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PROLOGO

Confieso que a pesar de ser una doctora enamorada de su especialidad, las “artritis”
nunca fueron mi pasién durante la residencia. Yo siempre he sido una
reumatéloga de “sistémicas” pero no tipo artritis reumatoide, mas bien, tipo lupus
eritematoso sistémico, vasculitis, y otras enfermedades autoinmunes con mayor
predileccibn por otros aparatos que no sean necesariamente el aparato
locomotor. Sin embargo, en mi primer afio de adjunta, empecé a trabajar en otro
hospital completamente nuevo para mi y un compafiero, actualmente, gran
amigo, me contagio su entusiasmo por otras enfermedades reumaticas que no
fuesen las que vemos en los capitulos de House. Y aqui estoy, nerviosa, pero
con mucha ilusién, escribiendo una de las primeras paginas de mi tesis doctoral
sobre artritis reumatoide y riesgo cardiovascular, una de las primeras causas de

morbi-mortalidad en este grupo de pacientes.

A ellos, a todos los pacientes con artritis reumatoide de cualquier etnia, género,
edad, y religién, va dirigida esta tesis doctoral. Para que ayudaros, siempre sea
el primer motivo de cualquier trabajo de investigacion que realice, ahora vy

siempre.
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1. RESUMEN

En los pacientes con artritis reumatoide, la inflamacion propia de la enfermedad asi
como la actividad de la misma, se han relacionado con un perfil lipidico anémalo.
La capacidad aceptora de colesterol HDL, conocida como flujo reverso de
colesterol, es la capacidad del colesterol HDL para aceptar el colesterol de los
macroéfagos. Esta funcion principal del HDL colesterol no sélo se ha vinculado a
eventos cardiovasculares en poblacion general, sino también, parece estar

alterada en los pacientes con artritis reumatoide.

En esta tesis doctoral se realizan diferentes analisis en una poblacién de pacientes
con artritis reumatoide con el objetivo de discernir si existe una relacién entre la
capacidad aceptora del colesterol HDL y distintos parametros predictores de la
ateroesclerosis subclinica asi como caracteristicas de la propia enfermedad
articular. Del mismo modo, se estudia la posible asociacion entre las
concentraciones séricas de las diferentes lipoproteinas y el perfil lipidico
estdndar en pacientes y grupo control. La tesis incluye una revision de la
literatura sobre riesgo cardiovascular en pacientes con artritis reumatoide asi
como una revisiéon de los principales mecanismos fisio-patogénicos implicados
en el aumento de riesgo cardiovascular en estos pacientes. La investigacion de
la presente tesis se divide en tres apartados. Un primer apartado en el que se
describen las variables clinicas de los pacientes con artritis reumatoide y el grupo
control, y en el cual se recalcan las diferencias pertinentes. Un segundo apartado
que refleja las distintas asociaciones entre el perfil lipidico y la capacidad
aceptora de colesterol en los pacientes con artritis reumatoide y los controles.
Finalmente, un tercer apartado en el que se investiga la relacion entre los
parametros predictores de ateroesclerosis subclinica y la capacidad aceptora de

colesterol. No cabe la menor duda que serdn necesarios otros analisis para



poder entender profundamente los mecanismos del riesgo cardiovascular en la
artritis, sin embargo, nuestros resultados podrian ser un paso previo y tener su

aplicacion en practica clinica.



2.

SUMMARY

Lipid profiles appear to be altered in rheumatoid arthritis patients because of disease

activity and inflammation. Cholesterol efflux capacity which is the ability of high-
density lipoprotein cholesterol to accept cholesterol from macrophages, has been
linked not only to cardiovascular events in the general population but also, to be

impaired in patients with rheumatoid arthritis.

the present work, we performed different analyses in a rheumatoid arthritis
population in order to investigate whether there is a relationship between the
acceptance capacity of HDL cholesterol and different predictive parameters of
subclinical atherosclerosis as well as characteristics of the joint disease itself.
Similarly, the possible association between the serum concentrations of the
different lipoproteins and the standard lipid profile in patients and control group is
studied. Furthermore, the present work includes a review of the literature on
cardiovascular risk in patients with rheumatoid arthritis as well as a review of the
main pathophysiological mechanisms that may be involved in the increased
cardiovascular risk in these patients. The thesis research is divided into three
sections. The first section describes the clinical variables of patients with
rheumatoid arthritis and the control group, and emphasizes the relevant
differences. A second section reflecting the different associations between lipid
profile and cholesterol acceptance capacity in patients with rheumatoid arthritis
and controls. Finally, a third section investigating the relationship between
predictive parameters of subclinical atherosclerosis and cholesterol acceptance
capacity. Although other analyses will undoubtedly be necessary to understand
in depth the mechanisms of cardiovascular risk in rheumatoid arthritis, some of

our results might be a preliminary step and have applicability in clinical practice.
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3. Introduccion

3.1. Justificacién del trabajo

El aumento de riesgo cardiovascular (RCV) en los pacientes que padecen artritis
reumatoide (AR) es responsable de un aumento de la morbilidad en este grupo
de pacientes y es ademas, una de las principales causas de mortalidad. Durante
los dltimos afios se ha profundizado en los posibles mecanismos fisio-
patogénicos que conllevan a un aumento del riesgo!. Si se deja a un lado el
componente genético y los factores de riesgo cardiovascular (FRCV) clasicos,
se evidencia que la propia inflamacion juega un papel fundamental en la

ateroesclerosis acelarada observada en la AR?3.

