc en AR comparado con controles. No todos los estudios
incluyeron informacién de la actividad de la enfermedad, pero la media del indice de
actividad DAS28 (disease activity score o indice de actividad de la enfermedad)
oscilaba entre 2.6 y 6.2. De los 59 estudios, 51 reportaron un GIMc aumentado en
pacientes con AR respecto a controles. El mismo metaanalisis demostré que el género
masculino y un estado inflamatorio mayor (medido por DAS28, PCR y velocidad de
sedimentacion globular (VSG)) se asociaba con un aumento del GIMc [133]. F. van
Breukelen et al., sin embargo encontraron que en una poblacion de 243 pacientes con
AR el GIMc fue similar al del grupo control sin AR [139], contrariamente a otros
estudios en los que el GIMc en AR estaba aumentado ya desde el inicio de la
enfermedad [144—-147]. La diferencia de resultados podria deberse a la baja actividad de
los pacientes incluidos.

A la hora de evaluar la relacion del GIMc y prevalencia de placa carotidea, con la
duracién de la enfermedad, detectamos resultados nuevamente dispares [148,149].
Diversos estudios reportan una asociacién positiva entre GIMc y duracion de la
enfermedad [150-153] aunque existe evidencia de que un GIMc aumentado y una
mayor prevalencia de placas carotideas se ha observado tanto en pacientes con AR
precoz como tardia en comparacidon con pacientes controles. Ademads, la diferencia de
medias del GIMc entre AR y controles resultaba mayor cuando se consideraba el grupo
de pacientes con AR precoz (0.21lmm) en comparacién con pacientes afectos de AR
tardia (0.09mm). Estos resultados se podrian explicar probablemente por la menor edad
de los pacientes incluidos en los estudios de AR precoz. En este contexto clinico, el
efecto proaterogénico de la AR parece ser mas significativo y esto apoya la hipotesis de
que el riesgo CV ya se inicia junto con los primeros signos de inflamacion, desde
algunos meses o incluso anos antes del diagnostico [154]. Arts et al. encuentran que el
riesgo CV en AR no result6 aumentado después de 10 afios de duracion en comparacion
con los primeros 10 anos de la enfermedad [155]. Ambrosino et al, en los modelos de

regresion tampoco observan correlacion significativa e incluso, el impacto de la AR en
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el GIMc fue particularmente significante en pacientes con AR precoz (<12 meses)
[133].

La presencia de placas en carotidas se considera un predictor de riesgo CV mas fiable
que el GIMc. En el metaanalisis de Ambrosino et al. se revisan 35 estudios en los que
existe un aumento de la prevalencia de placas carotideas en 2.859 AR en comparacion
con 2.303 controles, con una odds ratio (OR) de 3.61 (32,7% vs 11.4%) [133]. Otro
estudio de Corrales et al. demuestra que en pacientes con un SCOREm moderado se
observan anormalidades severas a nivel de carotidas (GIMc >0.9 mm y/o placa) en el
63% de los casos [121].

Otro parametro que ayuda a valorar la enfermedad arteriosclerdtica es la rigidez arterial
medida mediante la velocidad de la onda de pulso (PWV del inglés pulse wave
velocity), el indice de aumento (Alx del inglés augmentation index (Alx) y la
distensibilidad [156]. Se ha observado que en enfermedades inflamatorias como el
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y la AR existen aumentos significativos en la PWV
y estos aumentos correlacionan con GIMc mas elevados [157-161]. Ademas, Provan et
al. [159] demostraron en un estudio de 15 afios de duracién el valor predictivo de la
PCR con el aumento de la rigidez arterial, confirmando el papel de la inflamacion en los
cambios arteriosclerdticos precoces. Recientemente sin embargo, se ha publicado un
estudio en el que no se observan diferencias estadisticamente significativas entre
pacientes con AR de corta duracioén y controles en cuanto a la PWV y el Alx. Ademas
tampoco se obtuvo correlacion entre marcadores inflamatorios y pardmetros de rigidez
arterial en los pacientes con AR [162].

Diversos factores de riesgo especificos de la AR tales como la actividad de la
enfermedad, los marcadores de inflamacion y los ACPA se han asociado con un
aumento del GIMc y del riesgo CV. Numerosas publicaciones encuentran asociacion
entre GIMc y VSG [133,142,144,147,163] o PCR [133,147,163-167], con el DAS28
[153,163,164] asi como con la positividad para el FR [142] y los ACPA [166,168-170].
Barbarroja et al. demostraron que los ACPA actiian como inductores directos del estado
prooxidativo y del perfil inflamatorio y aterogénico de los linfocitos, monocitos y
neutrofilos en la AR [169]. Vazquez et al. demostraron asociacion entre los niveles de
ACPA vy los de la PCR con un GIMc elevado y mayor riesgo CV [166]. Por otro lado y
al igual que sucede con todos los pardmetros revisados hasta el momento, en la cohorte

de van Breukelen et al., el FR y los ACPA no se asociaron con el GIMc en el modelo
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multivariable y estos resultados estdn en la misma linea que otros estudios en los que no
se demuestra esta asociacion [24,150,171-175].

Asi mismo ha quedado reflejado que la carga inflamatoria se asocia con cambios tanto
cuantitativos como cualitativos en las lipoproteinas [90]. La relacion del perfil lipidico
con la arteriosclerosis subclinica en AR es igualmente confusa. Se ha descrito
asociacion entre CT, TGs y LDL oxidadas con GIMc y presencia de placa
[163,176,177] asi como con los niveles bajos de HDL y GIMc [178], pero los estudios

son escasos y no permiten definir conclusiones.

1.5. microRNA

Los microRNAs (miRNAs o miRs) constituyen una familia de RNAs pequenos, de
entre 18-24 nucledtidos, que regulan la expresion genética. Actian a nivel
postranscripcional alterando la expresion del acido ribonucleico mensajero (ARNm),
bien tras reprimir su transcripcion o bien, promoviendo su degradacion [179-181]. El
proceso de biogénesis de los miRNAs estd regulado en diferentes puntos. El transcrito
primario es un precursor denominado pri-miRNA que puede codificar uno o mas
miRNAs y que estd transcrito desde intrones y/o exones o desde regiones intergénicas.
Los pri-miRNAs se pliegan en estructuras con uniones imperfectas y son procesados
por la enzima Drosha obteniendo moléculas de 60 a 100 nucledtidos conocidas como
pre-miRNA. Los pre-miRNAs se transportan al citoplasma mediante la exportina 5,
donde son procesados mediante la endonucleasa DICER para formar estructuras dobles
de miRNAs con uniones imperfectas. De los dos miRNAs, la cadena “guia” se
selecciona para formar el miRNA maduro mientras que la cadena “pasajera” es a
menudo degradada. El miRNA maduro se incorpora al complejo RISC encargado de
reconocer el RNAm diana e inducir el silenciamiento postranscripcional. El grado de
complementariedad entre las parejas miRNA:ARNm formadas determina, en muchos
casos el nivel de silenciamiento [182].

Los miRNAs se han implicado en la morfogénesis de los tejidos, en diversos procesos
celulares como la apoptosis, proliferacion o la diferenciacion celular asi como en la
respuesta inmune innata y en la adaptativa, controlando la diferenciacioén de varios tipos
celulares y sus funciones inmunologicas [183]. Durante la activacion de la inmunidad
innata, se ha observado un aumento de miRNAs especificos que tienen la habilidad de

influenciar la respuesta a agentes infecciosos virales y/o microbianos. La capacidad
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ademads, para modular la respuesta adaptativa y la diferenciacion de células B y T,
sugiere que los miRNAs participan en el desarrollo de las enfermedades autoinmunes

[182].
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Fig 6. Sintesis de miRNAs. MicroRNA perspective on cardiovascular development and disease: anupdate.
Islas JF. Int J Mol Sci. 2018 Jul 17;19(7) [184].

1.5.1. miRNAs y artritis reumatoide

El rol de los factores genéticos y epigenéticos en el desarrollo de las enfermedades
reumaticas se ha considerado, en las ltimas décadas como un campo de investigacion
interesante. Investigar el papel de los miRNAs en la AR es un tema de actualidad y se
intenta valorar el uso de éstos como biomarcadores en el diagndstico, prondstico y
tratamiento de la enfermedad.

Estudios recientes sugieren que las alteraciones en la expresion de los miRNAs pueden
contribuir a los mecanismos moleculares de la AR. Muchos de estos estudios han
examinado en pacientes con AR, la alteracion en la regulacién de los miRNAs en
plasma, células y tejidos, incluyendo fibroblastos sinoviales (FS), células

mononucleares de sangre periférica (CMSP) y linfocitos T CD4+ [185,186].
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1.5.1.1. miRNAs circulantes en sangre periférica y liquido sinovial

Ademas de regular dianas intracelulares, se sabe que los miRNAs estdn presentes en
plasma a concentraciones fisiologicamente significativas y que sus niveles son estables
(28 h - 5 dias) [187]. Esta estabilidad en plasma, ademds de las funciones biologicas
conocidas que tienen dentro de las células, les otorgan gran relevancia en los
mecanismos patologicos de las enfermedades. Ademas facilita que sean candidatos
ideales para los tests diagndsticos y como biomarcadores de enfermedad y dianas
terapéuticas. Pauley et al. [188] observaron, en pacientes con AR, un aumento de entre
1,8 y 2,6 de miR-16, miR-132, miR-146a y miR-155, en CMSP respecto de controles
sanos. Adicionalmente, el aumento de miR-16 y miR-146a se correlacion6 con la
actividad de la enfermedad. Se ha descrito también la sobreexpresion de miR-223 en
linfocitos T (LT) CD4+ de pacientes con AR respecto a controles sanos. Teniendo en
cuenta que en dicho grupo de pacientes no se expresa miR-223, se podria considerar la
probable asociacion con enfermedad [189]. Estos estudios sugieren la posibilidad de
medir la expresion de miRNA en las CM y LT de sangre periférica de pacientes con
AR, lo que facilitaria el estudio, ya que es mas sencillo de obtener que el tejido sinovial.
Murata et al. [190] midieron la concentracion de miR-16, miR-132, miR-146a y miR-
223 en liquido sinovial de pacientes con AR y osteoartritis (OA) y en plasma en
pacientes con AR, OA y en controles sanos. Se objetivd una sobreexpresion en el
plasma, respecto al liquido sinovial, tanto en pacientes con AR como con OA de miR-
16, miR-132, miR-146a y miR-223. Para estimar el origen de los miRNAs tanto del
plasma como del liquido sinovial, se cultivaron FS, tejido sinovial y CMSP y de tejido
sinovial y posteriormente, se midieron sus concentraciones. Se encontré que la
expresion de miRNAs en el liquido sinovial fue distinta que la del plasma y que ésta
podria reflejar el estado del espacio articular. Las concentraciones de miR-16, miR-
146a, miR-155 y miR-223 en el liquido sinovial de pacientes con AR fueron mas altas
que en pacientes con OA (con diferencias estadisticamente significativas) por lo que el
liquido sinovial podria se utilizado como herramienta diagndstica de AR y OA. La
concentracion plasmatica de miR-132 en pacientes con AR y OA, asi como la de miR-
16 en pacientes con OA, fue mas baja que en pacientes sanos y esta diferencia fue
estadisticamente significativa. Por ello el estudio concluye que los miRNAs plasmaticos
de pacientes con AR y OA son similares pero diferentes (p<0.05) de los sujetos sanos.

A la hora de correlacionar los resultados con algunas variables clinicas se objetivo que
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miR-16, miR-146a, miR-155 y miR-223 en plasma, pero no en liquido sinovial se
correlacionaron de forma inversa con el nimero de articulaciones dolorosas (NAD) y
miR-16 también con DAS28. Por ello se hipotetizd que la expresion relativa de los
miRNAs en el liquido sinovial comparada con la del plasma seria mejor indicador de la
condicion articular en AR que la concentraciéon absoluta en liquido sinovial.
Posteriormente el mismo grupo de Murata et al. identifican niveles de miR-24, miR-
30a-5p y miR-125a-5p como factores cruciales para diseiiar un modelo de deteccion de
AR. Utilizando estos tres miRNAs, desarrollan una férmula de “probabilidad estimada
de AR mediante miRNA plasmaticos (¢ePRAM)”, la cual facilitaria un diagndstico mas
preciso de AR aunque los pacientes tengan ACPA negativos [191]. Otro estudio
exhaustivo de los miRNAs en sangre ha reportado un perfil con sobreexpresion de miR-
103a-3p, miR-155, miR-146a-5p, miR-26b-3p e infraexpresion de los niveles de miR-
346 en pacientes con AR y en sus parientes asintomaticos de primer grado y con
ACPA+, cuando comparan con controles sanos [192]. En particular, miR-103a estaba
elevado de forma consistente en los parientes asintomaticos de primer grado y con
ACPA+ en un periodo de un afio. Ademas miR-22, miR-382 y miR-486-3p estaban
sobreexpresados en individuos ACPA+ con enfermedad de inicio, sugiriendo que estos
miRNAs especificos podrian ser indicativos de progresion desde “pacientes de riesgo” a
“inicio de enfermedad” [193]. Asi pues, cambios en el perfil de miRNAs previos al
inicio de la enfermedad clinica podrian dar informaciéon para definir una ventana
terapéutica que nos permitiria iniciar una estrategia de tratamiento temprano para
retrasar el inicio de la enfermedad en estos pacientes de alto riesgo. Mds recientemente
se ha demostrado que miR-let-7a también se puede correlacionar con AR mas severas
[194] y en estudios experimentales con ratas se han postulado nuevos posibles
biomarcadores de actividad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento como miR-
22, miR-27a, miR-96, miR-142, miR-223, miR-296, miR-298 y miR-451 [195]. El
papel del miR-708-5p es mas desconocido aunque ya existe una publicacion en la que
se concluye que este miRNA participa en la patogénesis de la AR inhibiendo la via

Wnt3a/B-catenina [196].

1.5.1.2. miRNAs e inflamacién y dafio articular
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No solo ha quedado constancia de que existe sobreexpresion de diversos miRNAs tanto
en plasma como en tejido sinovial de pacientes con AR, si no que se ha demostrado que
algunos de ellos producen citoquinas proinflamatorias. MiR-125b condiciona un
aumento en la produccion del IL-6, IL-1B y el TNF-a y del p-65 fosforilado lo que
promueve inflamacion mediante la activacion via NF-kB [197]. Sin embargo, se ha
demostrado infraexpresion de otros miRNAs a nivel de los FS de pacientes con AR en
comparacion con pacientes con OA. Asi, miR-10a-5p y miR-10a estan involucrados en
la regulacion de la inflamacion articular de la AR [198]. Existe ademas infraexpresion
de miR-27a en sérum, tejido sinovial y FS [199] y de miR-22 en tejidos sinoviales de
pacientes con AR. Esto condiciona un aumento en la expresion de Cyr61 inducida por
IL-17, un gen diana de miR-22 y una proteina secretada de matriz extracelular que
puede estimular a los FS para que produzcan IL-6 y asi promover la diferenciacion
celular de las células Th17 y la hiperplasia sinovial. También se ha demostrado
recientemente que la infraexpresion de miR-22 es consecuencia de mutaciones en p53
que son observadas frecuentemente en AR [200]. En la revision de Tavasolian et al. se
concluye que una sobreexpresion de miR-181a, la agrupacion miR-17-92, miR-155 y
miR-203 exacerba la inflamacién mientras que una sobreproduccion de miR-146a y

miR-573 suprime la autoinmunidad [185].

1.5.1.3. miRNA y proliferacién sinovial, activacion y apoptosis

La comparacion de los miRNAs de pacientes con AR con los de pacientes con OA ha
demostrado que miR-124a estd infraexpresado de forma significativa en los FS de
pacientes con AR [201] y que su inducciéon puede interrumpir el ciclo celular
ocasionando inhibicion y proliferacion sinovial [202]. Ademas, en estudios in vitro la
desmetilacion del gen del miR-124a mediante el tratamiento con 5-Aza-2’-
deoxycytidine puede limitar la proliferacion de los FS mediada por la IL-1p y la
expresion del TNF-a [203]. Recientemente, se ha descrito que otros miRNAs tienen la
capacidad de inhibir la proliferacion o inducir la apoptosis de los FS. MiR-192 esta
infraexpresado en los tejidos sinoviales de pacientes con AR vy, restaurando su expresion
se suprime la proliferacion celular y se induce la apoptosis de los FS actuando sobre
caveolin 1 [204]. De forma similar, la expresion de miR-29a estd disminuida en los FS y

en el plasma de los pacientes con AR. La induccion in vitro de la expresion de miR-29
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en FS inhibe de forma marcada la proliferacion, induce la apoptosis y reduce la
expresion de citoquinas inflamatorias actuando sobre el ARNm del transductor de sefial
y activador de la transcripcion 3 [205]. Se ha descrito ademds que miR-15a puede
inducir apoptosis celular inhibiendo la expresion de su gen diana Bcl-2 e incluso se ha
intentado administrar una inyeccion intraarticular de miR-15a de doble cadena en
modelos murinos con artritis mediada por autoanticuerpos, obteniendo un efecto

positivo a nivel de induccién de apoptosis celular en la sinovial [206].

1.5.1.4. miRNAs y tratamientos en artritis reumatoide

Los tratamientos utilizados para controlar la AR pueden influenciar la expresion de los
miRNAs [207]. Asi pues, se han demostrado diferencias en la expresion de miR-146a,
miR-155 y miR-16 entre pacientes con AR de inicio sin tratamiento respecto a pacientes
con la enfermedad establecida [208]. Estos hallazgos podrian sugerir que tanto el grado
de enfermedad como los farmacos utilizados podrian tener impacto en los niveles de
miRNAs [209]. Ademas, en estudios in vitro de cultivos celulares se ha demostrado que
los glucocorticoides pueden inhibir la respuesta inflamatoria inducida por
lipopolisacaridos en macréfagos obteniendo una reduccion en miR-155 [210]. Se han
disefiado estudios en pacientes con AR de inicio, sin tratamiento y se han identificado
diversos miRNAs candidatos. Los pacientes con AR de inicio demostraron niveles mas
bajos de miR-125b en plasma y en CMSP, en comparacion con controles sanos y estos
aumentaban de forma significativa e inversa con el DAS28 tras la combinacion de
corticoides y FAMES durante 6 meses [211]. Ademads los niveles basales de miR-125b
en las CMSP también predecian la respuesta al tratamiento a los 3 meses del inicio en
estos pacientes. En otra cohorte de pacientes con AR de inicio se demostrdé que los
cambios en los niveles plasmaticos de miR-16 y miR-223 se asociaban a un descenso en
el DAS28 tras un periodo de 12 meses de tratamiento con glucocorticoides y FAMES
[208]. En un estudio prospectivo, doble ciego, randomizado y controlado con placebo,
unos niveles plasmaticos elevados de miR-27a-3p previamente al inicio del tratamiento
se asociaron de forma significativa con la remision de la enfermedad a los 12 meses del
inicio de adalimumab mas metotrexato [212]. En el grupo de Balzano et. al se
demuestra que la expresion de miR-425-5p, miR-21 y miR-212 es menor en pacientes
con AR respecto a controles, de forma significativa. Ademds demuestran relacion entre

el tratamiento con corticoides y la expresion de miRNAs [213].
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Todos estos estudios independientes nos sugieren que los niveles circulantes de
miRNAs previos al inicio de los firmacos podrian tener un valor predictivo para
monitorizar la respuesta al tratamiento. Pero ademas de todo esto, los miRNAs podrian
considerarse como nuevas herramientas de tratamiento. Asi, se podria manipular
algunos miRNAs especificos con la intencién de inhibir la sobreexpresion de los
miRNAs endogenos o como terapia que sustituya la pérdida de funcionalidad de las

células y tejidos afectos.

1.5.1.5. miRNAs y actividad de la enfermedad en artritis reumatoide

Tras revisar de forma exhaustiva la literatura, ha quedado constancia de que los
miRNAs tienen un gran potencial como biomarcadores en pacientes con AR y que nos
aportaran en un futuro, mayor seguridad para el diagndstico de la enfermedad.