Se describen diversos estudios que ponen de manifiesto que la propia enfermedad
reumatica es un factor predisponente para desarrollar un perfil lipido
ateroesclerético. Este a su vez, se correlaciona con la actividad de la enfermedad
y con los farmacos modificadores de la enfermedad (FAMES), tratamientos
empleados en estos pacientes®. Sin embargo, paraddjicamente, la modificacion
del perfil lipidico en la AR se caracteriza por una disminucion del colesterol total

y del colesterol LDL por mecanismos todavia desconocidos®.

La capacidad aceptora del colesterol (CEC) consiste en la habilidad del HDL
colesterol para captar el colesterol de los macréfagos. Este hecho representa un
paso fundamental en el transporte reverso del colesterol®’. Por otro lado, se ha
observado que el transporte reverso del colesterol se correlaciona con el grosor
de intima media (CIMT) y la enfermedad coronaria en poblaciéon sana,
independientemente de los niveles de colesterol HDL del individuo. Asi mismo,
se ha demostrado que la CEC esta alterada en pacientes con AR y que este

hecho se correlaciona con la inflamacion sistémica propia de la enfermedad y la
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capacidad anti-oxidante del HDL-C8 Sin embargo, las implicaciones de la
alteracion de la CEC en el desarrollo de la ateromatosis subclinica en pacientes

con AR no se han estudiado hasta el momento.

3.2. Riesgo cardiovascular en la artritis reumatoide

La AR es una enfermedad autoinmune sistémica que afecta a un 0'5% de los
adultos en Espafia. Es mas frecuente en mujeres que en hombres, con una
proporcién de 3:1. Su prevalencia mundial es mayor del 1% siendo mas comudn
en el norte de Europa y en América. Puede comenzar a cualquier edad, aunque
su inicio es mas frecuente entre los 40 y los 60 afios. La incidencia aumenta en
familiares (2-3 veces) y en gemelos monocigoticos, en éstos la presencia de la

enfermedad tiene una mayor concordancia®.

La AR no solo afecta a las articulaciones sino que también, puede ser responsable
de manifestaciones extra-articulares. En otras palabras, puede afectar a otros
organosy aparatos fuera de la articulacién. En el caso del sistema cardiovascular
por ejemplo, la pericarditis es la manifestacion mas frecuente encontrandose
hasta en un 50% de las autopsias de estos pacientes. Asimismo, esta bien
establecido que los pacientes con AR tienen mas ateroesclerosis, con una mayor
prevalencia de los FRCV clasicos tales como la hipertension, la

hipercolesterolemia, la diabetes, la obesidad y el tabaquismot,

Durante décadas, la presencia de FRCV en las enfermedades autoinmunes
sistémicas (EAS) se ha subestimado, pero lo cierto es que los eventos
cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en los pacientes con AR
(10-30% de las muertes). Asimismo, la mortalidad por eventos cardiovasculares
estd aumentada con respecto a poblacién general, por encima de un 50% segun

algunos meta-analisis**.
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Varios estudios retrospectivos ponen de manifiesto que los pacientes con AR tienen
mayor riesgo de mortalidad por infarto agudo de miocardio y fallo cardiaco
cuando se comparan con grupos de poblacién de su misma edad y género011:16,
La asociacion de los FRCV tradicionales con el desarrollo de eventos
cardiovasculares parece ser diferente en pacientes con AR que en poblacién

general*1e,

A lo largo de los afios, mdltiples estudios sugieren que la inflamacion que
caracteriza a la AR es clave en la predisposicion para desarrollar un evento
cardiovascular. En un estudio realizado sobre autopsias de pacientes con AR se
encontrd no solo inflamacion en el tejido arterial coronario sino también un mayor
nimero de placas inestables'’. Asimismo, otros autores han demostrado que la
presencia de actividad de la enfermedad medida por articulaciones inflamadas y
proteina C reactiva (PCR) elevada, se asocié a mayor numero de placas
carotideas!®?°. A este hecho se suman los marcadores genéticos como el HLA-
DRB1*0404 que también se ha asociado a eventos cardiovasculares®, el