Sin embargo, no queda tan establecido el papel que tienen a la hora de monitorizar la
actividad de estos enfermos. De los multiples miRNAs estudiados en la AR, son pocos
los que han demostrado una relacion significativa con la inflamacion y la actividad de la
enfermedad medida ya sea mediante el DAS28 o por la VSG y /o PCR. MiR-146a es
uno de los mas estudiados y se ha publicado en diversos estudios que ademas de estar
sobreexpresado en sangre periférica de pacientes con AR, se correlaciona de forma
positiva con la VSG. En cuanto al DAS28 aunque existe tendencia a una correlacion
positiva, los resultados no son estadisticamente significativos [214]. Otros miRNAs,
como miR-16 [215] y miR-233 se han relacionado con el DAS28 y este ultimo, en
pacientes con AR de inicio, también con la PCR [208]. También se ha demostrado que
miR-451 se expresa en las células T de pacientes con AR y que se asocia con mayor

DAS28, VSG e IL-6 [216].

1.5.2 miRNAs y enfermedad cardiovascular

Se ha descrito en la literatura que los miRNAs estan presentes en la pared vascular y
que su expresion esta alterada en los vasos sanguineos afectos [217,218]. Los miRNAs
juegan un papel importante en la angiogénesis y en la enfermedad vascular tras regular
la diferenciacion celular, migracion, proliferacion y la apoptosis de las CML y de las

CE vasculares [219].
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Teniendo en cuenta que la angiogénesis es un mecanismo importante para el
mantenimiento del suministro adecuado de sangre a los tejidos, tanto en el estado
normal, como en procesos de enfermedad, se han identificado dos grupos de miRNAs,
los pro-angiogénicos y los anti-angiogénicos. En el primer conjunto destacan: miR-126
[220], la agrupacion miR-17-92 [221], miR-Let-7 [222], miR-130a, miR-210, miR-378
y miR-296. En los miRNAs anti-angiogénicos se incluyen miR-221/222, miR-328,
miR-92a y miR-214 [223].

1.5.2.1. miRNAs circulantes en sangre periférica

Diversos autores han demostrado que las lipoproteinas HDL transportan miRNAs
funcionales en la circulacion [224-227] y que los complejos HDL-miRNAs presentan
alteraciones significativas en la hipercolesterolemia, la ECV y el IAM [225]. Ademas,
las HDL transfieren los miRNAs a las células receptoras en donde regulan la expresion
del gen diana [228]. Los numerosos estudios publicados hasta el momento han asociado
miRNAs especificos con determinadas condiciones tales como la arteriosclerosis, el
IAM y la enfermedad coronaria [181,219,229-232]. El reto de estos estudios es
identificar de forma precisa y reproducible miRNAs especificos o un conjunto de ellos
que puedan utilizarse como biomarcadores de riesgo o de progresion de enfermedad y
que permitan identificar a aquellos pacientes susceptibles de desarrollar la enfermedad.
Se ha descrito en la literatura que en pacientes con ECV, la expresion de miR-135a esta
aumentada, mientras que la de miR-147 esta disminuida en CMSP lo que facilitaria un
estado pro-inflamatorio. Ademas los niveles de miR-134, miR-370 y miR-198 estan
sobreexpresados en pacientes con angina inestable tras facilitar la isquemia sistémica
[233,234]. En otro estudio sobre pacientes con ECV se demuestra una reduccion
significativa de miR-126, miR-17, miR-92a y miR-155 mientras que se observa una
sobreexpresion de miR-21, miR-126-3p y miR-222 tras aplicar una ecocardiografia de
estrés con dobutamina lo que sugiere que los miRNAs circulantes podrian distinguir
pacientes con ECV en funcion de la presencia de una estenosis significativa [235]. En
cuanto a miR-155 su efecto se podria explicar al tener un papel en la disfunciéon
endotelial, la diferenciacion de macrofagos y la absorcion de lipidos en las LDL

oxidadas, lo cual estaria relacionado con la inestabilidad de las placas carotideas [236].
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1.5.2.2. miRNAS vy arteriosclerosis

El rol de los miRNAs en las CML vasculares también ha sido identificado
recientemente. En el proceso de arteriosclerosis no solo influye el deposito de grasa
circulante, si no que otros factores como la disfuncién de las CE y la inflamacion y
diferenciacion de las CML vasculares también participan. MiR-21 y miR-221/222 son
factores reguladores de la proliferacion y la apoptosis de las CML vasculares y se ha
descrito su participacion en la formacion neointimal después de una lesion vascular
[223]. Ademas, se ha descrito que los niveles de miR-21, miR-130a, miR-27b, miR-210
y let-7f estan elevados en la capa intima de placas arteriosclerdticas en humanos, asi
como miR-130a, miR-27b y miR-210 también en el plasma de dichos pacientes. Por
otra parte, miR-92a, miR-221, miR-34a y miR-146a/b estan sobreexpresados en las
partes arterioscleroticas de los vasos y en cambio, miR-10a estd infraexpresado y
contribuye a la iniciaciéon del estado endotelial proinflamatorio en regiones susceptibles
de presentar arteriosclerosis [237]. Se ha demostrado que algunos de estos miRNAs
pueden promover la activacion endotelial y la formacion de placas y concretamente,
miR-125a se correlaciona inversamente y de forma significativa con los niveles
plasmaticos de LDL de pacientes sintomaticos [236]. También Ji et al. [217]
demuestran la participacion de los miRNAs en el desarrollo de la intima vascular y
Cordes et al. [238] describen la disminuciéon de miR-145 y miR-143 en arterias de
ratones en las que existe proliferacion de la intima tras una lesidn. Asi mismo,
Codagnone et al. observan que miR-126 afecta de forma directa la integridad vascular y
que miR-126-5p es el principal responsable en la reparacion de las CE inhibiendo
NOTHCHI1 y DIkl [239]. Ademas otra isoforma, miR-126-3p, es responsable de

reducir la inflamacion mediante la estimulacion del VCAM-1 [240].

1.5.2.3. miRNAs en rigidez y calcificacion arterial

Los miRNAs juegan un papel significativo en la rigidez y calcificacion arterial mediante
la modulacion de vias y moléculas criticas tales como el TGF-B y la sefial de la proteina
morfogénica Osea, la angiotensina II, metaloproteinasas de la matriz, el factor de
transcripcion Runx y el “interruptor fenotipico” de las CML vasculares. Muchos de
estos miRNAs pueden tener el mismo gen diana mientras que un unico miRNA puede

ejercer multiples funciones afectando a mas de un gen y a diferentes vias con resultados
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opuestos. Asi pues se ha descrito que miR-181b, miR-599, miR-145 y miR-29
disminuyen la rigidez arterial mediante la afectaciéon de las proteinas de la matriz
extracelular. En cambio, miR-126 y miR-223 la disminuyen mediante la afectacion de
las vias citoesqueléticas, metaloproteinasas, 6xido nitrico y moléculas de adhesion.
Ademas miR-19b, miR-181a y miR-155 disminuyen la rigidez arterial a través de la
antiotensina II. En cambio, miR-203, miR-765, miR-155 y miR-1185 aumentan la
rigidez mediante la afectacion de las vias citoesqueléticas, metaloproteinasas, 6xido
nitrico y moléculas de adhesion y miR-21 y miR-130a via angiotensina II. Multiples
miRNAs también han demostrado su efecto sobre la rigidez arterial tras afectar al
“interruptor fenotipico” de las CML vasculares. Entre ellos estdn miR-143/145, miR-
133, miR-1, miR-24, miR-26a, miR-541, miR-96, miR-221/222, miR-223, miR-195,
miR-10a, miR-21, miR-146a, miR-18a-5p, miR-23b, miR-663, miR-25, miR-142-5p,
miR-365, miR-638, miR-141, miR-490-3p, miR-155, miR-135b-5p, miR-499a-3p, let-
7d y miR-15b/16.

En cuanto a los miRNAs que contribuyen a la calcificacion arterial, se ha descrito que
disminuyen la calcificacion miR-29b-3p (a través de las metaloproteinasas), miR-29a/b,
miR-30b-c, miR-133a, miR-204, miR-205 y miR-297a mediante el deposito de calcio y
la diferenciacion de los osteoblatos y miR-125b y miR-135a a través de la
transdiferenciacion osteogénica de las CML. Por el contrario, miR-32, miR-2861 y
miR-3960 aumentan la calcificacion arterial via el depdsito de calcio y la diferenciacion
de los osteoblatos y miR-221/222 a través de la transdiferenciacion osteogénica de las

CML [241].

1.5.2.4. miRNAs en hipertensién y dislipemia

Los miRNAs participan en la regulacion de los niveles de lipidos [242] y de la tension
arterial tan importantes en el mecanismo patogénico de la arteriosclerosis. MiR-33a y
miR-33b regulan el metabolismo lipidico a través de ABCA1, ABCGI y SREBP. Asi
pues, el control de ambos podria considerarse como una herramienta 1til en cuanto a
terapia hipolipemiante en la arteriosclerosis [243,244]. Algunos estudios observan que
miR-510 esta elevado en el plasma de pacientes con HTA [245] y miR-7-5p y miR-26b-
5p en pacientes hipertensos con hipertrofia ventricular izquierda en comparaciéon con

individuos sanos [246]. Ademas los niveles de let-7 en las CE y en plasma de pacientes
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hipertensos son mas altos que en controles sanos y si valoramos que puede inducir
estrés oxidativo y dafio celular, se sugiere que esta sobreexpresion de let-7 podria
agravar la arteriosclerosis [247]. Los niveles de miR-9 y miR-126 en CMSP de
pacientes hipertensos estan reducidos respecto a pacientes sanos [248]. Si consideramos
que miR-9 puede inhibir la expresion de la “miocardina”, utilizar tratamientos con este
miRNA podrian mejorar la funcionalidad y estructura cardiaca [249]. MiR-145 y miR-
143 parecen tener un papel importante en la HTA, principalmente via enzima
convertidor de angiotensina [229]. Ademas, la inhibicion de miR-145 podria mejorar la
resistencia a la insulina via 6xido nitrico [250]. También se ha demostrado en estudios
en ratones que miR-21 reduce la presion arterial con una correlacion inversa con miR-

130a y miR-195, los cuales estan sobreexpresados en plasma [251].

1.5.2.5. miRNAs e infarto agudo de miocardio

Teniendo en cuenta que los miRNAs se expresan en sangre [187], Guo-Kun Wang et al.
[252] hipotetizan que los miRNAs especificos del tejido cardiaco podrian liberarse al
torrente sanguineo durante un IAM y por tanto podrian ser utilizados para detectar y
monitorizar la lesion miocardica. De los miRNAs estudiados se observa que miR-208a
podria detectar individuos con IAM con una sensibilidad y una especificidad del 90,9%
y del 100% respectivamente, mientras que miR-499, miR-1 y miR-133a serian menos
sensibles. Asi mismo, Stephan Fichtlscherer et al. [253] observan que miR-126, miR-
17, miR-155 y miR-92a estan reducidos significativamente en sangre de pacientes con
enfermedad coronaria en comparaciéon con pacientes sanos. Sun et al. observan que
miR-1, miR-16, miR-21, miR-92a, miR-195, miR-208, miR-375, miR-494, miR-103,
miR-107, miR-325 y miR- 874 estan sobreexpresados en tejido cardiaco durante y antes
del IAM mientras que al mismo tiempo, los niveles tisulares de miR-133a/b, miR-214,
miR-873, miR-2861, miR-30b, miR-188-3p y miR-145 estan disminuidos. Sin embargo,
también se ha demostrado el efecto protector del dafio cardiaco mediante la expresion
de miR-873 y miR-2861 [254]. En otro estudio de Parizadeh et al. [255] los niveles de
miR-122, miR-140-3p, miR-720, miR-2861 y miR-3149 estan elevados en pacientes
con sindrome coronario agudo (SCA) y los niveles de miR-1, miR-134, miR-186, miR-
208, miR-233 y miR-499 son muy sensibles y especificos para el diagnostico de IAM.

Asi mismo, miR-186, miR-132 y miR-150 serian los miRNAs mas criticos para el
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diagnostico de angina inestable. Otro miRNA que ha demostrado tener un papel
importante en la angiogénesis es miR-24 ya que participa en la vascularizacion cardiaca
[256]. Esta altamente sobreexpresado en CE cardiacas sobretodo después de una
isquemia cardiaca. En estudios con ratones, el bloqueo de miR-24 limita el tamafio del
infarto tras prevenir la apoptosis endotelial y mejorar la vascularizacion. Li et al. [257]
valoran los niveles de miR-26a, miR-191 y miR-208b en pacientes con IAM respecto a
controles sanos y concluyen que miR-208b est4 incrementado de forma significativa en
estos pacientes respecto a los controles, mientras que los niveles de miR-26a y miR-191
estan disminuidos. Se ha descrito recientemente que miR-223 estd implicado en
diferentes procesos patogénicos a nivel cardiaco incluyendo la hipertrofia de los
cardiomiocitos y la necrosis. Van Rooij et al. demuestran que la expresion de miR-233
estd aumentada en los margenes de tejido miocardico infartado en humanos con ICC
tras [AM [258]. Ademés Xiaoxiao Liu et al. demuestran en cultivos de fibroblastos
cardiacos, que la sobreexpresion de miR-233 promueve la proliferacion, migracion y

diferenciacion celular mientras que su inhibicion tiene los efectos contrarios [259].

1.5.2.6. miRNAs e insuficiencia cardiaca congestiva

La ICC se considera la fase terminal de la mayoria de las ECV. En el estudio de Yan et
al. se describen miRNAs circulantes como marcadores potenciales que se podrian
comparar con el marcador estandar, el péptido natriurético auricular tipo B (BNP). De
este modo, miR-423-5p tendria su relevancia clinica [260]. También se ha demostrado
que la sobreexpresion de miR-212 y miR-132 ocasiona en término final una hipertrofia
cardiaca severa con fallo cardiaco secundario [261]. Cai et al. publican que miR-765
estd sobreexpresado en el fallo cardiaco por su efecto en la regulacion de la
contractilidad cardiaca [262]. Del mismo modo, miR-25 est4d sobreexpresado en estos
pacientes [263] y miR-24 regula la homeostasis del calcio produciendo una alteracion
en la contractilidad de los cardiomiocitos [264]. Melman et al. aportan evidencia de que
la expresion cardiaca aumentada de miR-30d tiene un impacto significativo en la
respuesta a la terapia de resincronizacion cardiaca y que los niveles en plasma de dicho
miRNA podrian correlacionarse con la respuesta de la técnica en los pacientes con ICC
[265]. También se ha demostrado el papel de la infraexpresion de miR-126 en el fallo

del ventriculo derecho asociado a hipertension pulmonar [266] y aunque se han
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propuesto otros marcadores de ICC (miR-208a, miR-499, miR-16, miR-27a, miR-101 y

miR-150) [267], de momento no quedan bien establecidos.

1.5.2.7. miRNAs y tratamientos en enfermedad cardiovascular

Multiples estudios han demostrado la implicacion de los miRNAs en la patogénesis de
varias enfermedades cardiovasculares y destacan ademas la intervencién farmacoldgica
potencial que se puede realizar sobre ellos. En general, se considera que la inhibicion de
los miRNAs endogenos es menos arriesgada que provocar la sobreexpresion de éstos
[268]. En este sentido y como ejemplo, al utilizar el antagonista de miR-29 que regula la
fibrosis en el corazon se podria obtener una proteccion de los cardiomiocitos después
del dafio ocasionado por la fibrosis [187]. En estudios sobre IAM se valora que los
antagonistas de miR-92a y miR-320 reducen el tamafio del infarto tras contribuir a la
recuperacion de los vasos sanguineos y a la reduccion de las sefiales apoptdticas [230].
También se ha reportado que miR-1 tiene la capacidad de convertir células madre en
cardiomiocitos demostrando la mejoria en la funcion cardiaca y en la reduccion del
tamafio del infarto [269]. Otros estudios experimentales en arteriosclerosis utilizan
antagonistas de miR-33 obteniendo elevacion en las HDL y reduccion en las VLDL
[270] y un antagonista de miR-145 ha sido estudiado en roedores para promover la
reduccion del tamano de la placa y mejorar la vasculatura [271]. Sin embargo, hay
limitaciones dado que el uso de miRNAs que no son especificos de un tipo celular o de
un organo, puede ocasionar graves efectos adversos. Claramente la terapia con miRNAs
estd en un estado preliminar y se requieren estudios no solo en animales si no en fase

clinica.

1.6 microRNAs EN ARTRITIS REUMATOIDE Y ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

Hasta el momento se ha demostrado en multiples estudios que determinados miRNAs
estan asociados a AR y a ECV de forma independiente. Ha quedado patente de igual
manera que la ECV es la principal causa de muerte prematura en AR llegando a ser de

hasta el 50% mas alta respecto a la poblacion general [11]. Dado que muchos de los
miRNAs con un rol en la patogénesis de la AR [272] se solapan con los implicados en

el desarrollo de arteriosclerosis [270,273], se podria identificar un patron de miRNAs
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expresados en pacientes con AR que seleccionen a los pacientes en riesgo de padecer
ECV.

En la literatura no existen practicamente publicaciones en las que se contemple este tipo
de asociacion. En el estudio de Ormseth et al. [274] se valora la asociacion entre
miRNAs plasmaticos y actividad de la AR (medida mediante el indice DAS28-VSG) y
calcificacion vascular coronaria. En el estudio se incluyen 168 pacientes con AR y 91
controles y tras valorar siete miRNAs plasmaticos candidatos (por relevancia biologica,
por diagnostico de AR y por su uso como marcadores de actividad de la enfermedad y
de arteriosclerosis subclinica en AR), se miden las concentraciones plasmaticas de miR-
15a-5p, miR-24-3p, miR-26a-5p, miR-125a-5p, miR-146a-5p, miR-155-5p y miR-223-
3p por PCR cuantitativa. Los pacientes con AR tuvieron concentraciones plasmaticas
mas elevadas de todos los miRNAs respecto a los controles siendo la combinacion de
miR-24-3p, miR-26a-5p y miR-125a-5p la mas significativa para el diagnostico de AR.
Entre los pacientes con AR con FR negativo, miR-24-3p fue el marcador diagndstico
mas potente. En cuanto a la actividad de la enfermedad, s6lo miR-155-5p se asocio
débilmente y de forma inversa con la actividad de la enfermedad (concretamente con el
nimero de articulaciones tumefactas (NAT)). A la hora de evaluar si estos miRNAs se
asociaban a factores de riesgo CV en estos pacientes, ninguno demostrd asociacion con
el score de calcificacion vascular coronaria. Solo miR-125a-5p se asocié débilmente a la
PAD y miR-26a-5p al score de riesgo de Framingham. Otro estudio de Lopez-Pedrera et
al. [275] apunta la importancia de la sobreexpresion de miR-146a tanto en AR como en
SCA [276], por lo que se podria hipotetizar que miR-146a podria estar directamente
involucrado en la patogénesis de la ECV en pacientes con AR.

Por todo ello y si tenemos en cuenta la elevada mortalidad ocasionada por la ECV en
nuestros pacientes con AR, es asumible que indagar en el estudio de estos
biomarcadores plasmaticos nos va a facilitar, en un futuro, la prevencion de eventos CV

catastroficos lo cual es primordial para avanzar en el control estricto de la AR.
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2.1 HIPOTESIS

Existen evidencias importantes en la literatura que muestran que diferentes miRNAs
juegan un papel central en la fisiopatologia tanto de la AR como de la ECV. Sin
embargo, no hay datos que describan miRNAs asociados significativamente con el
riesgo CV en pacientes con AR. Asi, nuestra hipotesis es que “existe un perfil
plasmatico de microRNAs en pacientes con AR asociado a un aumento de alteraciones
vasculares preclinicas (arteriosclerosis subclinica y rigidez arterial) que podria utilizarse
como biomarcador epigenético para valorar el riesgo CV aumentado que presentan estos

pacientes”.

2.2 OBJETIVOS

El objetivo general del estudio es identificar un perfil de expresion de microRNAs en

pacientes con AR que identifique a los pacientes en riesgo de desarrollar ECV.

Los objetivos operacionales son:
1. Caracterizar las alteraciones vasculares preclinicas (arteriosclerosis subclinica y
rigidez arterial) en nuestra poblacion de pacientes con AR.

1- Estudiar las variables epidemiolédgicas y de actividad de la enfermedad
de la AR asociadas al GIMc y a la presencia de placa arteriosclerdtica
como variables de arteriosclerosis subclinica.

(Articulo 1)

2- Estudiar las variables epidemiologicas y de actividad de la enfermedad
de la AR asociadas a la PWV y a la distensibilidad arterial como
variables de valoracion de rigidez arterial.

(Articulo 2)

2. Descubrir un perfil plasmatico de microRNAs comun en pacientes con AR sin
ECV preclinica y en pacientes con cardiopatia isquémica sin AR y diferente al
de controles sanos que identifique a los pacientes con AR en riesgo de
desarrollar ECV.

(Articulo 3: Estudio de descubrimiento)
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3. Validar en una cohorte de pacientes con AR los microRNA plasmaticos
identificados.
(Articulo 4: Estudio de validacion)

I- Determinar la asociacion de los microRNAs identificados con la
presencia de arteriosclerosis subclinica (GIMc y presencia de placa
carotidea)

2- Determinar la asociacion de los microRNAs identificados con la
presencia de rigidez arterial (PWYV vy distensibilidad)

3- Estudiar los determinantes clinicos de la expresion de los microRNAs

identificados
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OBJETIVO 1. Caracterizar las alteraciones vasculares preclinicas (arteriosclerosis

subclinica y rigidez arterial) en nuestra poblacion de pacientes con AR.

3.1 VARIABLES ASSOCIATED WITH SUBCLINICAL ATHEROSCLEROSIS IN A
COHORT OF RHEUMATOID ARTHRITIS PATIENTS: SEX-SPECIFIC
ASSOCIATIONS AND DIFFERENTIAL EFFECTS OF DISEASE ACTIVITY AND
AGE.

Plos One 2018;13(3):e0193690
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Abstract

Objective

To advance the study of variables associated with subclinical atherosclerosis in rheumatoid
arthritis (RA) with special consideration for the degree of disease activity, age and gender.

Methods

The carotid intima-media thickness (cIMT) and the presence of carotid atherosclerotic pla-
ques along with clinical and biochemical characteristics were determined in 214 RA
patients.

Results

Adjusted analysis reveals that men had a 0.059 mm significantly increased cIMT compared
with women (p = 0.001; R? = 3.8%) and that age was associated with cIMT (8 = 0.0048 mm;
p =0.0001; R? = 16%). Interestingly, we observed a significant interaction between gender
and age. Thus, the effect of age on cIMT was significantly increased (12%) in men com-
pared with women (p-value for interaction term = 0.041). Moreover, adjusted multivariable
linear regression analysis revealed that disease activity score (DAS28) was significantly
associated with cIMT in women (B = 0.021; p = 0.018: R? = 0.03) but not men. In particular,
women with high disease activity had a 0.079 mm increased cIMT compared with women
in remission (p = 0.026). In addition, men in remission had a 0.134 mm increased cIMT
compared with women in remission (p = 0.003; R? = 8.7%). Active patients did not exhibit dif-
ferences in cIMT values. Furthermore, 43% of patients presented carotid plaques. The
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Conclusion

In our cohort of patients with RA, DAS28 and age are differentially associated with cIMT in
men and women. Our findings could explain the contradictory results that have previously
been published in the literature.

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease that mainly affects synovial
joints and causes chronic pain, bone erosion and progressive disability. With a prevalence of
up to 0.5-1% of the general population, RA is the most common chronic inflammatory dis-
ease [1,2]. In addition to joint involvement, a high prevalence of comorbidities and an
increase in cardiovascular (CV) risk characterizes RA patients compared with the general
population [1,3]. Epidemiological studies describe a relative risk of developing a CV episode
of 1.5 compared with non-RA controls [2]. RA can be considered an independent risk factor
for developing CV disease (CVD), with its prevalence being as high as in patients with type 2
diabetes mellitus [4] and leading to an increase in the standardized mortality rate of up to
3.82 for acute myocardial infarction in the United States [5]. The chronic inflammatory state
of RA seems to contribute to the development of accelerated atherosclerosis because the
inflammatory process in the synovial membrane and atherosclerotic plaques share similar
characteristics [6].

The assessment of RA patients with subclinical atherosclerosis by means of ultrasono-
graphic determination of the carotid intima-media thickness (cIMT) and the presence of
carotid plaques has been accepted as a good predictor of CV events [7]. However, the relation-
ship between subclinical arteriosclerosis and RA is complex. Increased cIMT reflects a pre-ath-
erogenic condition [8,9]; however, numerous CV risk factors that have causal relationships
with atherosclerosis do not seem to fully explain the accelerated atherosclerosis these patients
exhibit. Different studies have evaluated the relationship between subclinical arteriosclerosis
(cIMT and presence of carotid plaques) and RA. Although recent studies have argued for the
increase in cIMT and the prevalence of plaques in RA patients compared with controls [10-
15], other articles have been published in which this association is not demonstrated [16-19].
The discrepancy between these results is likely explained by the low activity of the included
patients because the degree of disease activity is associated with cIMT [11], which has been
postulated to be a limiting factor in the study of the relationship between subclinical arterio-
sclerosis and RA. In addition, age, which is clearly associated with an increase in cIMT in dif-
ferent populations [20,21], has a more complex relationship in RA. For example, the group of
patients with early RA, in which younger patients prevail, presents the greatest difference in
cIMT compared with that of controls [10]. Thus, in RA, complex associations are noted
between the degree of disease activity, age and cIMT. In addition, to date, no records are avail-
able in the literature evaluating the relationships between these associations and the gender of
RA patients. Thus, the objective of the present study was to advance the study of the associa-
tions between subclinical arteriosclerosis and RA by specifically considering the relationship
among age, gender and degree of disease activity of RA patients.
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Materials and methods
Patients

The study population included all consecutive patients who visited via external consultations
of the University Hospital Sant Joan de Reus and who fulfilled the diagnostic criteria of RA
proposed by the American College of Rheumatology of 1987. We excluded patients older than
80 years and younger than 20 years and those with acute intercurrent diseases. Consistent with
our Institution’s guidelines and the Helsinki Declaration, subjects were informed of the
research nature of the study and provided written consent prior to participation. The study
was approved by the clinical research Ethics Committee of the University Hospital Sant Joan.
Patients were visited between the period of September 2011 and November 2014, and we per-
formed blood collection and carotid ultrasound on the same day of the medical visit.

Laboratory measurements

Blood samples were collected from 214 patients who had fasted for at least 12 hours. Analytical
determinations included the following: haemogram, general biochemistry, haemoglobin glyco-
side, thyrotropin, albumin, lipid profile [triglycerides (TG), total cholesterol (TC) and low-
density lipoprotein cholesterol (LDLc), high-density lipoprotein cholesterol (HDLc) and very-
low-density cholesterol (VLDLc)] by enzymatic methods; apolipoproteins A1l and B by immu-
nonephelometry; lipoprotein (a) by an enzyme-linked immunosorbent assay; and rheumatoid
factor (RF), citrullinated anti-cyclic peptide antibodies (ACPA), antinuclear antibodies and
inflammatory markers [erythrocyte sedimentation rate (ESR), C-reactive protein (CRP) and
fibrinogen] by conventional methods. RF positive (RF+) was defined for values of RF>20, and
positive ACPA (ACPA+) was defined for ACPA values>1.

Clinical evaluation

The presence of CV risk factors (smoking, hypertension, diabetes and hypercholesterolemia)
and histories of previous CV events and the use of lipid lowering drugs, antidiabetic agents or
antiplatelet drugs were collected. In addition to joint physical examinations of RA, measure-
ments of body weight, height, body mass index (BMI), waist circumference (WC), systolic
blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were obtained.

As a measure of disease activity, the disease activity score (DAS28) was calculated according
to the ESR. Pain was measured using the 0-10 visual analogue scale, and any disability was
reported by the patient using the health assessment questionnaire (HAQ) index. The DAS28
variable was categorized as remission (DAS28<2.6), low activity (2.6<DAS28<3.2), moderate
activity (3.2<DAS28<5) and high activity (DAS28>5).

Carotid intima-media thickness

To measure cIMT, we used a My Lab 50 X-Vision sonograph (Esaote SpA, Barcelona, Spain)
with a linear array ultrasound probe small parts broadband transducer (5-12 MHz). We iden-
tified and digitally recorded the far wall of the common carotid artery (1 cm proximal to the
bifurcation) and the internal carotid artery (1 cm distal to the bifurcation) of the left and right
carotid arteries. IMT measurements were performed at the predefined points using ThickSoft
image processing software (%). To reduce observer variability, a single operator obtained and
measured the images. We averaged the measurements of three static images of left and right
carotid arteries to obtain the mean cIMT. Carotid artery plaque was defined according to
Mannheim consensus [22] as a focal structure that encroaches into the arterial lumen of at
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least 0.5 mm or 50% of the surrounding cIMT value or demonstrates a thickness >1.5 mm as
measured from the media-adventitia interface to the intima-lumen interface.

Statistical analysis

All data were analysed using the statistical software SPSS, version 23. Continuous variables are
presented as the mean (standard deviation) and categorical as the percentage (number of indi-
viduals). ANOVA was used to evaluate differences between groups followed by Bonferroni
correction as a post hoc test. For categorical variables, the differences between the proportions
were analysed using the chi-Squared test. Bivariate correlations were estimated using the Pear-
son correlation coefficient r. To estimate the cIMT variable, multiple linear regression was
used with multivariate models. Multivariate logistic regression was used to estimate the pres-
ence of carotid plaques. We initially selected clinical relevant variables and known confound-
ers for inclusion in the multivariable logistic regression analysis. The iterative process of
variable selection was performed using stepwise logistic regression analysis. A p-value<0.05
was considered statistically significant.

Results

A total of 214 RA patients were included in the study. Table 1 presents the general characteris-
tics of patients overall and based on gender. Men had significantly increased WC, SBP and
DBP and reduced HDLc levels compared with females. Sixty percent of the patients were
hypertensive, which was more frequently observed in men (73%) compared with women
(52%), and women had significantly increased HAQ, ESR, and DAS28 index values than males
(Table 1). Furthermore, the percentages of women in remission or with low, moderate or high
disease activity were different from those for men (Table 1). A total of 75% of the patients
received disease-modifying antirheumatic drugs, which included 20%, 57% and 51% of
patients receiving biological drugs, non-steroidal anti-inflammatory drugs and/or corticoste-
roids, respectively, with no differences between sexes.

Crude analysis of the ultrasonographic variables showed, as expected, that age was highly
correlated with cIMT (r = 0.53; p = 0.0001) and that men presented significantly larger values
of cIMT than women (0.678 mm vs 0.627 mm; p = 0.005) (Table 2). After adjusting for tradi-
tional confounders and treatments (see Table 2), we quantified these associations and showed
that men had a 0.059 mm larger cIMT than women (p = 0.001) and that the gender variable
explained a significant 3.8% of the cIMT variability. Moreover, we showed a significant 0.0048
mm increase in cIMT for every year of increase in age (Table 2) and that the age variable
explained a significant 16% of the cIMT variability (Table 2). Interestingly, we observed a sig-
nificant interaction between age and gender (p value for interaction term = 0.041); the correla-
tion between age and cIMT was 12% significantly steeper in men than in women (Fig 1). In
particular, cIMT increased 0.0065 and 0.0043 mm for each year increase of age in men and
women, respectively. Because of this interaction, further analyses were stratified by gender.

Adjusted multivariable linear regression analyses revealed that DAS28 was significantly
associated with cIMT in women (B = 0.021; p = 0.018) (Table 3) and that DAS28 significantly
explained 3% of cIMT variability. No association was observed between DAS28 and cIMT in
men. When studying the effect on cIMT of DAS28 categorized in degrees of disease activity,
adjusted analyses revealed that women with high disease activity had a 0.079 mm larger cIMT
than women in remission (p = 0.026). No differences were observed either among the other
categories or in men (Fig 2). In addition, the difference in cIMT observed between men and
women was due to patients in remission because significant differences were observed in
cIMT values in this group, with men in remission having a 0.134 mm higher cIMT compared

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193690 March 1, 2018 4/12

64



@PLOS ‘ ONE

Nneouiltauuvud

Variables associated with subclinical atherosclerosis in rheumatoid arthritis

Table 1. General characteristics of RA patients overall and stratified by gender.

RA Female Male P value
(n=214) (n=138) (n=76)
Characteristics of the groups
Gender-female (%, n) 64.5 (138)
Age (years) 58(12) 57 (12) 59 (12) 0.55
Body mass index (kg/mz) 27.8 (5.9) 27.7 (6.6) 28.1 (4.4) 0.62
Waist circumference (cm) 93 (15) 88 (15) 100 (12) <0.001
Systolic blood pressure (mmHg) 137 (21) 135 (21) 142 (21) 0.024
Diastolic blood pressure (mmHg) 81 (12) 80 (13) 84 (12) 0.025
LDL cholesterol (mg/dL) 119 (31) 118 (31) 120 (31) 0.75
HDL cholesterol (mg/dL) 66 (19) 72 (18) 54 (15) <0.001
Triglycerides (mg/dL) 105 (55) 102 (54) 112 (58) 0.21
Glucose (mg/dL) 95 (23) 94 (25) 96 (18) 0.35
Current smoker (%, n) 26.2(56) 27.5(38) 23.7(18) 0.34
Hypertension (%, n) 60.3 (129) 53 (73) 74 (56) 0.003
Diabetes mellitus (%, n) 11.7 (25) 10.9 (15) 13.2 (10) 0.62
Dyslipidaemia (%, n) 41.1(88) 39.1 (54) 44.7 (34) 0.425
Disease features
Disease duration (years) 9.4(9.1) 10.1 (9.9) 8.2(7.5) 0.12
DAS28 3.5(1.3) 3.7 (1.3) 2.98(1.1) <0.001
Disease remission (%, n) 27.1(58) 20.3 (28) 39.5 (30) <0.001
Low disease activity (%, n) 18.7 (40) 14.5 (20) 26.3 (20)
Moderate disease activity (%, n) 44.4 (95) 52.2(72) 30.3 (23)
High disease activity (%, n) 9.8 (21) 13 (18) 39(3)
HAQ 0.45 (0.52) 0.59 (0.56) 0.21 (0.34) <0.001
Rheumatoid factor+ (%, n) 72.4 (155) 71.7 (99) 73.7 (56) 0.76
ACPA+ (%, n) 81.3 (174) 83.3 (115) 77.6 (59) 031
ESR (mm/h) 37 (26) 40 (27) 32(22) 0.019
CRP (mg/dL) 0.72 (0.83) 0.73 (0.80) 0.70 (0.88) 0.83
Fibrinogen (mg/dL) 443 (97) 442 (96) 444 (100) 0.91
Treatments (%, n)
DMARDs 75.2 (161) 71.7 (99) 81.6 (62) 0.11
Biological agent 20.1 (43) 23.2(32) 14.5 (11) 0.13
NSAIDs 57 (122) 57.2 (79) 56.6 (43) 0.92
Corticosteroids 50.9 (109) 53 (73) 47 (36) 0.44

HAQ = health assessment questionnaire index, ACPA = citrullinated anti-cyclic peptide antibodies, ESR = erythrocyte sedimentation rate, CRP = C-reactive protein,

DAS28 = disease activity score, DMARDs = disease-modifying antirheumatic drugs, NSAIDs = non-steroidal anti-inflammatory drugs.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193690.t001

with women in remission (p = 0.003). In this group, gender explained a significant 8.7% of the
cIMT variability. Active patients did not exhibit differences in cIMT values (Fig 2). No other
clinical or analytical variable related to RA disease exhibited a significant association with

cIMT.

Next, regarding the presence of carotid artery plaques in RA patients, we observed that 43%
had carotid plaques, with a significantly increased prevalence in men compared with women

(Table 2). Furthermore, stepwise logistic regression analysis revealed that the variables signifi-
cantly associated with the presence of atherosclerotic plaques were age, smoking, HAQ, RF+,
and ESR. Table 4 presents the odds ratio (OR) associated with each of these variables. Age,
smoking, ESR, and RF+ were associated with an increased likelihood for the presence of
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Table 2. Association of gender and age with sonographic measurements.

A. Sonographic measures RA Female Male p-value
1-cIMT (mm) 0.645 (0.117) 0.627 (0.15) 0.678 (0.129) 0.005
2-Plaque presence (%, n) 43.5(93) 36.2 (50) 56.6 (43) 0.004
B. cIMT Coefficients R? (%) p-value
B SE 95% CI
Adjusted model 37 0.0001
Gender 0.059 0.017 0.025-0.093 3.8 0.001
Age 0.0048 0.00067 0.0035-0.0061 16 0.0001

(A1). Mean cIMT values in overall RA patients and divided by gender. ANOVA statistics for gender association with cIMT. (A2). Percentage of plaque presence in
overall RA population and divided by gender. Chi-squared statistics for gender association with plaque presence. (B). Adjusted P linear regression estimates of the effect
of age and male gender on cIMT applied to the overall population. The model is adjusted for disease duration, body mass index, ischaemic heart disease, ictus,
peripheral artery disease, creatinine, hypertension, dyslipidaemia, type 2 diabetes mellitus, disease-modifying antirheumatic drugs, biological agents, corticosteroids,
and non-steroidal anti-inflammatory drugs.

SE = standard error.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193690.t002

plaques, whereas HAQ was associated with a reduction in this probability. All these variables
explained 40% of the plaque presence variability.

Discussion

In our study, we evaluated the relationship of cIMT with disease activity in conjunction with
age and gender in a sample of 214 patients with RA. We observed a complex relationship

1.2

== \Women

&= Men

carotid intima-media thickness (mm)

0.21— T r T
20 40 60 80
Age (years)

Fig 1. Correlation between age and carotid intima-media thickness (cIMT) by gender.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193690.9001
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Table 3. Association of DAS28 with cIMT.

DAS28 Men Women
B coefficient 0.0043 0.021
SE 0.015 0.0085
95% CI -0.026-0.035 0.0035-0.037
R (%) 0.1 3
p-value 0.78 0.018

Adjusted B linear regression estimates of the effect of DAS28 on cIMT applied to men and women. The model is
adjusted for disease duration, body mass index, ischaemic heart disease, ictus, peripheral artery disease, creatinine,
hypertension, dyslipidaemia, type 2 diabetes mellitus, disease-modifying antirheumatic drugs, biological agents,
corticosteroids, non-steroidal anti-inflammatory drugs and age. SE = standard error.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193690.t003

among these variables and cIMT. In particular, we observed that males with RA had increased
cIMT values compared with women, but these differences were due to patients in remission.
As the disease activity increased, these differences disappeared, and the cIMT values of women
became similar to those of men. In addition, women with high disease activity exhibited signif-
icantly increased cIMT values compared with women in remission; this result was not
observed in men. Although different studies have evaluated the association between DAS28
and cIMT, the results are inconclusive. Thus, both studies with significant associations [7,23]
and those with no associations between these variables have been described [24]. However, in
contrast to our study, these studies did not evaluate the effect of gender among these associa-
tions, which could explain the discrepancies between studies. In our study, DAS28 was signifi-
cantly associated with cIMT in women, significantly explaining 3% of the cIMT variability.
Our results and others have demonstrated significantly higher DAS28 and HAQ values in
females than in males, which could be justified both by the greater perception of pain and
reduced muscle strength of females and the overestimation of functional capacity in males
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Fig 2. Effects of degrees of disease activity on carotid intima-media thickness (cIMT) by gender.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193690.9002
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Table 4. Estimates of the effect of significant variables on plaque presence.

Significant variables OR 95% CI R* (%)
Age 1.094 1.05 1.14 40
Smoking 3.66 1.68 8.03
RE+ 2.29 1.02 5.14
HAQ 0.34 0.15 0.75
ESR 1.017 1.00 1.03

Adjusted OR estimates were assessed using stepwise logistic regression analysis applied to the overall population. R?
is calculated for all five variables.

HAQ = health assessment questionnaire index, ESR = erythrocyte sedimentation rate, and RF = rheumatoid factor.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193690.t004

[25]. Furthermore, low DAS28 has been suggested as the cause of the lack of differences in
cIMT between RA patients and controls that is observed in some studies [16,18,19].

In addition, we observed a significant interaction between age and gender. We observed a
12% significantly more pronounced correlation of age with cIMT in men compared with
women. To the best of our knowledge, these data are reported for the first time. These results
suggest a more rapid rate of cIMT thickening in men with RA than in women as age increases.
The adjusted model (Table 2B) for our entire population of RA patients significantly explains a
maximum of 37% of the variability of cIMT; thus, there is room for progress in the evaluation
of new markers associated with cIMT in these patients.

In our study, we observed no significant association between the inflammatory variables
(CRP, ESR and fibrinogen) and serological markers (RF+, ACPA+) studied and cIMT. Several
publications have reported significant associations between these variables [8,10,26,27,23,28—
34]. For instance, Ruscitti et al. reported that inflammatory burden together with systemic
arterial hypertension, metabolic syndrome, and lack of clinical response are significantly cor-
related with an increased risk of developing new subclinical atherosclerosis [35,36]. However,
negative results have also been reported, and low levels of inflammation have been suggested
to be due to a timely assessment of inflammation that would not adequately reflect the fluctuat-
ing levels of inflammation characteristic of RA and the interactions of drugs as potential causes
of these results [4,13,37-41].