tratamiento con glucocorticoides?y la presencia de auto-anticuerpos??23,

3.3. FRCV en los pacientes con Artritis Reumatoide

3.3.1. Hipertensioén arterial en la AR

La hipertension arterial es un factor de riesgo bien establecido para el desarrollo de
RCV con una prevalencia en torno a un 29% en poblacién general?*. La
prevalencia en pacientes con AR se establece entre un 3'8%-7'3%2%° siendo
éste un factor de riesgo independiente para el desarrollo de eventos
cardiovasculares. En un meta-analisis que incluyd estudios longitudinales, se
encontr6 un 84% de aumento de riesgo en aquellos pacientes con AR e

hipertensos cuando se compar6 con el grupo de no hipertensos (RR 1,8 95% CI
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1,4-2,5)%. En el estudio de Singh y colaboradores, se utilizaron modelos de
prediccion de riesgo cardiovascular basados en el Framingham Heart Study. Se
observo que un aumento de 20 mmHg de la presién arterial sistélica en pacientes
con AR se asociaba a 1572 eventos isquémicos cardiacos adicionales por afio*.
No obstante, a pesar de la asociacion de hipertension arterial y el riesgo
cardiovascular, el cribado de este parametro en los pacientes con AR suele ser

subo6ptimo.

En estos pacientes se evidencia también que los efectos de la inflamacion sistémica
y los diferentes tratamientos utilizados contribuyen junto con polimorfismos

genéticos especificos, a la hipertension arterial®?-34,

3.3.2. Resistencia a la insulina y diabetes en la AR

La ARy la diabetes estan fuertemente asociadas®. Mediadores inflamatorios como
son las interleucinas 1 beta (IL-1B), la interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) contribuyen de manera significativa en la aterosclerosis.
Estas citocinas pro-inflamatorias pueden producir una disfuncion de las células
beta y progresivamente conducir este proceso a una resistencia a la
insulina®3%4° Por tanto, existe una relacion bidireccional entre la AR y la
diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) de tal forma que los pacientes con AR tienen mas
riesgo de desarrollar DM-2 y ésta a su vez, es mas prevalente en los pacientes

con ARY.

En una cohorte italiana de pacientes con AR se objetivd una mayor alteracién del
metabolismo de la glucosa con respecto a controles sanos (apareados por edad
y género) y esta alteracién a su vez se asocié con FRCV tradicionales y actividad
de la enfermedad®’. Los mismos autores encontraron un riesgo significativo de
desarrollar diabetes tipo 2 en los pacientes con AR en un estudio longitudinal de

un afio de seguimiento®®. Recientes publicaciones han demostrado que algunos
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de los farmacos utilizados para el tratamiento de la AR pueden producir un efecto

positivo en la prevencién de la diabetes®.

3.3.3. Obesidad en la AR

La obesidad, igual que la hipertension y la diabetes, es un factor asociado de forma
independiente al riesgo cardiovascular en pacientes con AR*#2, La obesidad
ademas se asocia a disfuncion endotelial y promueve la aterosclerosis. El tejido
adiposo es una fuente de factores inflamatorios como son la IL-6, el TNF-alpha
y la PCR, lo que induce un estado de inflamacion de bajo grado que contribuye
al riesgo cardiovascular®®. Es sabido que algunas citocinas producidas por los
adipocitos (adipocinas) tales como la resistina, la adiponectina o lectina, tienen
acciones proinflamatorias. El desequilibrio entre estas adipocinas actia como

potenciador de la inflamacion y del riesgo cardiovascular en la AR (Figura 1).

L6
1L-1 TGF-p
Leptin g————> ™NFa

Inflammatory mediator release

/(C_D _ép @B cel\s@
> ) Adiponectin €&———>|Macrophages T cells
i S
= — .
~ Immune system modulation
SE®
Dysfunctional

adipose tissue

/ Osteoblast dysfunction
Visfatin
Resistin «——— E

Endothelial dysfunction

Figura 1. Papel de las adipocinas en la inflamacion y el RCV en la AR. Adaptado de Carbone F,
et al*. Interleucina 1 (IL-1); interleucina 6 (IL-6); factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a);

factor de necorsis tumoral beta (TNF-B).
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Asimismo, se observa una correlacion negativa entre un IMC elevado (indice de
masa corporal) y el CIMT*®. Paradéjicamente, un IMC bajo en pacientes con AR,
esto es, < 18,5 kg/m? se asocia a un aumento del riesgo cardiovascular,

posiblemente, por la caquexia reumatoidea*®4’.