The association between classical lipid profile values (LDLc, TG, and HDLc) and subclinical
atherosclerosis is not well determined. Although positive associations have been reported [42];
other studies, including our own, have not reported such associations [16,43]. Given the evi-
dence that inflammation is associated with both quantitative and qualitative changes in lipo-
proteins [44-46], static measures of classical lipid values might not be sufficient, and advanced
measures (i.e., sizes and concentrations of lipid subfractions, compositional changes and func-
tionality) are necessary to provide clinically useful information.

The presence of carotid plaques is considered a good predictor of CV risk. In our study,
43% of RA patients had carotid plaques, which is slightly higher than the 33% described in a
meta-analysis of 35 studies [10]. In addition, variables significantly associated with the pres-
ence of atherosclerotic plaques in our RA patients were age, smoking, HAQ, ESR and RF+.
These results do not disagree with different published studies [8,47,48]; however, discordant
results are also presented [24,49]. Surprisingly, unlike previously described values [8,50], the
HAQ values in our RA patients correlated positively with a reduced risk of presenting athero-
sclerotic plaques. This result could be explained by the cross-sectional design of the study, the
lack of radiographic analysis of the damage or the subjective nature of this parameter.
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The observed differences between some of the variables that are associated with cIMT and
the presence of plaques could be explained if we take into account that cIMT and atheroscle-
rotic plaques reflect different stages and pathophysiological processes of atherosclerosis
[51,52]. Thus, cIMT represents the thickening of the muscular layer of the media, whereas pla-
que formation is a result of the thickening of the intima. In addition, plaque formation is con-
sidered a late stage in the atherosclerotic process, progressing from the initial fatty streak to an
advanced atheromatous plaque [53].

cIMT is an independent predictor of cardiovascular events and for this reason it has been
considered as a tool to improve the estimation of cardiovascular risk. However, its application
in the clinical practice is still a matter of debate and is limited by the lack of positive results in
interventional studies and clinical trials aimed to correlate cIMT regression with the improve-
ment in cardiovascular survival.

In conclusion, in our cohort of patients with RA, disease activity measured according to
DAS28 and age are associated with cIMT differentially in men and women. Our results may
help to explain why DAS28 is not always associated with subclinical atherosclerosis. In addi-
tion, gender differences influencing cIMT could be justified by the increased incidence of RA
in women and by factors intrinsic to the female sex that are external to the autoimmune dis-
ease itself (i.e., genetic and hormonal factors) and could help clinicians to manage these
patients.
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: We aimed to study arterial stiffness variables in patients with rheumatoid arthritis (RA), specifically

. considering their associations with path model mediation analysis. We examined arterial stiffness
expressed by the pulse wave velocity (PVW), augmentation index (Alx), distensibility, and clinical
and biochemical characteristics in a cohort of 214 RA patients. Variable associations were analysed
using multivariate linear regression analysis. We also used path model mediation analysis for PWV

: variable. Our results indicate that age, systolic blood pressure (SBP), and body mass index (BMI) were
significantly associated with PWYV, and collectively accounted for 32% of PWV variability. The parallel
mediation analysis showed that SBP and BMI accounted for 21% and 7% (a total of 28%) of the total

: effect of age on PWV, respectively, indicating a partial mediation effect. The associated variables

© with Alx were age and tender joint count, while those with distensibility were BMI and sex, overall

. accounting for 16.5% and 4.7% of the variation in Alx and distensibility, respectively. We observed
no associations of arterial stiffness with inflammatory variables, disease activity and duration, or

. cholesterol levels. In conclusion, in our population of RA patients, age is the most important variable

. that determines the increase in PWV. We have also shown that a significant proportion of the negative

: effects of age on PWV occurs through increases in SBP and BMI. In our study, lipid and inflammation

: variables were not associated with an increase in arterial stiffness.

: The increase in cardiovascular risk (CV) is currently one of the most important causes of comorbidities in patients
. with rheumatoid arthritis (RA)"2 The chronic inflammation that acts as an independent risk factor for CV? seems
to increase the morbidity and CV mortality of these patients*°.
: Increased arterial stiffness is one of the earliest stages of atherosclerosis® and the measurement of pulse wave
: velocity (PWV) is widely accepted as a precise and non-invasive method to assess arterial stiffness in humans’.
: While the PWV directly measures the arterial elasticity of the great vessels®, the augmentation index (Alx) is a
* more complex parameter that depends on both vascular elasticity and peripheral resistance.
An additional parameter used to measure arterial stiffness is carotid distensibility, which measures the ability
of the artery to expand and contract during cardiac pulsation and relaxation’. These indices are frequently used
as surrogate CVD endpoints in clinical studies since they provide non invasive measures that reflect early effects
of several stimuli on the arterial wall'°.
: In recent years, there has been a growing interest in the relationship between PWV, Alx, and RA due to reports
: thatan increase in these markers of arterial stiffness suggests endothelial dysfunction. Some case-control studies

reported increased arterial stiffness in RA patients'!~>. In these studies, associations with variables that are char-
: acteristic of the disease such as disease duration'*"?, inflammatory variables'®"%, and disease activity'®*’-* have
. been demonstrated, although arterial stiffness has also been correlated with age'*?*?* and SBP?*-%, There are few
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published studies that have evaluated distensibility as a marker of arterial stiffness in RA?, and the results of these
studies are similar to those obtained for PWV and AlIx. However, these findings were in contrast to those of other
publications, which demonstrates the need for additional studies and meta-analyses to provide information about
these associations'»'7?’, Furthermore, others and we have evaluated subclinical atherosclerosis in RA2-% but the
relationship of arterial stiffness parameters in individuals with subclinical atherosclerosis has shown differing
results®?2,

The aim of this study was to describe the association between arterial stiffness as measured by PWV, Alx, and
carotid distensibility by specifically considering the relationship between the characteristics of the disease and
lipid profiles within a population of RA patients, as well as mediating variables that might affect that relationship.
Additionally, we sought to determine if there was a relationship between arterial stiffness, cIMT, and carotid
plaque presence in RA patients.

Materials and Methods
The AR population of the present study has been described in a previous paper. Briefly, the 1987 American
College of Rheumatology criteria for RA diagnosis were used to select patients who attended the University
Hospital Sant Joan de Reus via external consultation. 214 patients between 20 and 80 years of age were included
in the study. The clinical research Ethics Committee of the University Hospital Sant Joan approved the study and
we executed the investigation in accordance with our Institution’s guidelines and the Helsinki Declaration.

We informed patients about the research nature of the study and they provided written informed consent
prior to participation. Patients were included from September 2011 to November 2014 and on the same day of the
visit, fasted blood extraction and carotid ultrasound were carried out.

Laboratory measurements. Fasting venous blood samples were obtained in EDTA tubes from 214
patients. Analytical variables including hemogram, general biochemistry, glycated haemoglobin, thyrotropin,
albumin, and lipid profile [triglycerides (TG), total cholesterol (TC), low-density lipoprotein cholesterol (LDLc),
high-density lipoprotein cholesterol (HDLc), and very-low-density cholesterol (VLDLc)] were determined by
enzymatic methods. Measurement of apolipoproteins A1 and B were carried out by immunonephelometry and
lipoprotein (a) by an enzyme-linked immunosorbent assay. Standard laboratory methods were used to quan-
tify rheumatoid factor (RF), citrullinated anti-cyclic peptide antibodies (ACPA), antinuclear antibodies, and
inflammatory markers [erythrocyte sedimentation rate (ESR), C-reactive protein (CRP), and fibrinogen]. RF
positive (RF+) was defined by values of RF >20 and positive ACPA (ACPA+) was defined by ACPA values >1.
Dyslipemia was defined as having HDLc <50 mg/dL for women or <40 mg/dL for men, or TG >150mg/dL, or
LDLc >100 mg/dL or in treatment with statins or other hypocholesterolemic drugs.

Clinical evaluation. We obtained information about the classical CV risk factors (smoking, hypertension,
diabetes, and hypercholesterolemia), the use of hypolipidaemic, hypoglycaemic, or antiplatelet drugs, and history
of CV events. Additionally, we performed measurements of body weight, height, body mass index (BMI), waist
circumference (WC), systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), and joint physical exami-
nations of RA. The disease activity score (DAS28) calculated according to the ESR was obtained as a measure of
disease activity. Determination of swollen and tender joint counts were also obtained (TJC, SJC respectively). The
0-10 visual analogue scale and the health assessment questionnaire (HAQ) index were used as a measure of pain
and disability, respectively.

Ultrasound evaluation of arterial stiffness and intima-media thickness. Arterial stiffness
expressed by the pulse wave velocity, carotid distensibility and augmentation index was measured directly at both
common carotid arteries using the ultrasound linear probe (5-12 MHz) as a tonometer and analysed in vivo by
the Quality Arterial Stiffness (QAS©) radiofrequency software (Esaote SpA, Genova, Italy). Radiofrequency (RF)
Signal-based Vascular Ultrasound from Esaote employs RF signal-based technology and includes QAS measure-
ment. The RF signal is a reflected ultrasound signal that is captured by the transducer and converted in an electric
signal preserving all the characteristics of the acoustic wave in terms of amplitude and phase. Local arterial stiff-
ness is estimated as systo-diastolic changes in arterial diameter/area over systo-diastolic changes in distending
pressure (pulse pressure). Maximum and minimum carotid diameters were acquired using the attained distension
curves, and vascular stiffness parameters were calculated after calibration for blood pressure®***. Carotid dis-
tensibility was the change in diameter of the carotid artery secondary to intravascular volume expansion caused
by the left ventricle systole. The pulse wave velocity was obtained from brachial blood pressure and the accurate
measurements of diameter and change in diameter of carotid arteries. Augmentation index was measured by the
pulse wave analyses and local pressure. Final values were the median measurements of the right and left carotid
arteries®>.

Carotid intima-media thickness (cIMT) was measured with a My Lab 50X-Vision sonographer (Esaote SpA,
Genova, Italy) with a linear array ultrasound probe small parts broadband transducer (5-12 MHz). The far wall
of the common carotid artery (1 cm proximal to the bifurcation), the bifurcation, and the internal carotid artery
of the left and right carotid arteries were identified. We measured cIMT in vivo at the predefined points using the
QIMT®© radiofrequency image processing software (Esaote SpA, Genova, Italy). We defined pathological cIMT
as the 75th percentile of cIMT values in the general population banded with respect to age and sex, and plaque as
a focal structure encroaching into the arterial lumen by at least 0.5 mm or 50% of the surrounding IMT value, or a
thickness >1.5mm. A single operator obtained and measured the images in order to reduce variability

Statistical Analysis. Statistical software SPSS, version 23 was use to analysed all data. Continuous variables
are presented as the mean (standard deviation), and categorical variables are presented as the percentage (num-
ber of individuals). Bivariate correlations were estimated using the Pearson correlation coefficient “r”. Multiple
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Figure 1. Path model diagram with the results of parallel mediation analysis. Path model showing the effect of
age on the PWV as mediated simultaneously by SBP and BML. Total 3 effect (path c) represents the effect of age
on PWV with no mediators in the model. Direct 3 effect (path ¢’) represents the effect of age on PWV when SBP
and BMI mediators are included in the model. Indirect effects (path a,b, or path a,b,) represent the effect of age
on PWV through SBP or BMI respectively. The figure shows unstandardized (3 regression coefficients (*p < 0.05,
#p < 0,001, ##p < 0.0001).

linear regression with univariate and multivariate models were used to estimate PWV, Alx, and distensibility
variables. We initially selected clinically relevant variables and known confounders for inclusion in the multi-
variable regression analysis, and the iterative process of variable selection was performed using stepwise logistic
regression analysis. Data for AlIx was only available for 128 RA patients. The effect of disease activity degree was
assessed by interaction analyses. Interaction terms of the four levels of DAS28 (remission, low, moderate, and
high disease activity) with the variables to be tested were added in the linear regression models. The interaction
terms were considered significant when significantly improved the variability of the dependent variable explained
by the model. Mediation analysis was used to further understand the association between age and PWV through
the use of the Hayes macro-application “PROCESS” for SPSS¥. Specifically, we used a parallel mediation model
(model number 4 in Hayes macro) to examine total, direct, and indirect effects of age on PWV (Fig. 1). The path
coefficients are the beta (3) coefficients of the multivariable regression models and represent the magnitude and
direction of associations between variables included in the model. The total 3 effect (path c) represents the effect
of age on PWV when no other mediators are included in the model, while the direct 3 effect (path ¢’) represents
the effect of age on PWV when mediators are included. Finally, indirect effects (path a,b, and path a,b,) represent
the effect of age on PWV through SBP or BMI, respectively. If the indirect effects path is statistically significant, it
can be concluded that mediation has occurred. The significance of indirect effects are tested by bootstrapped 95%
confidence intervals (CI). Process macro produces bootstrap estimates and bias-corrected 95% confidence inter-
vals (ClIs) for the indirect effect, and a 95% CI that does not cross zero indicates a statistically significant indirect.
The effect size for mediation analysis was measured with percent mediation (Py,) interpreted as the percent of the
total effect (path c) accounted for by the indirect effects (path a;b; or path a,b,). For the other tests, a p-value of
<0.05 was considered statistically significant.

Ethical approval and informed consent. The study was approved by the clinical research Ethics
Comnmittee of the University Hospital Sant Joan and it was carried out in accordance with our Institution’s guide-
lines and the Helsinki Declaration. Patients were informed of the research nature of the study and provided writ-
ten informed consent prior to participation

Results

We included 214 patients with RA in the study. Table 1 shows the general characteristics of the cohort included.
Mean (SD) age and disease duration were 58 (12) and 9.4 (9.1), respectively. Female patients represented 64.5%
of the cohort; 60% of patients were hypertensive, 11.7% were diabetic, 41% were dyslipidaemic, and 26% were
smokers. The percentage of patients in remission or with low, moderate or high disease activity were 27, 19, 44,
and 10, respectively.

Disease-modifying antirheumatic drugs were administered to 75% of the patients which included 20% of
patients receiving biological drugs, 57% receiving non-steroidal anti-inflammatory drugs, and/or 51% receiving
corticosteroids.

Crude analysis of the ultrasonographic variables showed that ESR, BMI, age, and DBP were significantly cor-
related with PWV and distensibility, while SBP was only correlated with PWV. Moreover, PWV was significantly
correlated with disease duration, CRP, LDLc, TG, glucose, and HbA1lc (Table 2). Finally, Alx was significantly
correlated with disease duration, HDLc, age, and SBP (Table 2). Nevertheless, many of these bivariate correlations
no longer remained significant after adjustment for confounder variables in multivariate models (shown below).
Thus, stepwise multivariable linear regression analysis showed that the variables significantly associated with
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Characteristics of the groups
Sex-female (%, n) 64.5 (138)
Age (years) 58(12)
Body mass index (kg/m?) 27.8(5.9)
Waist circumference (cm) 93 (15)
Systolic blood pressure (mmHg) 137 (21)
Diastolic blood pressure (mmHg) 81(12)
LDL cholesterol (mg/dL) 119 (31)
HDL cholesterol (mg/dL) 66 (19)
Triglycerides (mg/dL) 105 (55)
Glucose (mg/dL) 95 (23)
Current smoker (%, n) 26.2 (56)
Hypertension (%, n) 60.3 (129)
Diabetes mellitus (%, n) 11.7 (25)
Dyslipidemia (%, n) 41.1(88)
Disease features
Disease duration (years) 9.4(9.1)
DAS28 35(1.3)
Disease Remission (%,n) 27.1(58)
Low disease activity (%, n) 18.7 (41)
Moderate disease activity (%, n) 44.4(95)
High disease activity (%, n) 9.8(21)
HAQ 0.45 (0.52)
Rheumatoid factor + (%, n) 72.4(155)
ACPA + (%, n) 81.3(174)
ESR (mm/h) 37(26)
CRP (mg/dL) 0.72(0.83)
Fibrinogen (mg/dL) 443 (97)
Treatments (%, n)
DMARDs 75.2(161)
Biological agent 20.1(43)
NSAIDs 57(122)
Corticosteroids 50.9 (109)

Table 1. General characteristics of RA patients. HAQ; health assessment questionnaire index, ACPA;
citrullinated anti-cyclic peptide antibodies, ESR; erythrocyte sedimentation rate, CRP; C-reactive protein,
DAS28; disease activity score, DMARDs; disease-modifying antirheumatic drugs, NSAIDs; non-steroidal anti-
inflammatory drugs.

PWYV were age (3=0.069; p=0.0001), SBP (3 =0.022; p=0.0003), and BMI (8 =0.078; p = 0.0002), collectively
explaining 32% of PWV variability (R*=0.32; p < 0.0001). No other variable was associated with PWV. Then
we tested the heterogeneity in disease activity degree of our population by interaction analyses between DAS28
and age, SBP, and BMI. When we added the different interaction terms in the model, we observed no significant
effects of those terms on the variability of PWV explained by the model (Supplemental Table 1).

To further explore the relationships between age, SBP, and BMI with PWV, we performed a parallel mediation
analysis (Fig. 1; Table 3). The model showed that the total effect of age (c pathway) on the dependent variable
(PWV) was mediated by SBP (a,b, indirect pathway) and by BMI (a,b, indirect pathway). Thus, age was pos-
itively associated with SBP (path a,) and with BMI (path a,). Additionally, SBP was also positively associated
with PWYV (path b,), while BMI was positively associated with PWV (path b,). Bootstrapping analysis revealed a
significant indirect effect of age on PWV through SBP (a,b, = 0.0203 (95% CI; 0.0082, 0.0338)) and through BMI
(a,b,=0.0065 (95% CI; 0.0006, 0.0149)) as the 95% CI did not cross zero. The total indirect effect ((a,b;) + (a,b,))
was 0.0268, (95% CI; 0.0125, 0.0425) with a stronger contribution from SBP than from BMI. Combined, both
mediators accounted for approximately 28% of the total effect of age (Py; = 0.279), with SBP accounting for 21% of
the total effect (Py; =0.212) and BMI accounting for 6.7% of the total effect (Py;=0.067). The model also showed
a significant direct effect (path ¢’) of age on PWV indicating that the cumulative mediating effect of SBP and BMI
was only partial (partial mediation), as the total effect of age on PWV was reduced (3 coefficient changed from
0.096 to 0.069) but remained significant.

Stepwise multivariable linear regression analysis showed that BMI (3= —3.31; p=0.022) and sex (3 for
men = 36.27; p = 0.024) were significantly associated with distensibility, accounting for 5.6% of overall distensi-
bility variability (R*=0.056; p < 0.003). Furthermore, stepwise multivariable linear regression analysis showed
that age (3=0.14; p=0.0001) and TJC (8 = —0.33; p=0.045) were significantly associated with AIx, accounting
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Disease duration (years) 0.118 0.001 0.048 —0.01 0.001 0.447 0.146 0.073 0.050
DAS28 0.010 0.001 0.442 —0.036 0.001 0.305 —0.008 —0.028 0.463
HAQ 0.031 0.006 0.33 —0.087 0.006 0.108 —0.029 —0.254 0.374
ESR (mm/h) 0.212 0.001 0.001 —0.139 0.001 0.024 0.049 0.009 0.293
CRP (mg/dL) 0.118 0.016 0.047 —0.065 0.016 0.177 —0.142 —0.843 0.056
Fibrinogen (mg/dL) 0.071 0.0008 0.159 —0.015 0.0001 0.415 0.005 0.0001 0.477
HDLc (mg/dL) 0.006 0.0001 0.465 0.018 0.0001 0.401 0.240 0.059 0.003
LDLc (mg/dL) 0.156 0.001 0.013 —0.043 0.001 0.272 0.079 0.012 0.188
Triglycerides (mg/dL) 0.132 0.0001 0.031 —0.009 0.0001 0.448 —0.008 —0.001 0.463
Age 0.514 0.005 0.0001 —0.140 0.005 0.023 0.371 0.152 0.0001
BMI (kg/m2) 0.298 0.006 0.0001 —0.181 0.006 0.005 0.059 0.055 0.254
SBP (mmHg) 0.447 0.002 0.0001 —0.038 0.002 0.295 0.185 0.040 0.019
DBP (mmHg) 0.192 0.002 0.003 —0.140 0.002 0.023 0.059 0.021 0.255
Glucose (mg/dL) 0.199 0.001 0.002 —0.060 0.001 0.199 —0.001 0.0001 0.494
HbAIlc (%) 0.177 0.024 0.006 0.001 0.024 0.492 0.013 0.065 0.443

Table 2. Correlations of arterial stiffness variables with clinical and analytical variables. r; spearman coefficient;
p; p value; B; univariate linear regression estimates. DAS28; disease activity score, HAQ; health assessment
questionnaire index, ESR; erythrocyte sedimentation rate, CRP; C-reactive protein, HDLc; High-density
lipoprotein cholesterol, LDLc; Low-density lipoprotein cholesterol, BMI; Body mass index, SBP; systolic blood
pressure. Data for AIx was only available for 128 AR patients.

Age

Total effect (path c) 0.096 0.0123 0.0001

Direct effect (path ¢’) 0.069 0.013 0.0001

Age to SBP (path a;) 0.775 0.11 0.0001

Age to BMI (path a,) 0076 |0.032 | 00182

Total indirect effect 0.0268 0.0125 | 0.0425
SBP

Direct effect (path b,) ‘ 0.025 ‘ 0.0075 ‘ 0.001

Indirect effect (path a;b,) ‘ 0.0203 ‘ ‘ ‘ 0.0082 ‘ 0.0338
BMI

Direct effect (path b,) ‘ 0.085 ‘ 0.026 ‘ 0.001 ‘

Indirect effect (path a,b,) ‘ 0.0065 ‘ ‘ ‘ 0.0006 ‘ 0.0149

Table 3. Parallel mediator model summary. Data are obtained from PROCESS macro-application (37). Total

B effect (path c) represents the effect of age on PWV with no mediators in the model. Direct § effect (path ¢’)
represents the effect of age on PWV when SBP and BMI mediators are included in the model. Indirect effects
(path a;b, or path a,b,) represent the effect of age on PWV through SBP or BMI respectively. SBP: systolic blood
pressure; BMI: body mass index; SE: standard error; f: linear regression estimates.

for 16.5% of overall Alx variability (R?=0.165; p < 0.0001). No interaction effect of DAS28 on distensibility nei-
ther Alx was observed (Supplemental Table 1). We then checked for the association between PWYV, distensibility,
and Alx with cIMT and carotid plaque presence. We showed through multivariable regression analysis that there
was no association of these variables with either cIMT or plaque presence (Supplemental Table 2).

Discussion
In this study, we evaluated PWV, Alx, and carotid distensibility as markers for arterial stiffness in a cohort of 214
patients with RA. Our results identified variables that were significantly associated with each marker: age, SBP,
and BMI accounted for 32% of the overall variability in PWV; age and TJC accounted for 16.5% of the overall
variability in Alx; and BMI and sex accounted for 5.6% of the overall variability in distensibility. In addition,
interaction analyses shown that these associations did not change as a function of DAS28.

The clinical relevance of an increase in PWV and Alx can be understood more clearly when one considers that
the risk of a major CV event increases by approximately 14% for every 1m/s increase in PWV. Similarly, the risk
of amajor CV event increases by 31.8% for every 10% increase in AIx*.
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Furthermore, through a mediation analysis, we decomposed the total effect of age on PWV into a direct effect
of age and into an indirect effect through other variables previously associated with PWV. We showed that 28%
of the total age effect on PWV is driven by SBP (21%) and BMI (7%), while the remaining 72% of the total effect
can be attributed exclusively to age. The cumulative mediating effect of these variables is only partial, as the total
effect of age on PWYV is reduced but remained significant. It is plausible that the negative effect of age on PWV is
mediated by increased SBP and BMI as these variables have been shown to independently affect PWV.

As seen in this study, age, SBP, and BMI have been previously identified as independent predictors of arterial
stiffness in RA patients®-*>**%°, However, the effect of age on PWV, mediated by SBP and BMI, has not been pre-
viously described. On the other hand, distensibility is not as well-studied as a marker of arterial stiffness in RA
patients®*, and the association between BMI and sex observed in our study has not been previously published.

Treatment with NSAIDs or corticoids to which our patients are subjected, may affect the associations found
in our study. In fact, it has been previously described that NSAIDs and corticosteroids are associated with arterial
stiffness**~*2. In any case, in our study, when “NSAIDs treatment” or “corticoids treatment” variables were intro-
duced into the models, there was no significant association with PWV;, Alx, or distensibility. Even so, the fact that
corticosteroids promote endothelial dysfunction and increase the production of reactive oxygen species*? does
not rule out corticosteroids as possible negative effectors of arterial stiffness. Studies designed with this objective
would be necessary to better evaluate the effect of these treatments on arterial stiffness.

Additionally, we observed no significant association between inflammatory variables (CRP, ESR, and fibrino-
gen), disease activity or disease duration and arterial stiffness (PWV Alx, and distensibility). This is in agreement
with previous studies'*?**43-4> but in contrast with others!'"#1¢17:20-22 These discrepancies might be attributed
to the different levels of inflammatory biomarkers profiled and to the relatively short mean disease duration of
nine years within our cohort.

High cholesterol levels have been associated with reduced arterial elasticity*>*’, but in our study as in others'®,
no association was found with lipid profiles. Therefore, static measurements of classical lipid values might not
be sufficient to generate clinically useful information until more advanced measures are utilized (i.e., sizes and
concentrations of lipid subfractions, compositional changes, and functionality).

In a previous study with this population®, we showed that age was associated with cIMT and plaque presence.
In the same way, age has been the variable more associated with arterial stiffness in the present study showing
the importance of this variable in the development of atherosclerotic process. On the other hand, in our previous
study, we also observed an age-gender interaction effect on cIMT, which has not been observed in the present
study on arterial stiffness. Furthermore, in the previous report, DAS28 was associated with an increase in cIMT
in women but in the present study, we did not find any association of arterial stiffness with RA disease severity.
These differences show that although cIMT and PWV are markers of early arterial wall alteration, the remodeling
process of the arterial wall is still incompletely understood in RA patients. Furthermore, PWV and Alx have been
independently associated with cIMT and plaque presence in RA patients®!, an observation that has not been
detected in the present study. Moreover, other studies failed to find this association, and the question of whether
arterial stiffness augments cardiovascular risk by increasing atherosclerosis remains unclear®.

Our study has some limitations: its cross-sectional nature do not allow us to draw any conclusion about the
causal relation between PWYV, distensibility, and AIx and atherosclerosis. Furthermore, the selection of our RA
patients are regional focus, so the results might be too population-specific and difficult to generalize across other
populations. Thus, larger series with measures of atherosclerosis and with follow-up would be needed to confirm
a clinical relevance of an increase in PWV and Alx regarding CV risk in our RA patients.

In conclusion, the results of this study demonstrate that in patients with RA, age is the most important variable
for determining the increase in PWV. We also found that a significant proportion of the negative effect of age on
PWYV occurs through an increase in SBP and BMI. Finally, we found no association between lipid or inflamma-
tion variables with an increase in arterial stiffness.

Data Availability

The datasets generated during the analysis of the current study are available from the corresponding author on request.
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OBJETIVO 2. Descubrir un perfil plasmatico de microRNAs comiin en pacientes
con AR sin ECV preclinica y en pacientes con cardiopatia isquémica sin ARy
diferente al de controles sanos que identifique a los pacientes con AR en riesgo de

desarrollar ECV.
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RHEUMATOID ARTHRITIS AND ACUTE MYOCARDIAL INFARCTION: AN
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MicroRNA differential expression
shared between rheumatoid
arthritis and acute myocardial
infarction: an exploratory study

Sirs,

Accumulating evidence indicates that a
major cause of death among rheumatoid
arthritis (RA) patients is cardiovascular dis-
ease (CVD). In fact, the risk of CVD is 1.5
times higher in RA compared with the gen-
eral population (1). MicroRNAs (miRs) are
small, non-coding RNA molecules of 21-24
base pairs that can control the expression of
multiple gene posttranscriptional level. Ab-
normal expression of miRs in patients with
RA are well documented. Some miRs have
been associated with clinical variables of
RA (tender joint and disease activity score-

erythrocyte sedimentation rate) (DAS28-
ESR) and with a higher risk and progression
to RA (2, 3). Furthermore, reports indicate
that some specific miRs might be helpful
in the early detection of acute myocardial
infarction (AMI) and differential expres-
sion of miRs has been identified in patients
with coronary artery disease and athero-
sclerosis (4, 5). However, the association of
those miRs with cardiovascular disease in
patients with RA remains unclear. The aim
of the study was to identify plasma miRs in
RA patients that can facilitate earlier diag-
nosis of CVD and provide insight regarding
the increase risk for CVD in these patients.
We compared the plasmatic profiles of miRs
(miRNome) in RA patients without CVD,
in patients with early AMI but without RA,
and in healthy controls, with the objective
to find miRs commonly expressed in the

two groups of patients but at different levels
from the controls. RA patients were select-
ed according to the criteria established by
the American College of Rheumatology of
1987 and early AMI was defined as having
an acute myocardial infraction before the
age of 55. We recruited male subjects who
were matched for age and for classical car-
diovascular risk factors.

In accordance with our Institution’s guide-
lines and the Helsinki Declaration, the sub-
jects were informed of the research nature
of the study and gave written consent prior
to participation. The study was approved
by the clinical research Ethics Committee
of the University Hospital Sant Joan.
miRNome was analysed by real time PCR
using validated TagMan® OpenArray® Mi-
croRNA panels which enables the quantifi-
cation of 754 human miRNAs. Quantitative
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changes in expression levels between groups
(differential expression) were analysed with
Expression Suite software. Selected miRs
were further analysed with 2™ method.
Kruskal-Wallis test and Dunns post-test
were used for the statistical analyses. Ca-
rotid intima-media thickness (cIMT) was
also measured using a My Lab 50 X-Vision
sonograph (Esaote SpA, Barcelona, Spain)
with a linear array ultrasound probe small
parts broadband transducer (5-12MHz). Sta-
tistical analyses were performed using SPSS
software, v. 23. Continuous variables are
presented as the mean (standard deviation).

The expression levels of 754 miRs were
studied in 7 RA patients, 7 AMI patients and
7 healthy controls. The mean age of the pop-
ulation studied was 46.01(1.63), the body
mass index was 26(2.7) and none of them
were smokers, nor suffering from diabetes,
hypertension or dyslipidaemia. In RA pa-
tients 71% and 57% were positive for anti-
citrullinated peptide antibodies (ACPA) and
rheumatoid factor antibodies (RF), respec-
tively. The mean disease duration was 8.4
(8.0) years. We did not find any differences
in cIMT between RA patients and controls.
As for miRNome analysis, we detected 50%
(379) of the miRs represented in the array in
plasma of the three groups of patients. Cir-
culating miRNome in RA and AMI patients
were different from the controls. Plasma
miRs that were expressed at the same level
in RA and AMI patients but expressed sig-
nificantly different compared with controls
were: miRLet-7a, miR96, miR381, miR451,
miR518d, miR425-5p, miR572, miR190b,
miR708 and miR1180 (Fig. 1). Interesting-
ly, all 10 miRs were down-regulated com-
pared with controls. Moreover, 9 miRs were
differentially expressed in AMI patients
and 16 miRs in RA patients compared with
controls. We observed carotid plaques in
three of RA patients but we did not observe

Clinical and Experimental Rheumatology 2019

plaques in any of the controls. Interest-
ingly, compared with RA patients without
plaque, the RA patients with plaque have
23.6%, 34.8%,25.7%, 4.7% and 0.6% less
expression of miRlet-7a, miR96, miR381,
miR451, miR425-5p, respectively. In RA
patients, two of these miRs were significant-
ly associated with inflammatory parameters.
Specifically, the miR425-5p with C-reac-
tive protein and miR381 with fibrinogen
(p<0.046 and p<0.042, respectively). Fur-
thermore, the figure also shows that miR24,
miR146a, miR191, and miR223, which had
been previously associated with CVD (6, 7)
were upregulated in AMI patients but not in
RA and controls, suggesting an association
with elevated risk of CVD independently of
inflammation.

Overall, we have identified 10 miRs sharing
a similar expression pattern in RA patients
and in individuals with early AMI, suggest-
ing that these miRs could be epigenetic bio-
markers of increased CVD in RA patients.
A bigger clinical study is necessary to vali-
date the role of these miRs.
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OBJETIVO 3. Validar en una cohorte de pacientes con artritis reumatoide los

microRNA plasmaticos identificados.

3.4 PLASMA CIRCULATING MIR-425-5P AND MIR-451A AS BIOMARKERS OF
CARDIOVASCULAR DISEASE IN RHEUMATOID ARTHRITIS PATIENTS:
ASSOCIATION WITH SUBCLINICAL ATHEROSCLEROSIS, ARTERIAL
STIFFNESS AND INFLAMMATORY PARAMETERS.
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ABSTRACT:

Objective: To validate in patients with rheumatoid arthritis (RA) six plasmatic
microRNAs (miRs) previously identified in a discovery study that can facilitate earlier
diagnosis of cardiovascular disease (CVD) and provide insight regarding the increased
risk for CVD observed in RA patients. Methods: miRs were quantified in independent
samples from 214 RA patients, and their levels of expression in plasma were associated
with subclinical atherosclerosis ((carotid intima-media thickness (cIMT)) and arterial
stiffness ((pulse wave velocity (PWV) and distensibility)). Results: Adjusted multivariate
analyses showed that expression levels of miR-425-5p in men and miR-451 in women
were independent predictors of cIMT. Specifically, decreased expression of miR-425-5p
was significantly associated with increased cIMT in men (=0.072; p=0.017), whereas
decreased expression of miR-451 was significantly associated with decreased cIMT in
women (B=-0.05; p=0.013). Additionally, decreased expression of miR-451 was
significantly associated with decreased PWV (B=-0.72; p=0.035) in the overall RA
population. Distensibility showed no significant association. Among the variables
significantly correlated with the expression levels of miR-425-5p and miR-451, ESR (r = -
0.136, p = 0.048) was negatively correlated with miR-425-5p, and DAS28 (r=0.19; p =
0.006), ESR (r=0.23 p =0.001), PCR (r =0.15, p = 0.033) and fibrinogen (r=0.28, p =
0.0001) were positively correlated with miR-451. Conclusion: Together, these findings
provide the first evidence of a possible role of miR-425-5p and miR-451 as useful

epigenetic biomarkers to assess CV disease in patients with RA.

KEYWORDS: rheumatoid arthritis, cardiovascular risk, microRNAs, carotid intima-

media thickness, pulse wave velocity
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INTRODUCTION

Patients with rheumatoid arthritis (RA) present an increased risk of cardiovascular (CV)
disease, estimated to be approximately 50% greater when compared to the general
population. This risk is in part due to the inflammatory activity of RA, which plays an
important role in the development of atherosclerosis (1,2). CV disease represents the
major cause of morbi-mortality in RA patients, and acute myocardial infarction (AMI) is
the most prevalent in those patients (2). In RA patients, subclinical atherosclerosis
(determined by ultrasound carotid intima-media thickness (cIMT) and the presence of
carotid plagues) as well as arterial stiffness (measured by pulse wave velocity (PWV) and
distensibility) have been accepted as surrogate markers of CV disease with good
prediction of CV events (3,4).

MicroRNAs (miRs) are a family of small, non-coding RNA molecules of approximately 21-
25 nucleotides that regulate gene expression at the post-transcriptional level (5). miRs
possess excellent stability in plasma, and circulating miRs have great potential as
disease biomarkers. They have been implicated in many biological processes, including
autoimmune diseases, as they are able to modulate adaptative responses and the
differentiation of B and T cells (6).

Furthermore, abnormal expression of circulating miRs in patients with RA is well
documented. Some miRs have been associated with a higher risk and progression to RA
(7) as well as with clinical variables of RA [tender joint and disease activity score-
erythrocyte sedimentation rate (DAS28-ESR)] (8,9). In addition, miRs are recognized as
critical regulators in atherosclerosis (10), some specific miRs are useful for the early
detection of AMI, and differential expression of miRs has been identified in patients

with coronary artery disease and atherosclerosis (11-14). However, the association of
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miRs with cardiovascular disease in patients with RA remains unclear (15). In a discovery
study carried out in male subjects, we found a panel of 10 plasma miRs that were
downregulated in RA patients and in individuals with early AMI compared with controls,
suggesting that these miRs are epigenetic biomarkers of increased CV disease in RA
patients (16).

The objective of the present study was to validate whether those miRs are associated
with surrogate markers of CV disease and so can facilitate an early diagnosis of CV

disease in RA patients.

PATIENTS AND METHODS

PATIENTS: The RA population of the present study has been described in a previous
paper (17). Briefly, the 1987 American College of Rheumatology criteria for RA diagnosis
were used to select patients who attended the University Hospital Sant Joan de Reus via
external consultation. 214 patients between 20 and 80 years of age were included in
the study and on the same day of the medical visit, we performed blood collection and
carotid ultrasound. Clinical evaluation of the patients has been previously described
((17) and supplementary material). As a measure of disease activity, the disease activity
score (DAS28) was calculated according to the ESR. Determination of swollen and

tender joint counts were also obtained (TJC, SIC respectively). Pain was measured using
the 0-10 visual analogue scale, and patients reported any disability with the health
assessment questionnaire (HAQ) index. The DAS28 variable was categorized as
remission (DAS28<2.6), low activity (2.6<DAS28<3.2), moderate activity (3.2<DAS28<5)
and high activity (DAS28>5.1). The study was approved by the Clinical Research Ethics

Committee of our hospital (11-04-28/4proj5), and informed consent was obtained from
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each patient. We executed the investigation in accordance with our Institution’s
guidelines and the Helsinki Declaration. Patients and public were not involved in the
development of the study.

LABORATORY MEASUREMENTS: Blood samples were collected from 214 patients,
who had fasted for at least 12 hours. Plasma was obtained by whole blood
centrifugation at 3.000 rpm for 10 minutes and plasma samples were stored at -80°C
for analysis. Analytical determinations were performed by enzymatic and conventional
methods (Supplementary material). RF positive (RF+) was defined for RF values > 20 and
positive ACPA (ACPA+) for ACPA values > 1. Dyslipemia was defined as having HDLc <
50mg/dL for women or < 40 mg/dL for men, or TG > 150 mg/dL, or LDLc > 100 mg/dL or
in treatment with statins or other hypocholesterolemic drugs.

ULTRASOUND EVALUATION OF INTIMA-MEDIA THICKNESS AND ARTERIAL
STIFFNESS

To measured carotid intima media thickness (cIMT), we used a My Lab 50 X-Vision
sonographer (Esaote SpA, Genova, Italy). In vivo measurements of cIMT were
performed at the predefined points using the QIMTO radiofrequency image processing
software (Esaote SpA, Genova, Italy). We defined plaque as a focal structure
encroaching into the arterial lumen by at least 0.5 mm or 50% of the surrounding IMT
value, or a thickness >1.5 mm.

Arterial stiffness expressed by the PWV and carotid distensibility was measured directly
at both common carotid arteries using the ultrasound linear probe (5-12 MHz) as a
tonometer. It was analysed in vivo by the Quality Arterial Stiffness (QAS©)
radiofrequency software (Esaote SpA, Genova, ltaly). Carotid distensibility was the

change in diameter of the carotid artery secondary to intravascular volume expansion
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caused by the left ventricle systole. Detailed evaluation is described as supplementary
material.

PLASMA microRNA EXPRESSION

In a previous discovery study (16), we found 10 miRs that were downregulated in RA
patients and were candidates for the present study. Of these 10 miRs, six (miR Let-7a,
miR-96, miR-381, miR-425-5p, miR-451, and miR-572) were included for validation in
the present study and four miRs were discarded due to very low-level expression.
Selected miRs were validated in independent plasma samples from 214 RA patients
(validation cohort).

Before RNA extraction, an aliquote of 200 microliters was used for hemolysis
evaluation. Hemolysis was discarded after spectrophotometer analysis at A=414nm,
corresponding to oxy-hemoglobin contamination.

The extraction of RNA containing the fraction of small RNAs was carried out from 200
microliters of frozen plasma by means of the commercial miRCURY RNA Isolation Kit
(Exigon) and following the manufacturer's instructions. Before the extraction, 1 pL of a
mixture of synthetic RNAs (UniSp2, UniSp4, and UniSp5) (Exigon) were spike in the
plasma in order to control for the efficiency of the RNA extraction. In addition, 1.25 uL
of MS2 RNA carrier (Roche) was added to improve RNA extraction.

Reverse transcription (RT) was carried out using miRCURY LNA Universal RT microRNA
PCR, Universal cDNA synthesis kit Il (Exigon, Denmark), and following the
manufacturer’s instructions. The efficiency of the RT reactions were controlled by
adding 0.5 uL of cel-miR-39-3p and UniSp6 (Exigon).