3.3.4. Dislipemia en la AR

La relacién de los lipidos y el RCV en pacientes con AR es mas compleja de lo que
se piensa. En poblacién general, el perfil aterogénico de los lipidos viene
determinado por un colesterol total (CT) y colesterol de baja densidad (LDL-C)
elevado y colesterol de alta densidad (HDL-C) disminuido. La dislipemia es
frecuente en los pacientes con AR y se asocia a RCV“, Incluso podria estar
presente antes del diagnéstico de la enfermedad®. Los niveles de lipoproteina
A, estructuralmente similar al LDL-C y aterogénica, también se describen

elevados en pacientes con AR,

Se debe tener en cuenta que los niveles de colesterol total disminuyen con la
inflamacién. La Third National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) compard el perfil lipidico de 128 pacientes con AR con una edad = 60
afios con un grupo control de pacientes sin AR. Este estudio puso de manifiesto
gue los pacientes con AR que no tomaban FAMESs y/o glucocorticoides, tenian
niveles de HDL-C significativamente mas bajos®2. Del mismo modo, en aquellos
pacientes con AR activa se encontraron niveles disminuidos de CT y LDL-C
mientras que el riesgo de desarrollar infarto agudo de miocardio se mantuvo 1'6

veces mayor que en pacientes sin AR*%2,

A este fendmeno se le conoce como ‘ipid paradox” — paradoja de los lipidos, es
decir, los niveles bajos de LDL no se asocian necesariamente a una disminucién
del RCV. Por otro lado, los niveles elevados de PCR se asociaron a mayor

inflamacién que se correlaciono con niveles bajos de LDL-Cy CT y altos de HDL-

11



Introduccion

C, sin embargo, al mismo tiempo, la PCR elevada se asocié a RCV®>*, El
mecanismo exacto por el que existe esta “lipid paradox™ paradoja de los lipidos
es desconocido: los factores genéticos pueden disminuir la sintesis de lipidos y
aumentar su eliminacién; también el CT es un sustrato importante para todos los
procesos inflamatorios por lo que podrian estar relacionados con la disminucion
del CT>1% Asimismo se sugiere que los tratamientos para la AR pueden
disminuir la inflamaciéon aumentando los niveles de colesterol, especialmente
farmacos bioldgicos tales como el tocilizumab (farmaco inhibidor del receptor de

IL-6)55.

Dejando a un lado las modificaciones cuantitativas en los lipidos, la inflamacion
también tiene un impacto en el aspecto cualitativo del colesterol. Los niveles de
inflamacion podrian determinar cuél es el impacto del LDL-C en el RCV. Por
ejemplo, el LDL-C tiene mas impacto cuando la VSG (velocidad de
sedimentacion globular) es mayor de 39 mm/hora*. Asimismo, la inflamacion
afecta la capacidad anti-oxidante del HDL-C. En circunstancias normales, el
HDL-C es responsable de inhibir la oxidacién del LDL-C y el flujo reverso de
colesterol desde la pared de los vasos®®. En un estado de inflamacién, el HDL-C
se altera y pierde su capacidad para remover el colesterol de la ateroesclerosis
volviéndose pro-aterogénico®®®’. Los pacientes con AR tiene un ratio CT:HDL-C
elevado lo que indica un alto riesgo aterogénico. Los tratamientos para la AR
mejoran la funcién del HDL-C como consecuencia de la disminucién de la
inflamacién por lo que es fundamental controlar la actividad de la enfermedad en

la AR.

3.3.5. Tabaquismo y AR

La prevalencia de tabaquismo, es mayor en pacientes con AR que en la poblacién

general y esta bien establecido que éste se correlaciona con el FR positivo®® y la
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citrulinizaciéon con la consiguiente produccion de ACPA®, aumento de la
gravedad de la enfermedad articular®® y peor respuesta al tratamiento®:. En
efecto, todos estos factores se asocian a comorbilidad cardiovascular en los
pacientes con AR. En un estudio longitudinal que incluyé 37.568 pacientes con
AR, y 896 eventos cardiovasculares, el ser fumador se asocié a infarto de
miocardio en un 42% vs los pacientes nunca fumadores (HR 1,4 95% CI 1,1-
1,8)!8. En otro estudio con 5.638 pacientes con AR sin historia previa de eventos
cardiovasculares, con un seguimiento de 5,8 afios, se observo que los pacientes
gue fumaban tenian mayor riesgo que otros pacientes con diferentes FRCV de

desarrollar un evento®.

TRADITIONAL RISK FACTORS

Diabetes: Tobacco: Hypertension: Dyslipidemia:
m Hyperglycemia m Oxidation m Metabolic demand m LDL
Eeme————— m Advance glycosylated m Acetaldehydes m Oxidation m Oxidation
end products m Free radicals m Tissue ischernia m Adducted lipoproteins
m Oxidation m Antigenic epitopes m Endothelial dysfunction

-» Pro-inflammatory
cytokine production TNF
RA RELATED RISK FACTORS
Post-translational .
modifications and Anti-MAA
» autoantibodies ACPA RF