Selected miRNAs candidates were validated by gPCR using commercial miRCURY LNA

Universal RT microRNA PCR, ExiLENT SYBR Green master mix Kit (Exiqon, Denmark),
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commercial primers for each miR (hsa-miR LNA™ PCR primer set, UniRT) and in
accordance with the manufacturer's protocols. Melting curve analysis were performed
to control the specificity of the gPCR. RNA extraction, RT and gPCR reaction conditions
are described as supplementary material. The cycle threshold (Ct) for each sample and
each miR was obtained with SDS v2.3 software (Applied Biosystems). miR-16-5p was
choose as reference for normalization as showed an optimal stability after evaluation
with RefFinder (18). The relative expression of each miR in each sample was calculated
using the variable ACt, obtained as Ct miR candidate - Ct miR-16-5p. An increase in the
ACt variable of a particular miR represented a decrease in the expression of that miR.
STATISTICAL ANALYSIS

Statistical software SPSS, version 23 was use to analysed all data. Continuous variables
are presented as the mean (standard deviation), and categorical variables are presented
as the percentage (number of individuals). ANOVA was used to evaluate differences
between groups followed by Bonferroni correction as a post hoc test. For categorical
variables, the differences between the proportions were analysed using the chi-Squared
test. Bivariate correlations were estimated using the Pearson correlation coefficient “r”.
To evaluate miR associations with dependent variables (cIMT, PWV, and distensibility),
multiple linear regression was used with multivariate models. Because in a previous
study to estimate the cIMT variable, we reported a significant interaction between age
and sex (17), in the present study, multivariable models for cIMT associations had to be
performed with the population stratified into men and women. The R-squared (R?)
statistic was used to provide an estimate of the percentage of the response variable
variability that was explained by a linear model. Multivariate logistic regression was

used to estimate the presence of carotid plaques. In multivariable regression analysis,
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we initially selected clinically relevant variables and known confounders for inclusion in
the models. Furthermore, the iterative process of variable selection was performed
using stepwise linear and logistic regression analyses. A p-value of <0.05 was considered
statistically significant.

RESULTS

We included 214 patients with RA in the study. General characteristics of the cohort are
shown in table 1 and in previous publications (17,19). Briefly, the mean age and disease
duration were 58 (12) and 9.4 (9.1) years, respectively. Female patients represented
64.5% of the cohort; 60% of patients were hypertensive, 11.7% were diabetic, 41%
were dyslipidaemic, and 26% were smokers. The percentages of patients in remission or
with low, moderate or high disease activity were 27, 19, 44, and 10, respectively. There
were differences between men and women in some of these parameters (table 1 and
previous publication (17)). Disease-modifying antirheumatic drugs were administered to
95% of the patients, which included 75% receiving non-biological drugs and 20%
biological drugs. Fifty-seven percent of patients received non-steroidal anti-
inflammatory drugs, and/or 51% received corticosteroids.

We first evaluated the correlations of the candidate miRs (16) with cIMT stratified by
sex according to the previous interaction that we observed between age and sex (17)
(see Methods). Univariate analyses showed that only miR-451 was significantly
associated with cIMT in women (Table 2). No miRs were associated with cIMT in men.
However, when adjusted for age (Table 3), we observed that the levels of miR-425-5p in
men and miR-451 in women were associated with cIMT. Furthermore, after adjusting
for traditional confounders and treatments (Figure 1), multivariable linear regression

analyses showed that the expression levels of both miRs were independent predictors
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of cIMT. Specifically, decreased expression of miR-425-5p was significantly associated
with increased cIMT in men ($=0.072; p=0.017) (Figure 1A), and miR-425-5p expression
level contributed a significant 6% (R” change in figure 2) to the explanation of cIMT
variability, with the overall model explaining 61% (R” in figure 2) of the cIMT variability
in men. Decreased expression of miR-451 was significantly associated with decreased
cIMT in women (B=-0.05; p=0.013) (Figure 1B), and miR-451 expression level provided a
significant extra 3.5% (R’ change in Figure 2) of the explanation of cIMT variability, with
the overall model explaining 38% (R? in Figure 2) of the cIMT variability in women. The
cIMT predicted with the two models (for men and women) had a highly significant
correlation with the cIMT observed (r=0.78; p=0.005 for men and r=0.62; p=0.011 for
women) (supplemental Figure 1). The expression of the other miRs selected (miR-Let7a,
miR-96, miR-381, and miR-572) was not associated with cIMT in men or women (Figure
1A, 1B). As for carotid plaque presence (cPP), none of the miRs studied contributed
significantly to the explanation of the variability of cPP (supplemental Table 1). The lack
of association was observed both in the entire population and in the sex-stratified
populations.

Regarding stiffness markers, univariate analysis in the overall population did not show
an association of any candidate miR with PWV. However, when adjusting for traditional
confounders and treatments, we observed that decreased expression of miR-451 was
significantly associated with decreased PWV (B=-0.72; p=0.035) (Figure 3A). Although
the effect size was small (R* change = 1.6%), miR-451 expression level significantly
contributed to the explanation of PWV variability, with the overall model explaining 36%

of that variability. The expression of miR-425-5p, miR-Let7a, miR-96, miR-381, or miR-
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572 was not associated with PWV. None of the candidate miRs showed a significant
association with distensibility (Figure 3B).

Next, we evaluated which variables were significantly associated with the expression
levels of miR-425-5p and miR-451. We tested, in the overall population, disease-related
variables and variables characteristics of the population studied. We observed that the
expression of miR-425-5p was negatively correlated with ESR (r=-0.136; p=0.048) and
that the expression of miR-451 was positively correlated with DAS28 (r=0.19; p=0.006),
ESR (r=0.23; p=0.001), CRP (r=0.15; p=0.033), and fibrinogen (r=0.28; p=0.0001)
(supplemental Table 2). Those correlations were basically maintained in men, while in
women, only fibrinogen was correlated with the expression of miR-451 (r=0.175;
p=0.041) (supplemental Table 3).

DISCUSSION

In the present study, we have shown that miR-425-5p and miR-451 are associated,
differentially between men and women with RA, with surrogate markers of CV disease
such as cIMT and arterial stiffness. Specifically, we observed that in men, a decrease in
the plasma expression levels of miR-425-5p was associated with a significant increase in
cIMT. The present study is the validation of a previous discovery study in which we
evaluated the plasma expression profile of 754 miRs in 7 male patients with RA, in
whom 10 miRs were expressed at levels similar to those of 7 male patients with AMI
and were downregulated compared their levels with 7 male controls (16). In the present
study carried out in a validation cohort of 214 patients, we validated miR-425-5p,
suggesting that reduced expression levels of this miR could indicate a higher CV risk in
patients with RA. In addition, the specificity of action of the miRs has allowed us to

identify miR-451 as a protective marker against cardiovascular risk in RA patients. We
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determined that decreases in the expression of miR-451 were significantly associated,
in women, with lower values of cIMT and, in the entire RA population, with significant
decreases in arterial stiffness measured by the PWV.

Many studies have shown that both cIMT and PWV are important and sensitive
surrogate markers of cardiovascular disease (CVD). Different publications have shown
an increase in cIMT in RA patients compared with controls (20-23). In addition, cIMT is
able to prospectively predict clinical CVD events independently of traditional risk factors
in CVD and RA patients (24,25). In particular, carotid IMT > 0.9 has a high predictive
power for the development of CV events over a 5-year follow-up period (21,26).
Furthermore, PWV, a biomarker of arterial stiffness that reflects early effects on the
arterial wall, has been reported to be consistently increased in RA patients (27,28) and
has been shown to independently predict CV events and mortality (27,29).

There is important evidence in the literature showing that different miRs play pivotal
roles in the pathophysiology of RA and CVD (16). However, there are no data describing
miRs significantly associated with CV risk in RA patients. Few studies have pointed out
the importance of dysregulation of miR expression as directly involved in the
pathogenesis of CVD in patients with RA but without significant results (15,30). miR-
425-5p is mainly associated with neoplasic pathology, and the results of our study are
the first to associate low expression of this miR with the development of subclinical
arteriosclerosis in patients with RA. Furthermore, significantly low levels of miR-425-5p
have also been recently described in RA patients compared with controls (31).
Moreover, miR-425-5p has been shown to function as a negative regulator of cardiac
fibrosis, and its plasma level has been proposed as a biomarker to predict cardiac

fibrosis and heart failure (32). By contrast, miR-451 has been widely studied in
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association with RA pathogenesis in RA patients and with atherosclerosis in CVD
patients. Our study is the first to associate low expression of this miR with less CV
atherosclerosis and arterial stiffness in RA patients. Dysregulation of miR-451
expression has been described in CVD patients. Indeed, miR-451 is highly expressed
during myocardial infarction (33) and played a critical role in cardiac hypertrophy (34).
In addition, data have shown overexpression of miR-451 in patients with coronary
artery disease (35,36), which may modulate the production of pro-inflammatory
cytokines. Treatment with statins could decrease the level of this miRNA, making it a
potential new biomarker that assesses the efficacy of statins in patients with unstable
angina (37).

Deregulation of miR-451 expression has also been involved in RA pathogenesis. Thus,
miR-451 is upregulated in T cells of peripheral blood from RA patients (38), although
downregulation in RA neutrophils has also been described (39). In addition, miR-451
inhibits the proliferation of synovial fibroblasts and the production of cytokines from
patients with RA, so it may be considered a future therapy in RA (40). Furthermore, in
experimental studies in rats, it has been postulated as a possible new biomarker of
disease activity and response to treatment (41).

The differences observed in our study between men and women could have different
explanations. The prevalence of traditional cardiovascular risk factors is different
between men and women (42). Furthermore, disease activity may affect the burden of
atherosclerosis (43) and it has been described that measures of disease activity seem to
be worse in women than in men (44). In addition, sex hormones may also be the basis

for the differences, as it has been shown that estrogens decrease the inflammatory
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immune response (45) and hormone replacement therapy shows a beneficial effect on
RA disease activity (46).

We also observed that plasma expression of miR-425-5p correlated negatively with ESR,
while miR-451 correlated positively with DAS28, ESR, CRP and fibrinogen. These
unexpected correlations probably indicate that the effects of miR-425-5p and miR-451
on cIMT and PWV observed in this study are not mediated through the classical
inflammatory and RA disease activity parameters but through other mediators and are
modulated by genetic factors. In addition, we have shown that in our RA population,
cIMT was not associated with inflammatory or serological variables (17). Likewise, the
association between miRs and inflammation or RA disease activity has been described in
the literature, although not with conclusive results. Thus, of the multiple miRs
associated with RA, few have shown a significant relationship with inflammation and
disease activity. For instance, miR-146a, which has been described to be overexpressed
in the peripheral blood of patients with RA, positively correlates with ESR, while other
mMiRNAs, such as miR-16 (9) and miR-233, have been correlated to DAS28 and the latter
also with CRP in patients with initial RA (47).

In the present study, the plasma levels of miR-425-5p and miR-451 did not explain the
presence of arteriosclerotic plaque in our RA patients. We must consider that cIMT and
the presence of arteriosclerotic plaques reflect different stages and features of the
arteriosclerosis process (48,49). Thus, cIMT represents the thickening of the muscular
layer of the arterial media layer, while plague formation is the result of thickening of the
arterial intima. In addition, the formation of arteriosclerotic plaques is considered a

later stage in the arteriosclerotic process (50), so the expression levels of the miRs
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identified in this study would be markers of earlier stages of the arteriosclerotic
process, which is relevant to the objective of the present study.

In conclusion, the results of our study demonstrate that decreases in the expression of
mMiR-425-5p in men and miR-451 in women are associated with higher and lower values
of subclinical arteriosclerosis, respectively. Furthermore, decreases in the expression of
miR-451 are associated with lower arterial stiffness in the overall RA population. This
study provides the first evidence of a possible role of miR-425-5p and miR-451 as useful

epigenetic biomarkers to assess CV risk in patients with RA.
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Figure and table legends

Table 1. General characteristics of RA patients overall and stratified by gender.
SBP=systolic blood pressure, DBP=diastolic blood pressure, HAQ=health assessment
questionnaire index, ACPA=citrullinated anti-cyclic peptide antibodies, ESR=erythrocyte
sedimentation rate, CRP=C-reactive protein, DAS28=disease activity score,
DMARDs=disease-modifying antirheumatic drugs, NSAIDs=non-steroidal anti-
inflammatory drugs.

Table 2: Correlations of cIMT with miR expression levels stratified by sex. R = Pearson’s
coefficient, p = p value, cIMT = carotid intima-media thickness.

Table 3: Age-adjusted B regression estimates of the effect of miR expression on cIMT
stratified by sex. SE= standard deviation, B = linear regression estimates, Cl = confidence
interval.

Figure 1: Adjusted B linear regression estimates with 95% confidence intervals of the
effect on cIMT of a ACt increase (decreased expression) of the different miRs applied to
men (A) and women (B) separately. The models are adjusted for RA disease duration,
body mass index, age, ischaemic heart disease, ictus, peripheral artery disease,
creatinine, hypertension, dyslipidaemia, type 2 diabetes mellitus, disease-modifying
antirheumatic drugs, biological agents, corticosteroids, and non-steroidal anti-
inflammatory drugs.

Figure 2: Percentage of cIMT variability (measured with the R-squared statistic) that is
accounted for by the different multivariate linear models applied to men and women
separately. The regression model 1 included the following variables: RA disease
duration, body mass index, age, ischaemic heart disease, ictus, peripheral artery

disease, creatinine, hypertension, dyslipidaemia, type 2 diabetes mellitus, disease-
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modifying antirheumatic drugs, biological agents, corticosteroids, and non-steroidal
anti-inflammatory drugs. Model 2 included variables from model 1 plus miR-425-5p
expression in men and miR-451 expression in women.

Figure 3: Adjusted B linear regression estimates with 95% confidence intervals of the
effect on PWV and distensibility of a ACt increase (decreased expression) of the
different miRs applied to men and women separately. The models were adjusted for RA
disease duration, body mass index, age, ischaemic heart disease, ictus, hypertension,
dyslipidaemia, type 2 diabetes mellitus, disease-modifying antirheumatic drugs,

biological agents, corticosteroids, and non-steroidal anti-inflammatory drugs.

108



NnCO>uiILauud

FUNDING:

This work was supported by a grant from the Fondo de Investigacion Sanitaria, Instituto
de Salud Carlos Ill, [FIS PI030786]; Centro de Investigacion Biomédica de Diabetes y
Enfermedades Metabdlicas Asociadas (CIBERDEM); Fundacion Espafiola de
Reumatologia; and Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER).
ACKNOWLEDGEMENT

We would like to thank all the patients for their essential collaboration.

The results reported in this study were presented as oral communication in the Session:
Genomics, genetic basis of disease and antigen presentation, in EULAR 2019 Congress
(Paredes S, Taverner D, Ferre R, et al. Ann Rheum Dis 2019; Vol 78, sup 2: A664)
AUTHOR CONTRIBUTORS

Lluis Masana, Silvia Paredes, Delia Taverner and Joan-Carles Vallvé performed the
conceptualization of the study and carry out the data curation and the formal analysis.
Raimon Ferré measured carotid intima-media thickness and pulse wave velocity. Silvia
Paredes and Delia Taverner selected the patients. Roser Rosales and Joan-Carles Vallvé
performed the laboratory analyses. Silvia Paredes, Delia Taverner and Joan-Carles Vallvé
wrote the original draft and all authors reviewed and approved the manuscript. All
authors supervised and validated the study

COMPETING INTERESTS

The authors report no conflicts of interest in this work

DATA AVAILABILITY

Data are available from the corresponding author upon reasonable request

KEY MESSAGES

109



NnCO>uiILauud

We have identified two miRs associated with surrogate markers of CV disease in
RA patients and we provide the first evidence of a possible role of those miRs as
useful epigenetic biomarkers to assess CV risk in RA patients.

We show that decreased plasma expression levels of miR-425-5p are associated
in males with a significant increase in subclinical atherosclerosis (cIMT)

We found that decreases in the expression of miR-451 are significantly
associated, in women, with lower values of cIMT and, in the entire RA

population, with significant decreases in arterial stiffness (PWV)
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Table 1: General characteristics of RA patients overall and stratified by gender

RA Female Male P
(n=214) (n=138) (n=76) value
Characteristics of the groups
Gender-female (%, n) 64.5 (138)
Age (years) 58(12) 57 (12) 59 (12) 0.55
Body mass index (kg/m?) 27.8(5.9) 27.7(6.6) 28.1(4.4) 0.62
Waist circumference (cm) 93 (15) 88 (15) 100 (12) <0.001
SBP (mmHg) 137 (21) 135 (21) 142 (21)  0.024
DBP (mmHg) 81 (12) 80 (13) 84 (12) 0.025
LDL cholesterol (mg/dL) 119 (31) 118 (31) 120 (31) 0.75
HDL cholesterol (mg/dL) 66 (19) 72 (18) 54 (15) <0.001
Triglycerides (mg/dL) 105 (55) 102 (54) 112 (58) 0.21
Glucose (mg/dL) 95 (23) 94 (25) 96 (18) 0.35
Current smoker (%, n) 26.2(56) 27.5(38) 23.7(18) 0.34
Hypertension (%, n) 60.3 (129) 53 (73) 74 (56) 0.003
Diabetes mellitus (%, n) 11.7(25)  10.9(15)  13.2(10) 0.62
Dyslipidaemia (%, n) 41.1(88)  39.1(54)  44.7(34)  0.425
Disease features
Disease duration (years) 9.4 (9.1) 10.1 (9.9) 8.2 (7.5) 0.12
DAS28 3.5(1.3) 3.7(1.3)  298(1.1) <0.001
Remission (%, n) 27.1(58)  20.3(28)  39.5(30)
Low activity (%, n) 18.7(40)  14.5(20)  26.3(20) 0,001
Moderate activity (%, n) 44.4 (95) 52.2(72) 30.3 (23)
High activity (%, n) 9.8 (21) 13 (18) 3.9 (3)
HAQ 0.45(0.52) 0.59(0.56) 0.21(0.34) <0.001
Rheumatoid factor+ (%, n) 72.4(155) 71.7(99)  73.7(56)  0.76
ACPA+ (%, n) 81.3(174) 83.3(115) 77.6(59)  0.31
ESR (mm/h) 37 (26) 40 (27) 32 (22) 0.019
CRP (mg/dL) 0.72(0.83) 0.73(0.80) 0.70(0.88) 0.83
Fibrinogen (mg/dL) 443 (97) 442 (96) 444 (100) 091
Treatments (%, n)
DMARDs 75.2(161) 71.7(99) 81.6(62)  0.11
Biological agent 20.1 (43) 23.2 (32) 14.5 (11) 0.13
NSAIDs 57(122) 57.2(79)  56.6(43)  0.92
Corticosteroids 50.9 (109) 53(73) 47 (36) 0.44
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Table 2: Correlations of cIMT with miR expression levels stratified by sex

cIMT

Female Male

n=138 n=76
r p r p
miR-Let7a 0.049 0.288 0.057 0.318
miR-96 -0.009 0.463 0.1 0.208
miR-381 0.032 0.411 0.058 0.396
miR-425-5p 0.051 0.280 0.122 0.153
miR-451 -0.157  0.035 -0.023  0.427
miR-572 -0.04 0.398 -0.135  0.228
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Table 3: Age-adjusted B regression estimates of the effect of miR expression on cIMT

stratified by sex

Female Male
95% Cl 95% Cl p
B SE , B SE ,
Lower Higher Lower Higher
miR-Let7a 0,009 0,008 -0,008 0,02 0.303 0,012 0,013 -0,013 0,038 0.325
miR-96 -0,003 0,005 -0,012 0,007 0.601 0,007 0,008 -0,009 0,022 0.415
miR-381 -0,001 0,005 -0,01 0,01 0.86 0,009 0,01 -0,014 0,03 0.45
miR-425-5p 0,02 0,02 -0,02 0,054 037 0052 0,03 0,001 0,103 0.045
miR-451 -0,046 0,02 -0,08 -0,008 0.019 -0,021 0,03 -0,07 0,03 0.44
miR-572 -0,005 0,008 -0,02 0,01 0.57 -0,001 0,007 -0,02 0,01 0.85
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Variables associated with subclinical aterosclerosis in a cohort of rheumatoid
arthritis patients: Sex-specific associations and differential effects of disease
activity and age.

Taverner D, Vallvé JC, Ferré R, Paredes S, Masana L, Castro A.

PLoS One 2018 Mar 1;13(3):e0193690.

Los pacientes con AR presentan un aumento en el riesgo CV y su estado inflamatorio
crénico podria contribuir al desarrollo de una arteriosclerosis acelerada. En la literatura
se han publicado diversos estudios que relacionan la AR con arteriosclerosis subclinica,
medida mediante la valoracion por ultrasonidos del GIMc y la presencia de placa, pero
los resultados aun son dispares.

Con este estudio se pretende avanzar en el conocimiento de la asociacion entre la
arteriosclerosis subclinica y las caracteristicas clinico-analiticas de la enfermedad
teniendo en cuenta ademads la edad y el género de los pacientes de nuestra poblacion.

Los resultados obtenidos mas destacados son los siguientes:

1. Caracteristicas generales de la cohorte (Tabla 1):

Participan en el estudio 214 pacientes con AR con edad media de 58 afios, el
64% mujeres. Se observa en hombres un aumento de la PAS y la PAD y del
perimetro abdominal y un descenso de las HDL asi como del HAQ, VSG y
DAS28, comparado con mujeres.

2. Los hombres presentan valores significativamente mayores del GIMc que las
mujeres (0,678 mm versus 0,627 mm) y la variable género explica un 3,8% de la
variabilidad del GIMc. En concreto, después del ajuste perceptivo, los hombres
presentan un aumento de 0,059 mm del GIMc.

3. La edad se correlaciona significativamente con el GIMc explicando esta variable
un 16% de la variabilidad del GIMc

4. Se observa una interaccion entre edad y género de manera que la correlacion
entre edad y GIMc es un 12% mads pronunciada en hombres que en mujeres
(Figura 1) (incremento de 0.0065mm en hombres versus 0.0043 mm en mujeres
por cada ano de vida).

5. En el andlisis multivariante ajustado, se objetiva que DAS28 esta

significativamente asociado al GIMc en mujeres (0.021 mm de aumento por
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cada unidad de aumento del DAS28) y que explica un 3% significativo de la
variabilidad del GIMc (Tabla 3). No se observa asociacion entre DAS28 y
GIMc en hombres.

Al categorizar DAS28 (Figura 2), se observa que el efecto principal de esta
variable en ambos sexos no es significativo, de manera que los valores del GIMc
no difieren entre los 4 grupos de actividad (remision, baja actividad, actividad
moderada y alta actividad). Sin embargo, el efecto simple de esta variable en
mujeres muestra diferencias significativas dado que el GIMc es mayor en las
mujeres con alta actividad respecto a las que estan en remision.

Las diferencias del GIMc entre hombres y mujeres son a expensas de los
pacientes en remision dado que en este grupo se observan diferencias
significativas en los valores del GIMc, mientras que en los pacientes con
actividad baja, moderada o alta no se observan estas diferencias (Figura 2)

No se demuestra asociacion entre el GIMc y otras variables clinicas o analiticas
relacionadas con la AR.

Un 43% de pacientes con AR presentan placas arterioscleroticas carotideas,
siendo este valor significativamente superior en hombres que en mujeres (57%
versus 36%) (Tabla 2).

Las variables significativamente asociadas a la presencia de placa son edad,
tabaquismo, VSG y FR positivo mientras que el HAQ se asocia con una

reduccion de esta probabilidad (Tabla 4).

. Todas estas variables explican un 40% de la variabilidad de la presencia de placa

arteriosclerética carotidea en nuestros pacientes con AR.

Conclusiones:

En nuestra cohorte de pacientes con AR, la actividad de la enfermedad (DAS28) y la
edad estan diferencialmente asociadas con el GIMc en hombres y mujeres. Estos
resultados pueden contribuir a explicar los datos contradictorios que se han publicado
previamente entre la asociacion de DAS28 y la arteriosclerosis subclinica (GIMc).
Ademas, las diferencias entre géneros en relacion al GIMc pueden justificarse por un
aumento de la incidencia de AR en mujeres y por factores intrinsecos al género
femenino que son externos al propio proceso autoinmunitario (por ejemplo, factores

genéticos y hormonales).
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Assessment of arterial stiffness variables in patients with rheumatoid arthritis. A
mediation analysis.

Delia Taverner, Silvia Paredes, Raimon Ferré, Lluis Masana, Antoni Castro, Joan-
Carles Vallvé.

Scientific Reports 2019 Mar 14;9(1):4543.

El aumento del riesgo CV observado en pacientes con AR se puede medir determinando
pardmetros de rigidez arterial. La PWV, el Alx y la distensibilidad carotidea son
métodos fiables y no invasivos utilizados para valorar la disfuncion endotelial en
pacientes con AR. El interés de este estudio radica en valorar la relacion de las variables
asociadas a rigidez arterial en nuestra poblacion de AR, ademas de considerar un
modelo de analisis de mediacion en el caso de la PWV.

Los resultados obtenidos mas destacados son los siguientes:

1. Las caracteristicas generales de la cohorte de estudio estan descritas en el
articulo anterior. Brevemente, participan 214 pacientes con AR con edad media
de 58 afios, el 64% mujeres y con una media de duracién de la enfermedad de 9
anos.

2. Las variables asociadas a la PWV son la edad, la PAS y el IMC. Estas variables
explican el 32% de su variabilidad (Tabla 1 suplementaria).

3. El analisis de mediacién muestra que el efecto total (c) de la edad sobre la PWV
estd mediado en parte por efectos indirectos de la PAS (a;-b;) y el IMC (ay-by)
sobre la PWV (Fig.1; Tabla 3)

4. En esta mediacion, el efecto indirecto sobre la PWV a través de la PAS (a;-b; =
0.023) tiene una contribucion mas fuerte que el efecto indirecto a través del IMC
(az-b, = 0.0065), siendo el efecto indirecto total (a;-b; + ay-by) de 0.0268

5. En conjunto los dos mediadores (PAS y IMC) son responsables de un 28% del
efecto total de la edad sobre la PWV, con la PAS y el IMC representando el 21%
y el 7% del efecto total de la edad, respectivamente.

6. El analisis muestra que es una mediacion parcial dado que el efecto directo
significativo de la edad sobre la PWV se reduce de ¢ = 0.096 a ¢’ = 0.069
aunque permanece significativo.

7. Las variables asociadas a Alx son la edad y el NAT, explicando un 16,5% de su

variabilidad.
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8. Las variables asociadas a distensibilidad son el IMC y el sexo y explican un
5,6% de su variabilidad.

9. No se observa asociacion entre ningun parametro de rigidez arterial con
parametros de inflamacion, duracion de la enfermedad, niveles de colesterol ni
DAS2S.

10. No se observa asociacion entre PWV, distensibilidad y Alx con el GIMcy la

presencia de placa (Tabla 2 suplementaria).

Conclusiones:

En nuestra cohorte de pacientes con AR, la edad es la variable mas importante que
determina el aumento de la rigidez arterial (PWYV). Se observa, ademas, que una
proporcion significativa del efecto negativo de la edad sobre la PWV ocurre a través
de un aumento de la PAS y del IMC. En este estudio, los niveles de lipidos y la

inflamacion no estan asociados a un aumento de la rigidez arterial.

122



INTDUIL1ICI11 UCT 1 TOuUILaAuud

MicroRNA differential expression shared between rheumatoid arthritis and acute
myocardial infarction: an exploratory study.

Silvia Paredes, Delia Taverner, Raimon Ferré, Josep Maria Alegret, Lluis Masana,
Joan-Carles Vallvé.

Clin Exp Rheumatol. 2019 Sep-Oct,37(5):886-887. Epud 2019 Jun 3.

Existe evidencia de que los pacientes con AR presentan un aumento de mortalidad por
patologia CV. Los miRNAs son una familia de RNAs pequefios, de unos 18-24
nucleotidos, que regulan la expresion genética a nivel postranscripcional y se han visto
implicados tanto en la AR como en la enfermedad coronaria y la arteriosclerosis. Sin
embargo, la asociacion de los miRNAs con ECV en pacientes con AR no estd bien
definida en la actualidad.

Este estudio se plantea como un estudio de descubrimiento para identificar un perfil de
miRNAs plasmaticos en pacientes con AR que pueda facilitar el diagnodstico precoz de
ECV. Para ello se analiza el perfil plasmatico de expresion de 754 miRs en 7 pacientes
varones con AR, en 7 pacientes varones con IAM precoz (antes de los 55 afos) sin AR
y en 7 varones controles apareados por edad y sexo con el objetivo de identificar
miRNAs expresados similarmente en los dos grupos de pacientes, pero a diferentes
niveles que en controles.

Los resultados obtenidos mas destacados son los siguientes:

1. La media de la edad de la poblacion estudiada es de 46 afios y el IMC de 26.
Ningun paciente es fumador, diabético, hipertenso ni dislipémico. La media de
duracion de la enfermedad es de 8,4 afios.

2. No observamos diferencias en el GIMc entre pacientes con AR y controles.

3. De los 754 miRNAs analizados, se observa que 10 miRNAs (miR-Let-7a, miR-
96, miR-381, miR-451, miR-518d, miR-425-5p, miR-572, miR-190b, miR-708
y miR-1180) presentan una expresion plasmatica similar en pacientes con AR e
IAM y unos niveles infraexpresados significativamente respecto a los controles
(Fig.1)

4. Se observa que otros nueve miRNAs estan expresados de forma diferente en
pacientes con IAM y 16 miRNAs en pacientes con AR al comparar con los

controles.
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5. Al comparar los pacientes con AR que tienen placa carotidea (3/7) respecto a los
que no la tienen se observa una infraexpresion del 23.6%, 34.8%, 25.7%, 4.7% 'y
0,6% de miR-Let-7a, miR-96, miR-381, miR-451 y miR-425-5p
respectivamente.

6. En los pacientes con AR, miR-425-5p se asocia de forma significativa con la
PCR y miR-381 con el fibrindgeno.

7. Ademads, miR-24, miR-146a, miR-191 y miR-223 estan sobreexpresados en
pacientes con IAM pero no en AR ni en controles lo que sugiere una asociacion

con riesgo elevado de ECV, independientemente de la inflamacion.

Conclusiones:

En este estudio de descubrimiento, se han identificado los siguientes miRNAs; miR-
Let-7a, miR-96, miR-381, miR-451, miR-518d, miR-425-5p, miR-572, miR-190b,
miR-708 y miR-1180 como posibles biomarcadores epigenéticos de aumento de

ECV en pacientes con AR.
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Plasma circulating miR-425-5p and miR-451a as biomarkers of cardiovascular
disease in rheumatoid arthritis patients: Association with subclinical
atherosclerosis, arterial stiffness and inflammatory parameters

Delia Taverner , Joan-Carles Vallvé, Roser Rosales, Raimon Ferré , Luis Masana, Silvia
Paredes.

(Submitted to Rheumatology)

En un estudio previo de descubrimiento realizado en tres grupos de varones (con AR,
con IAM sin AR y controles) detectamos 10 miRNAs plasmaticos que podrian ser
biomarcadores epigenéticos de aumento de ECV en pacientes con AR. En el presente
estudio de validacion se pretende comprobar en nuestra cohorte de 214 pacientes con
AR, si estos miRNAs se asocian con marcadores subrogados de ECV y si pueden
facilitar el diagnostico precoz de ECV en pacientes con AR.

Los resultados obtenidos mas destacados son los siguientes:

1. Mediante andlisis ajustados, observamos que los niveles de expresion de miR-
425-5p y miR-451 se asocian de forma diferencial al GIMc y a la rigidez arterial
en hombres y mujeres afectos de AR.

2. En concreto, en varones un descenso en los valores de expresion plasmatica del
miR-425-5p se asocian a un aumento significativo del GIMc (f=0.072) (Fig.1A)
y los niveles de expresion de miR-425-5p contribuyen a explicar un 6% de la
variabilidad del GIMc en hombres.

3. En mujeres, descensos en la expresion del miR-451 se asocian
significativamente a valores inferiores del GIMc (f=-0.05) (Fig.1B) explicando
esta variable un 3,8% de la variabilidad del GIMc en mujeres.

4. En anélisis multivariantes ajustados (Fig.3A), se observa que la infraexpresion
de miR-451 se asocia a descensos significativos de la rigidez arterial medida
mediante la PWV (B=-0.72), explicando esta variable un 3,6% de la variabilidad
de la PWYV en toda nuestra cohorte de pacientes AR.

5. Ningiin miRNA candidato demuestra una asociacion significativa con
distensibilidad (Fig.3B).

6. La expresion plasmatica de miR-425-5p en hombres, se correlaciona
inversamente con la VSG mientras que miR-451 se correlaciona positivamente

con DAS28, VSG, PCR vy fibrindgeno (Tabla 2 del suplemento).
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7. En mujeres, solo el fibrinogeno demuestra correlacion con la expresion de miR-
451 (Tabla 3 del suplemento).
8. Los niveles plasmaticos del miR-425 y del miR-451-5p no contribuyen a

explicar la presencia de placa arteriosclerotica.

Conclusion:

Estos resultados demuestran que descensos en la expresion de miR-425-5p en hombres
y de miR-451 en mujeres estan asociados con valores elevados y bajos de
arteriosclerosis subclinica, respectivamente. Ademas, descensos en la expresion de miR-
451 estan asociados con una rigidez arterial menor en toda la cohorte de AR. Estos
resultados proporcionan la primera evidencia de un posible papel de miR-425-5p y
miR-451 como biomarcadores epigenéticos ttiles para valorar el riesgo CV en pacientes

con AR.
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En la actualidad ha quedado constancia de que una de las principales comorbilidades y
causa de muerte de los pacientes con AR es la ECV [11,80-82,277,278]. Existe
suficiente evidencia de que la inflamacion sistémica y la disfuncion inmune que
caracterizan la AR juegan un papel primordial en el desarrollo y aceleracion [19] de la
arteriosclerosis que explica, al menos en parte, el aumento del riesgo CV [13,279] en
estos pacientes.

Aunque desde la EULAR ya se han publicado recomendaciones para el manejo del
riesgo CV en los pacientes con AR [119,120], que tienen en cuenta incluso la presencia
de factores de riesgo CV nuevos [14], se sigue constatando una mortalidad prematura.
Por ello cada vez existe mds interés en incluir nuevos items que estratifiquen mas
estrictamente el riesgo CV de nuestros pacientes. De entre ellos, la valoracion por
ultrasonidos de alteraciones vasculares preclinicas como el GIMc, la presencia o
ausencia de placas arterioscleroticas carotideas y la rigidez arterial medida con la PWV,
tiene especial interés y su uso esta cada vez mas generalizado entre los reumatdlogos
[123,280]. Ademas, en las ultimas décadas se ha considerado que factores genéticos y
epigenéticos como los miRNAs, tienen un rol importante en el desarrollo de las
enfermedades reumaticas.

En la actualidad, existen muy pocos datos sobre la relacion que existe entre miRNAs
asociados a ECV y a la AR. De manera que en esta tesis nos planteamos investigar el
papel de los miRNAs como biomarcadores [270,272,281] que nos sefialen aquellos
pacientes con AR que tienen un mayor riesgo de presentar ECV.

Asi, en esta tesis hemos identificado y validado dos miRNAs plasmaticos (miR-425-5p
y miR-451) que se asocian de forma significativa con alteraciones vasculares preclinicas
como la arteriosclerosis subclinica y la rigidez arterial, de forma que podrian ser
considerados como marcadores epigenéticos para valorar el riesgo CV aumentado que
presentan los pacientes con AR.

Inicialmente, en un estudio de descubrimiento [282] estudiamos el perfil plasmatico de
expresion de 754 miRs y detectamos 10 miRNAs plasmaticos que estaban
infraexpresados en 7 pacientes varones con AR y en 7 pacientes con IAM precoz (antes
de los 55 afios) comparado con 7 varones controles sanos. Estos resultados sugerian que
niveles de expresion reducidos de estos miRNAs candidatos podrian indicar un riesgo
CV aumentado en pacientes con AR dado que compartian patrén de expresion en ambos
grupos de pacientes. Para la validacion de estos resultados, posteriormente realizamos

un estudio de validacion de dichos miRNAs en 214 pacientes con AR y demostramos
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que el miR-425-5p y el miR-451 se asociaban al GIMc y a la rigidez arterial de forma
diferencial en hombres y mujeres afectos de AR. En concreto, en varones validamos el
miR-425-5p ya que observamos que un descenso en los valores de expresion plasmatica
de éste se asociaba a un aumento significativo del GIMc evaluado como un marcador
subrogado de riesgo CV, de manera que los niveles de expresion de este miRNA
podrian predecir un aumento en el riesgo futuro CV que presentan los pacientes con
AR.

Ademas, la gran especificidad de actuacion bioldgica que presentan los miRNAs nos ha
permitido en el estudio de validacion identificar al miR-451 como un marcador
protector de riesgo CV en pacientes con AR. Nuevamente, la variable “género” actud
como variable diferenciadora dado que determinamos que especificamente en mujeres,
descensos en la expresion del miR-451 se asocian significativamente a valores
inferiores del GIMc. Ademads, observamos en este caso, en toda la poblacion con AR,
que descensos en la expresion de este miRNA se asociaban a descensos significativos
de la rigidez arterial medida mediante la PWV.

Hasta el momento se habian realizado multiples estudios de analisis de expresion de
miRNAs en sangre periférica. En estos se habia demostrado que determinados miRNAs
pueden predisponer al desarrollo de una AR y que su expresion puede variar
dependiendo del estado y grado de actividad de la enfermedad, ademas de poderse
utilizar como predictores de respuesta al tratamiento. Sin embargo, nuestros resultados
son los primeros en asociar miRNAs especificos con ECV en pacientes con AR.

La asociacion que reportamos entre los miRNAs y las alteraciones vasculares
preclinicas (GIMc y PWYV) es relevante dado que tanto el GIMc como la PWV son
variables ampliamente usadas como marcadores subrogados y sensibles de ECV.
Diferentes publicaciones han mostrado aumentos en el GIMc en pacientes con AR
comparado con controles. Ademads, en pacientes con ECV o AR, el GIMc es capaz de
predecir prospectivamente y de forma independiente a los factores de riesgo CV
tradicionales, la aparicion de eventos clinicos CV. Respecto al marcador de rigidez
arterial, se han descrito valores consistentemente aumentados de PWV en pacientes con
AR y estos valores se han descrito como predictores independientes de eventos y
mortalidad CV [195,213,283-287]. En concreto se ha descrito que el riesgo de padecer
un evento CV mayor aumenta aproximadamente un 14% por cada 1 m/s de aumento de

la PWV [288].
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En esta tesis hemos caracterizado en profundidad las variables independientemente
asociadas al GIMc y a la PWV en nuestra poblaciéon de AR. En el primer estudio
observamos que la media del GIMc de nuestros pacientes resulta de 0.645mm, datos
similares a los observados anteriormente por otros autores [141,142] aunque inferiores a
otros estudios en los que reportan un GIMc superior a 0,9 mm como valor con un alto
poder predictivo de desarrollo de eventos CV a 5 afios de seguimiento [135,143].

En nuestra poblacién con AR el género de nuestros pacientes es clave para una correcta
interpretacion de los resultados, ya que ademés de las diferentes asociaciones
observadas en hombres y mujeres entre la expresion de miR-425-5p y de miR-451 con
el GIMc y la PWV, el género también determina diferencias entre las variables que
miden las alteraciones vasculares preclinicas, basicamente el GIMc. En concreto,
observamos que los hombres con AR tienen valores del GIMc superiores a las mujeres,
pero estas diferencias son a expensas de los pacientes en remision y baja actividad
determinada con el DAS28. A medida que aumenta la actividad de la enfermedad
desaparecen estas diferencias y las mujeres equiparan los valores del GIMc con los
hombres. Ademas, las mujeres con alta actividad presentan valores del GIMc
significativamente superiores a las mujeres en remision y estas diferencias no se
observan en los hombres. Existen datos con asociaciones significativas, pero también
datos sin asociacion entre el GIMc y DAS28 [153,164,172] aunque en estos estudios no
se evaluo la influencia del género. Las discordancias en cuanto a la asociacion del GIMc
y DAS28 entre géneros, podrian explicarse si tenemos en cuenta la mayor percepcion
del dolor y la menor fuerza muscular de las mujeres, asi como por la sobreestimacion de
los hombres sobre su capacidad funcional [289]. Por otro lado, para las variables de
rigidez arterial, el género no juega un papel tan importante dado que no observamos
asociacion con la PWV aunque hemos descrito por primera vez una asociacion con la
distensibilidad de las arterias de los pacientes con AR.