Plague
TRADITIONAL RISK FACTORS .
J Targetantigens

e Endothelial cells

Obesity: Genetics: Chronic kidney disease:

m Inflammatory cytokines m Altered background m Oxidation
7777777 m Adipokines CVD risk m Tissue ischemia

m Insulin resistance m Complex m Endothelial dysfunction

polygenetic risk

m Oxidation

Figura2. Resumen de los mecanismos implicados en el desarrollo de RCV en la AR. Adaptacion
de England BR, et al®. Diferentes mecanismos interfieren en el desarrollo del RCV en la AR.
La alta actividad de la enfermedad participa en la inflamacion sistémica y la produccién de
citocinas pro-inflamatorias. Esta inflamacion produce modificaciones cuantitativas y
cualitativas que alteran el transporte del colesterol y favorecen la formacién de mastocitos.
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Las modificaciones post-translacionales de ciertas proteinas actian como dianas para
anticuerpos dela ARy a su vez, producen un efecto deletéreo en el sistema cardiovascular,
favoreciendo la inflamacion local y sistémica. El estrés oxidativo, que resulta de la
inflamacion, contribuye con estas modificaciones post-translacionales de proteinas
afectando directamente a la funcién endotelial. Estos mecanismos relacionados con la
propia AR, exacerban la patogenicidad de los FRCV clasicos como el tabaco, la obesidad,
la diabetes, la dislipemia, la hipertension, entre otros. Factor de necrosis tumoral (TNF);
interleucina 1 (IL-1); interleucina 6 (IL-6); high density lipoprotein (HDL); low density
lipoprotein (LDL); LDL oxidado (oxLDL); anti-malodialdehido acetaldehido (anti MAA); anti-
péptido citrulinado (ACPA); factor reumatoide (RF); especies reactivas de oxigeno (ROS).

3.4. Mecanismos comunes entre la inflamacién y la aterosclerosis en la

artritis reumatoide

3.4.1. Relacion entre inflamacion vy aterosclerosis en la artritis reumatoide

La AR y la aterosclerosis comparten mecanismos de inflamacién comunes como
son la activacion de las células T y mastocitos, la produccion de citocinas pro-
inflamatorias y la sobreexpresion de moléculas de adhesion leucocitarias®®. Los
complejos inmunes y las citocinas pro-inflamatorias como el TNF alfa, IL-1p e IL-
6 surgen principalmente de tejidos diana inflamados, tales como la membrana
sinovial y tejidos linfoides secundarios como son el bazo, los nddulos linfoides y
el tejido adiposo. Estos mediadores pro-inflamatorios se liberan a la circulacion
sistémica con potentes efectos en numerosos tejidos como son el sistema
musculo-esquelético, el tejido adiposo, el higado y los vasos sanguineos. Todo
ello resulta en un control sobre los factores de riesgo cardiovascular que implican
una disfuncién vascular, una alteraciéon en la composicién de los lipidos, efectos
protrombdticos y aumento de la resistencia a la insulina. Todos estos factores

pueden promover la aterogénesis®®’ (Figura 3).
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Figura 3. Factores implicados en la relacién entre la inflamacion sistémicay el RCV en la AR.

Adaptada de Ferguson LD, et al®’. En el torrente sanguineo se liberan diferentes citocinas
pro-inflamatorias, como son el TNF, IL-1B e IL-6, quimiocinas e inmuno-complejos. Estas
moléculas afectan desde la distancia, a numerosos tejidos. El dafio al tejido vascular puede
desencadenar una inflamacion de la pared arterial, una disfuncion endotelial y rigidez
arterial, todos ellos, marcadores de dafio subclinico y precursores de ateroesclerosis que
en Ultima instancia, conllevan a enfermedad coronaria. El aumento de citocinas sistémicas
impide la absorcién de glucosa mediada por insulina en el sistema musculo-esquelético,
produciendo atrofia muscular y alterando la capacidad funcional de los muisculos y en
Gltima instancia, contribuyendo a la resistencia a la insulina. Asimismo, la inflamacion
sistémica puede alterar la composicion corporal, aumentando el depdsito central de grasa
y disminuyendo la masa magra. El aumento delalL-6 en la AR puede incrementar la sintesis
de fibrinbgeno y otras moléculas pro-coagulantes en el higado, contribuyendo a un estado
de hipercoagulabilidad. Factor de necrosis tumora (TNF); interleucina 1l-beta (IL-1B);
interleucina 6 (IL-6); low density lipoprotein cholesterol (LDL-C); high density lipoprotein
cholesterol (HDL-C); C reactive protein (CRP).

Estudios ex—vivo e in-vitro han demostrado un aumento de la expresién de

determinadas citocinas como el TNF-alfa, la IL-18 y la IL-33 en las células

endoteliales de la capa adventicia de la aorta en pacientes con AR que han sido

o6n

Adipose tissue

n

« T Central fat

® L lean mass

15



Introduccion

intervenidos de un bypass aorto-coronario, en comparaciéon con controles®,
Estos hallazgos sugieren que la existencia de un Unico proceso pro-inflamatorio
en la adventicia de pacientes con AR, puede desencadenar una activacion del
sistema inmune innato y adaptativo que patrticipa en el proceso aterogénico®. In
vitro, la adiciéon de IL-17 y TNF-alpha escinde la VE-cadherina (vascular
endothelial cadherin), una molécula de adhesion especifica y primordial en el
mantenimiento de las uniones endoteliales. La escisién de esta molécula resulta

en un aumento de la permeabilidad, el edema intersticial y la hemorragia in vivo™.