Las diferencias observadas en nuestro estudio entre hombres y mujeres podrian tener
diversas explicaciones. Una de ellas es que la prevalencia de los factores de riesgo CV
tradicionales es distinta entre hombres y mujeres [290]. Ademas la actividad de la
enfermedad parece ser peor en las mujeres que en los hombres [291]. Finalmente,
podrian existir factores genéticos y hormonales intrinsecos al sexo femenino y que son
externos a la propia enfermedad que expliquen estas disparidades [292,293].

En nuestra poblacion con AR la edad de los pacientes ha sido la variable con una

asociacion mas fuerte tanto al GIMc como a la PWV y a la presencia de placas
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arteriosclerdticas, aunque no se asocio a los niveles de miRNAs estudiados. La edad es
una variable clave en la evolucién del proceso arteriosclerdtico y se ha asociado
ampliamente con un aumento del GIMc en diversas poblaciones, en diferentes estudios
[294,295] y se ha identificado como un predictor independiente de rigidez arterial en
pacientes con AR [158,296-298]. Ademas de estos datos conocidos, en esta tesis hemos
avanzado en el estudio de estas asociaciones, ya que observamos por primera vez una
interaccion significativa entre la edad y el género de los pacientes al estudiar la
asociacion con el GIMc de manera que determinamos que la correlacion positiva entre
edad y GIMc era un 12% mas pronunciada en hombres que en mujeres. Esto sugiere
una tasa mas rapida de aumento del GIMc en hombres con AR que en mujeres a medida
que aumenta la edad.

Ademas, la edad se ha determinado previamente como un factor independiente de
rigidez arterial en pacientes con AR junto con la PAS y el IMC [297]. En el estudio de
Nur Sirin et al., la edad y la PAS resultan predictores de rigidez carotidea local de
acuerdo con los resultados de un andlisis multivariante de regresion logistica [299].

En la literatura esta descrito que en la AR existen aumentos significativos en la PWV y
estos aumentos correlacionan con GIMc mas elevados [157—161]. Sin embargo, existen
multiples publicaciones con resultados dispares en cuanto a las variables que se
relacionan con la PWYV. Por estos resultados contradictorios publicados hasta el
momento, nuestro grupo decidi6é investigar, mediante un analisis de mediacion, las
variables que podrian afectar tanto de forma directa como indirecta la relacion entre la
PWV vy la edad. Demostramos que el 28% del efecto total de la edad sobre la PWV
estaba mediado por la PAS en un 21% y por el IMC en un 7%, mientras que el 72%
restante del efecto total se explicaba por la edad exclusivamente. Aunque estos
resultados tienen sentido ya que se ha demostrado previamente que estas dos variables
afectan de forma independiente a la PWV [92,160], el andlisis por mediacién no se
habia realizado hasta el momento.

La interaccion entre edad y género detectada al estudiar el GIMc ha condicionado todos
los estudios posteriores que realizamos ya que para eliminar la confusion de esta
interaccion era necesario llevar a cabo los analisis estratificando la poblacion con AR en
hombres y mujeres. Sin embargo, esta interaccion no se observo para las otras variables
vasculares, ni a la hora de valorar las variables que afectaban los niveles de expresion de
los diferentes miRNAs.

Existe una evidencia importante en la literatura que muestra que diferentes miRNAs
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juegan papeles centrales en la fisiopatologia de la AR y de la ECV. Por ejemplo, Pauley
et al. [188] observan, en pacientes con AR, un aumento de entre 1,8 y 2,6 de miR-16,
miR-132, miR-146a y miR-155 en CMSP respecto de controles sanos, correlacionado
con la actividad de la enfermedad en caso de miR-16 y miR-146a. Otros grupos también
han relacionado los niveles de expresion de miR-16 con el DAS28 [215] y de miR-233
con DAS28 y PCR [208]. Paralelamente Guo-Kun Wang et al. [252] hipotetizan que los
miRNAs especificos del tejido cardiaco podrian liberarse al torrente sanguineo durante
un IAM y por tanto podrian ser utilizados para detectar y monitorizar la lesion
miocardica. Sin embargo, hasta el momento en la literatura no existen practicamente
publicaciones que relacionen miRNAs especificos con ECV en pacientes con AR. En un
estudio de Lopez-Pedrera et al. [283] publicado en 2012 ya se apunta a la importancia
de la sobreexpresion de miR-146a tanto en AR como en SCA, por lo que se hipotetiza
que miR-146a podria estar directamente involucrado en la patogénesis de la ECV en
pacientes con AR. Mas recientemente Ormseth et al. [274] valoran la asociacion entre
miRNAs plasmaticos y actividad de la AR (medida mediante el indice DAS28-VSG) y
calcificacion vascular coronaria. En el estudio se incluyen 168 pacientes con AR y 91
controles y tras valorar siete miRNAs plasmaticos candidatos (por relevancia biologica,
por diagnostico de AR y por su uso como marcadores de actividad de la enfermedad y
de arteriosclerosis subclinica en AR), se miden las concentraciones plasmaticas de miR-
15a-5p, miR-24-3p, miR-26a-5p, miR-125a-5p, miR-146a-5p, miR-155-5p y miR-223-
3p por PCR cuantitativa. Los pacientes con AR tuvieron concentraciones plasmaticas
mas elevadas de todos los miRNAs respecto a los controles siendo la combinacion de
miR-24-3p, miR-26a-5p y miR-125a-5p la mas significativa para el diagnostico de AR.
Entre los pacientes con AR con FR negativo, miR-24-3p fue el marcador diagndstico
mas potente. En cuanto a la actividad de la enfermedad, s6lo miR-155-5p se asocio
débilmente y de forma inversa con la actividad de la enfermedad (concretamente con el
NAT). A la hora de evaluar si estos miRNAs se asociaban a factores de riesgo CV en
estos pacientes, ninguno demostrd asociacion con el score de calcificacion vascular
coronaria. Solo miR-125a-5p se asocid débilmente a la PAD y miR-26a-5p al score de
riesgo de Framingham.

Respecto a los miRNAs identificados en esta tesis, diversos estudios han demostrado
que tanto miR-425-5p como miR-451 participan en la fisiopatologia de la AR y de la
ECV de forma independiente. Aunque principalmente se han asociado al inicio y

desarrollo de procesos biologicos como la nefropatia diabética, el dolor inflamatorio
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crénico y sobre todo a diversos canceres [300,301], también existen estudios en los que
se demuestra que miR-425-5p regula la fibrosis cardiaca y podria ser un biomarcador de
prediccion de fallo cardiaco [284,302]. Ademas se ha demostrado que la infraexpresion
de miR-451 puede contribuir al desarrollo de miocardiopatia hipertrofica [303] e incluso
que el tratamiento con estatinas podria disminuir los niveles de este miRNA
considerandolo como un nuevo biomarcador que valore la eficacia de las estatinas en
pacientes con angina inestable [286]. En cuanto a la AR, recientemente en el grupo de
Balzano et. al se demuestra que la expresion de miR-425-5p, entre otros, es menor en
pacientes con AR respecto a controles de forma significativa y se observa incluso
relacion entre el tratamiento con corticoides y la expresion de miRNAs [213] con el
desarrollo de arteriosclerosis subclinica en pacientes con AR. Ademds, en esta
poblacion, miR-451 se encuentra sobreexpresado en plasma y se ha implicado en la
regulacion de la proliferacion celular y la apoptosis. También se ha demostrado que
inhibe la proliferacion de los FS y la produccion de citoquinas de pacientes con AR por
lo que podria considerarse como una terapia futura en la AR [304]. En otros estudios
experimentales en ratas se han postulado nuevos posibles biomarcadores de actividad de
la enfermedad y de respuesta al tratamiento entre los que se encontraria miR-451 [195].
El mecanismo molecular subyacente a los cambios en los niveles plasmaticos de miR-
451 y miR-425-5p no ha sido abordado en este estudio. En general, los miRs
plasmaticos circulantes pueden originarse por una actuaciéon activa celular al ser
enviados y transportados a células vecinas con consecuencias funcionales sobre estas
células, pero también pueden reflejar procesos celulares alterados que liberen estos
miRs a la circulacion. Sin embargo, el efecto diferencial del miR-425-5p y del miR-451
sobre el GIMc sugiere una alta especificidad de actuacion de estos miRs pudiéndose
especular que sus bajas concentraciones se asociarian a una incapacidad para inhibir la
expresion de sus genes diana, que de esta forma estarian sobre-expresados y serian
nocivos para el desarrollo arteriosclerotico.

Ademas, en esta tesis también hemos observado que la expresion plasmatica de miR-
425-5p en hombres, se correlaciona inversamente con la VSG, mientras que miR-451 se
correlaciona positivamente con DAS28, VSG, PCR y fibrin6geno. En mujeres, solo el
fibrindgeno demuestra correlacion con la expresion de miR-451. Estas correlaciones
contradictorias indicarian que posiblemente los efectos de los miRs sobre el GIMc y la
PWYV observados en nuestro estudio no estarian mediados a través de los parametros

clasicos inflamatorios y de actividad de la enfermedad sino a través de otros mediadores
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y seguramente modulados por factores genéticos. La asociacion entre miRs e
inflamacion o actividad de la enfermedad en AR se ha descrito en la bibliografia aunque
no de forma contundente ya que de los multiples miRs asociados a AR, son pocos los
que han demostrado una relacion significativa con la inflamacion y la actividad de la
enfermedad. Por ejemplo, miR-146a, que se ha descrito sobreexpresado en sangre
periférica de pacientes con AR, se correlaciona de forma positiva con la VSG, mientras
que otros miRNAs, como miR-16 [215] y miR-233 se han relacionado con el DAS28 y
este ultimo, en pacientes con AR de inicio, también con la PCR [305]. Ademas, en
nuestro primer estudio observamos que la actividad de la enfermedad determinada por
el DAS28 se asocid con un aumento del GIMc en mujeres, pero no observamos
asociacion con las variables de rigidez arterial. Estas diferencias muestran que, aunque
el GIMc y la PWV son marcadores de alteraciones vasculares preclinicas, el proceso de
remodelado de la pared arterial no estd del todo entendido en pacientes con AR.

Asimismo, en el analisis de la asociacion de las variables inflamatorias con
arteriosclerosis subclinica y rigidez arterial, existen resultados contradictorios en la
literatura. Algunas publicaciones abogan a favor de que a mayor inflamacion sistémica
medida por VSG y PCR, mayor GIMc [144,147]. Sin embargo y a pesar de que todo lo
reflejado anteriormente haria suponer tales asociaciones como logicas, nuestro grupo
[306] no ha demostrado asociacidon estadisticamente significativa de las variables
inflamatorias con el GIMc. Otros estudios publicados estdn en concordancia con
nuestros resultados [171,175] y las posibles explicaciones serian los bajos niveles de
inflamacion de los pacientes incluidos, la valoracién puntual de la inflamacién que no
refleja de forma adecuada los niveles fluctuantes de inflamacion caracteristicos de la
AR y la interaccion de los farmacos utilizados. También los pardmetros de inflamacién
como la PCR podrian tener un valor predictivo con el aumento de la rigidez arterial
[162]. En un meta-analisis de Ambrosino et al. [158,297] se concluye que en la AR, la
rigidez arterial estd aumentada y ademas en los modelos de regresion se demuestra que
un estado inflamatorio mas severo impacta significativamente en la PWV y el Alx, ya
desde los estadios mas precoces de la enfermedad. Nuestro grupo no objetiva relacion
significativa entre rigidez arterial y las variables inflamatorias, la actividad y la duracion
de la enfermedad y dicha discrepancia en cuanto a los resultados observados se podria
explicar por los niveles modestos de los parametros inflamatorios (un 45.8% de nuestros
pacientes tienen una baja actividad o estdn en remision) asi como a la duracion de la

enfermedad relativamente corta de nuestros pacientes, con una media de 9 afios de
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duracion.

En esta tesis los niveles plasmaticos del miR-425 y del miR-451-5p no han contribuido
a explicar la presencia de placa arteriosclerdtica. Ademas, aunque la PWV y el Alx se
han asociado independientemente con el GIMc y con la presencia de placas
arterioscleroticas en pacientes con AR, en nuestra serie de pacientes no observamos
asociacion entre PWYV, distensibilidad y Alx con el GIMc y la presencia de placa. Otros
estudios tampoco han encontrado estas asociaciones y por tanto la cuestion de si la
rigidez arterial aumenta el riesgo CV aumentando el proceso arteriosclerdtico
permanece por definir.

El 43,5% de los pacientes de nuestra serie presentan placa carotidea, un dato
ligeramente superior al 33% descrito previamente [133]. Hemos encontrado variables
predictoras independientes de presencia de placa que ya se habian publicado
previamente como la edad, el héabito tabaquico, el HAQ, la VSG y el FR positivo
[176,307] . Destacar de nuestro estudio que a diferencia de los resultados publicados
previamente [308], los valores de HAQ correlacionan positivamente con un menor
riesgo de presentar placa arteriosclerotica. Este resultado se podria explicar por el
disefio transversal del estudio, por la falta de analisis del dafio radiografico o por el
caracter subjetivo de dicho parametro. Ademas se observan diferencias entre algunas de
las variables que se asocian al GIMc y a la presencia de placa. Quizas la explicacion de
dichas diferencias radica en que ambas variables representan estadios y procesos
fisiopatologicos diferentes dentro de la arteriosclerosis, de manera que el GIMc refleja
el engrosamiento de la capa muscular de la media, mientras que la formacion de la placa
es resultado del engrosamiento de la intima. Ademads, la formacion de placa se considera
un estadio tardio del proceso arteriosclerotico que progresa desde la estria grasa inicial
hasta la placa ateromatosa avanzada.

A la hora de estudiar como influyen las variables seroldgicas propias de la AR en las
alteraciones vasculares preclinicas nos encontramos con resultados dispares en la
literatura. Algunos estudios encuentran relacion entre la positividad del FR y los ACPA
con el GIMc [169,309] y con la PWV [280], sin embargo otros grupos no encuentran
correlacion positiva entre PWV y ACPA [310] ni entre GIMc y variables serologicas
[171,175]. En el estudio realizado por nuestro grupo no hemos demostrado asociacion
estadisticamente significativa entre las variables inflamatorias y los marcadores

seroldgicos con el GIMc.
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En nuestra poblacion de AR, un 41% de nuestros pacientes tienen dislipemia. En la
literatura hay estudios que demuestran que la carga inflamatoria se asocia con mayor
arteriosclerosis subclinica [311,312]. En nuestro caso solo observamos en mujeres una
asociacion significativa con la presencia de HDL bajo, de manera que las mujeres con
un HDL bajo presentan un aumento significativo de 0.06 mm en los valores del GIMc.
El HDL ejerce un efecto ateroprotector por sus propiedades antioxidantes, promotoras
del transporte reverso de colesterol y anti-inflamatorias, esta ultima al disminuir la
expresion de moléculas de adhesion endoteliales. Diferentes estudios han demostrado
que procesos inflamatorios créonicos como la AR alteran no solo la funcionalidad del
HDL sino que ademas inducen cambios composicionales proinflamatorios [92,312].
Ademas, nuestro grupo no ha demostrado una significacion estadistica entre dislipemia
y rigidez arterial a pesar de que se sabe que el colesterol alto condiciona una reduccién
en la elasticidad arterial [313]. De todo esto se desprende que las medidas estaticas de
los wvalores clésicos lipidicos no son suficientes y se requieren medidas mas
especializadas (tamafio y concentracion de subfracciones lipidicas, cambios
composicionales y funcionalidad) para proporcionar informacion clinicamente til.

Asi pues, los resultados de nuestro estudio demuestran que descensos en la expresion de
miR-425-5p en hombres y de miR-451 en mujeres se asocian a mayores y menores
valores de arteriosclerosis subclinica respectivamente. Ademas la infraexpresion de
miR-451 se asocia a menor rigidez arterial en toda la poblacion de AR estudiada, de
manera que este estudio aporta la primera evidencia de un posible papel de miR-425-5p
y miR-451 como biomarcadores epigenéticos utiles para valorar el riesgo CV en

pacientes con AR.
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1. Del objetivo 1 que pretende caracterizar las alteraciones vasculares preclinicas en

nuestra poblacion de pacientes con AR podemos concluir que:

a. Los hombres con AR presentan valores significativamente mayores del
GIMc que las mujeres (0,678 mm vs 0,627 mm).

b. La edad se correlaciona significativamente con el GIMc.

c. Se observa una interaccion entre edad y género de manera que dicha
correlacion es un 12% mas pronunciada en hombres que en mujeres.

d. El DAS28 se asocia diferencialmente con el GIMc entre hombres y
mujeres con AR. Asi pues el GIMc es mayor en las mujeres con alta
actividad respecto a las que estan en remision. Sin embargo, no se
observa asociacion entre DAS28 y GIMc en hombres.

e. Las variables significativamente asociadas a la presencia de placa son
edad, tabaquismo, VSG y FR positivo mientras que el HAQ se asocia
con una reduccion de esta probabilidad.

f. La edad es la variable méas importante que determina el aumento de la
PWV.

g. Una proporcion significativa del efecto negativo que tiene la edad sobre
la PWYV se explica a través del aumento de la PAS y del IMC.

h. Las variables asociadas a Alx son la edad y el NAT.

i. Las variables asociadas a distensibilidad son el IMC y el sexo.

2. Del objetivo 2 que pretende determinar un perfil plasmatico de microRNAs comun
en pacientes con AR sin ECV preclinica y en pacientes con cardiopatia isquémica
sin AR y diferente al de controles sanos para identificar a los pacientes con AR en

riesgo de desarrollar ECV, podemos concluir que:

a. miR-Let-7a, miR-96, miR-381, miR-451, miR-518d, miR-425-5p, miR-
572, miR-190b, miR-708 y miR-1180 son posibles biomarcadores

epigenéticos de aumento de ECV en pacientes con AR.

3. Del objetivo 3 que pretende validar en una cohorte de pacientes con AR los

microRNA plasmaticos identificados podemos concluir que:
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La infraexpresion de miR-425-5p en varones se asocia a un aumento
significativo del GIMc.

La infraexpresion de miR-451 en mujeres se asocia a valores inferiores
del GIMc.

En toda nuestra poblacion con AR, la infraexpresion de miR-451 se
asocia a descensos significativos de la PWV.

Los niveles plasmaticos de miR-425 y del miR-451-5p no contribuyen a
explicar la presencia de placa arteriosclerotica.

miR-425-5p y miR-451 son posibles biomarcadores epigenéticos utiles

para valorar el riesgo CV en pacientes con AR.
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ABREVIATURAS






nuicvialtul ad>

ACPA- Anticuerpos péptido ciclico citrulinados
ACV- Enfermedad cerebrovascular

ADN- Acido desoxirribonucleico

AINES- Antiinflamatorios no esteroideos

Alx- Augmentation index / indice de aumento
Apo-B/apo-A1l- Apolipoproteina B/ apolipoproteina Al
AR- Artritis Reumatoide

ARNm- Acido ribonucleico mensajero

BNP- Péptido natriurético auricular tipo B

CE- Células endoteliales

CML- Células musculares lisas

CMSP- Células mononucleares de sangre periférica
CT- Colesterol total

DAS28- Disease activity score o indice de actividad de la enfermedad
ECV- Enfermedad cardiovascular

EPI- Enfermedad pulmonar intersticial

EPOC- Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
EULAR- Liga Europea contra las enfermedades reumaticas
FAMES- Farmacos modificadores de la enfermedad
FR- Factor Reumatoide

FS- Fibroblastos sinoviales

GIMec- Grosor intima-media carotidea

HDL- Lipoproteina de alta densidad

HTA- Hipertension arterial

IAM- Infarto agudo de miocardio

ICC- Insuficiencia cardiaca congestiva

IL-1- Interleuquina 1

IL-6- Interleuquina 6

LDL- Lipoproteinas de baja densidad

LES- Lupus Eritematoso Sistémico

LT- Linfocitos T

MicroRNA- miRNA o miRs

NAD- Numero de articulaciones dolorosas

NAT- Numero de articulaciones tumefactas
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nuicvialtul ad>

OA- Osteoartritis

OR- Odds ratio

PAD- Presion arterial diastélica

PAS- Presion arterial sistolica

PCR- Proteina C-reactiva

PLA2- Fosfolipasa A2

PWYV- Velocidad de la onda de pulso o pulse wave velocity
RR- Riesgo relativo

SCA- Sindrome coronario agudo
SCOREm- SCORE modificado

TBC- Tuberculosis

TMS- Tasa de mortalidad estandarizada
TNF-a- Factor de necrosis tumoral alfa
TGs- Triglicéridos

VSG- Velocidad de sedimentacion globular
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