La relacion entre la AR y la aterosclerosis manifiesta en numerosos estudios, un
aumento del grosor del CIMT sumado a un mayor numero de placas carotideas
en los pacientes con AR con respecto a controles sin historia de enfermedad
cardiovascular’. Asimismo, la presencia de placas fue mas prevalente en los
pacientes con AR (71%) con respecto a individuos sanos aleatorizados por edad

y género (45%)72.

Siguiendo esta linea de investigacion, Del Rincon L y colaboradores, realizaron
ecografias carotideas de manera sistematica a 487 pacientes con AR y objetivan
gue la inflamacion sistémica y los FRCV clasicos predecian el desarrollo de
aterosclerosis. De forma notable, el riesgo relacionado con la inflamacion

sistémica fue, en efecto, dependiente de los FRCV clasicos™.

3.4.2. Relacion entre inflamacion, actividad de la enfermedad v riesgo cardiovascular

Diversos estudios observacionales ponen de manifiesto una relacion entre la
actividad de la AR y los eventos cardiovasculares*®-43, En efecto, un estudio de
casos y controles escandinavo, estudid la asociacion entre AR precoz con
actividad moderada-grave y sindrome coronario agudo’®. Otro trabajo objetivd
gue el grupo de pacientes con AR en remision tenia un 53% de menor riesgo

cardiovascular que el grupo de pacientes con un indice de actividad elevado,
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todo ello independientemente de los FRVC tradicionales™. En la cohorte de
Nijmegen (cohorte de AR precoz) se objetivd que el aumento en una unidad del
DAS 28 se asociaba a un aumento del riesgo de un 33% para eventos
cardiovasculares, independientemente de la duraciéon de la enfermedad’®.
Asimismo, la PCR Yy la VSG se correlacionaron con un aumento estadisticamente

significativo del riesgo cardiovascular®2°,

Tanto el numero de articulaciones inflamadas como la elevacién de la PCR se
asocia a la progresion de placas carotideas. Ademas, la concentracion de IL-6 y
TNF-alpha circulante se correlacion6 con la presencia de calcificaciones en
arteria coronaria en los pacientes con AR*’":’®_ Por tanto, los estudios sugieren
que tanto la inflamacion sistémica como los FRCV tradicionales, son predictores

de la progresion de la ateroesclerosis en la AR,

3.4.3. Estrés oxidativo y riesgo cardiovascular en la AR

El estrés oxidativo, un desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y los antioxidantes, estd aumentado durante el proceso de inflamacion,
contribuye al desarrollo de riesgo cardiovascular y AR, y representa otra posible

via comun entre ambas enfermedades’®83.

3.4.4. Disfunciéon endotelial y riesgo cardiovascular en la AR

La disfuncion endotelial también juega un papel en el riesgo cardiovascular de la
AR debido a su asociacion con la aterosclerosis temprana?®#4&, E| endotelio
regula el tono vascular y la homeostasis y su alteracion es mecanismo clave en
el desarrollo de aterogénesis. En una cohorte de pacientes con AR se evaluaron
los parametros asociados a respuesta vascular y se observé que un 86% de los
pacientes tenian disfuncién endotelial. Asimismo, aquellos pacientes que tenian
parametros de respuesta vascular mas elevados también tenian menor gravedad

de la AR y menor nimero de articulaciones inflamadas®. Del mismo modo,
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encuentran un menor niamero de células endoteliales progenitoras (EPCs) asi

como una funcién anémala de las mismas en pacientes con AR®’,

Otros autores denotan una correlacion positiva entre las EPCs y la disfuncién
endotelial y el riesgo cardiovascular evaluado por el Framingham score en
poblacién sana. No obstante, el nimero de EPCs tuvo una correlacion inversa
con la disfuncion endotelial, es decir, los individuos con menor nimero de EPCs

tuvieron mayor disfuncién endotelial®.

3.4.5. NETosis y aterosclerosis acelarada en la AR

La NETosis (Neutrophil Extracellular Traps — NETS) es una forma de muerte celular
que se caracteriza por la liberacion de cromatina sin condensar y de los
contenidos granulares al espacio extracelular. Este proceso se ha relacionado

con la patogenia de las enfermedades autoinmunes, entre ellas la AR®1,

Del mismo modo, existe cada vez mas evidencia sobre la implicacion de la NETosis
en todas las fases de la aterogénesis, desde la disfuncion endotelial temprana
hasta la ruptura de la placa aterosclerética y la aterotrombosis®3, Los NETs
pueden actuar como alarminas (danger-associated molecular patterns o DAMPS)
y mantener un circulo vicioso inflamatorio que conlleva a la expresion endotelial
de moléculas de adhesion, citocinas, especies reactivas de 6xigeno y factores

pro-tromboticos como el factor de von Willebrand (VWF) y la P-selectina®-¢,

La inhibicién de la NETosis se ha considerado como una estrategia terapéutica
primordial en modelos murinos para disminuir la inflamacion del vaso y la ruptura
de la placa® %. En humanos, los productos derivados de la NETosis podrian
servir como biomarcadores sobre el riesgo aterotrombético y aterosclerético,
pero de momento, son poco especificos®. No obstante, en una cohorte de
pacientes con AR se objetivd que la presencia de células sin nucleosomas

correlacionaba positivamente con la presencia de aterosclerosis (medida por el
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CIMT) con una elevada especificidad®®. Asimismo, se ha observado que
infliximab y tocilizumab pueden suprimir los NETs con un efecto beneficioso en

la disfuncién endotelial y efecto anti-trombético®1%,

3.4.6. Susceptibilidad genética y aterosclerosis en la AR

El

3.5.

antigeno leucocitario humano (HLA) es una de las mayores proteinas
polimérficas y esta bien establecida su asociacion con la AR pero también con
enfermedades cardiovasculares?1°!, E| HLA-DRB1*01*04 y el HLA-DRB1*04*04
se asocian a disfuncion endotelial y aterosclerosis carotidea. Ambos confieren
mas riesgo que otras variantes para el desarrollo de eventos cardiovasculares'®.
Por otra parte, diferentes variantes genéticas de mediadores inflamatorios como
son el TNF-alpha y las adipocinas, podrian actuar como factores de riesgo

comunes para la AR y las enfermedades cardiovasculares®3107,

Capacidad aceptora del colesterol HDL (CEC) vy riesgo

cardiovascular

3.5.1. Mecanismos implicados en el transporte vy flujo reverso de colesterol

Los macrofagos ricos en lipidos — foam cells — son inducidos por oxiteroles

(productos derivados de la oxidacion del colesterol) secretados por el LDL-C,
formando el nlcleo de la placa aterosclerdtica en la pared arterial'®. La
apoptosis de macréfagos empieza con una cascada inflamatoria que conlleva a
la ruptura de la placal®. Los oxiteroles y el flujo libre de colesterol fuera de los
macrofagos en los HDL-C promueven la regresion de la placa y disminuyen la
inestabilidad de la misma y ocasionalmente, son secretados via biliar y

hepatica®.
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Las particulas HDL empiezan siendo una ApoA-l (apolipoproteina A-l) pobre en
lipidos que se sintetiza en el higado y el intestino. Estas moléculas de ApoA-I
(Prebeta-1 HDL) adquieren el colesterol circulante del higado y los tejidos
periféricos via ABCA-1 (ATP binding cassette transporter 1). Mdltiples moléculas
ApoA-I se combinan para funcionar como una “jaula” de proteinas que formara
parte del interior de una particula de HDL, pero éstas, solo pueden asumir el 65%
de la masa de proteina de una particula de HDL madura®. Existe una importante
heterogeneidad en la composicion de proteinas y fosfolipidos de las moléculas
HDL, por tanto, es probable que el HDL englobe una variedad de particulas de

diferente composicion pero densidad similart®®110,

La lecitina-colesterol-acetiltransferasa (LCAT) funciona como mediador entre la
conversion del colesterol libre a éster de colesterol dentro del HDL-C. Esta
funcién mantiene un gradiente de colesterol libre equilibrado entre el colesterol

en la periferia y el circulante, promoviendo el flujo del mismo*?°,

Las particulas maduras de HDL-C pueden de alguna manera promover el transporte
reverso de colesterol via macréfago ABCG-1 de forma unidireccional. Los
receptores SR-B1 (scavenger receptor class B type 1) median el flujo e influjo de
colesterol entre macréfagos y HDL-C maduro de forma bidireccionalt'®?,
Finalmente, la difusibn acuosa pasiva del colesterol es un componente
fundamental del transporte reverso de colesterol desde el macréfago a HDL

maduro. El éster de colesterol en el HDL-C puede ser suministrado al higado via
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SR-B1 con la consiguiente excrecion en via biliar y posteriormente, fuera del

organismo®®®'2 (Figura 4).
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=t
Lipid Poor HDL

i

Figura 4. Mecanismo del flujo reverso de colesterol. Adaptado de Bhatt A, et al'*?. Lecithin-
cholesterol acyltransferase (LCAT); cholesteryl ester transfer protein (CETP); free
cholesterol (FC); cholesterol ester (CE); triglycerides (TG); LDL receptor (LDL-R).

3.5.2. CEC en poblacién sana vy riesgo cardiovascular

Un nivel bajo de HDL-C es un factor de riesgo independiente para desarrollar
enfermedad cardiovascular aterosclerética'*®. Sin embargo, en ensayos clinicos
aleatorizados, controlados, los farmacos empleados para aumentar los niveles
de HDL no consiguieron disminuir el riesgo, a pesar de si conseguir aumentar el
HDL-C*417 Asimismo, variantes genéticas que predisponen a niveles elevados
de HDL-C tampoco se asocian en todos los casos a disminucion de enfermedad
cardiovascular'!®. Por estos motivos, existen limitaciones a la hora de evaluar el
riesgo de desarrollar un evento cardiovascular teniendo en cuenta solo los

niveles de HDL-C o apoA-I.
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El HDL tiene numerosas funciones que no se reflejan midiendo los niveles de HDL-
C!°, El papel protector del HDL frente a la ateroesclerosis se consigue mediante
diferentes mecanismos tales como la capacidad aceptora del colesterol, los
efectos anti-inflamatorios y anti-oxidantes. Todo ello depende no solo de los
niveles circulantes de HDL sino de su composicién y funcionalidad. La capacidad
aceptora de colesterol HDL (CEC) refleja la habilidad del HDL para captar el
colesterol procedente de los macréfagos. Este proceso a su vez, representa el
paso inicial del transporte reverso de colesterol: el HDL capta el colesterol que
se encuentra en tejidos periféricos, transportandolo al higado para ser
excretado!0®120121 Este proceso ocurre en diferentes pasos y en él participan
diferentes moléculas como son la ABCG-1 (ATP binding cassette transporter G1)
y la ABCA-1 (aqueous diffusion, scavenger receptor B1). La expresion de los
transportadores de colesterol varia en las diferentes células y especies siendo el
SR-B1 (scavenger receptor class B type 1), el ABCAL1 y ABCG1 los que estan

expresados en macrofagos de humanos.

La funcién del HDL como aceptor del colesterol depende parcialmente del grado de
maduracion del mismo1°9122123 gGj el flujo es eficiente, se produce una interaccién
entre el HDL y SR-B1, ABCAl y ABCGL1 y se activan diferentes mecanismos de
sefalizacién intracelular tanto en macréfagos como en células endoteliales que
resultan en una preservacion del vaso?#'%, E| transporte reverso de colesterol
se considera la funcién principal del HDL pero se conoce también, que existen
otras funciones que contribuyen a la cardioproteccion como son la activacién
endotelial de la 6xido nitrico sintetasa endotelial, la adhesién de monocitos y la

agregacion plaquetaria?®.

La relevante implicacion de la CEC en la prevencion de la ateroesclerosis en
modelos aminales lleva a que se intensifiquen los estudios en este campo en

humanos!?%?’, Uno de los primeros estudios se realiz6 en 204 varones con bajo
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riesgo de aterosclerosis. Se observé que la CEC fue inversamente proporcional
a CIMT, marcador que se asocia a enfermedad cardiovascular independiente de
los niveles de colesterol HDL-C y los niveles de ApoA-I°. Los niveles de HDL-C
se correlacionaron con la CEC (r=0,85; p<0,001) pero no se correlacionaron con
el CIMT#129  Estos resultados sugieren que la relacién entre la CEC y
aterosclerosis no se puede explicar completamente por los niveles de HDL-C.
Otro estudio investigo la relacion entre la CEC y la aterosclerosis coronaria
explorada por angiografia en pacientes con psoriasis sin historia de enfermedad
coronaria. La baja CEC se asocié a mayor dafio coronario, concretamente, de
placa no calcificada, independientemente de los FRCV**. Estos dos estudios
evidencian que incluso en poblacion de bajo riesgo y con escasos factores de
riesgo cardiovascular, la funcién del HDL puede ser anormal y podria ser un

factor predictivo para aterosclerosis.

La relacion entre la CEC y aterosclerosis también se evalué en cohortes
poblacionales de alto riesgo cardiovascular mediante pruebas complementarias
como la angiografia coronaria. La CEC fue inversamente proporcional a la
presencia y la gravedad de la enfermedad coronaria evaluada por angiografia.
La estenosis se defini6 como una ocupacion de > 50% en una enfermedad
coronaria, independientemente de los niveles de HDL-C y la ApoA-1. Este trabajo
demostro la asociacion entre la CEC y aterosclerosis®. Por otro lado, otro estudio
de cohortes no encontré asociacion estadisticamente significativa entre la CEC
y la enfermedad coronaria (evaluada por angiografia) después de ajustar por
factores de riesgo y HDL-C*®, Por tanto, los estudios publicados hasta ahora
sugieren que si que existe una asociacién inversa entre enfermedad coronaria y
la CEC pero en pacientes de bajo riesgo cardiovascular. La asociacién entre

estas dos variables en pacientes de alto riesgo es controvertida.
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La CEC se asocia a eventos cardiovasculares y a enfermedad aterosclerética
cardiovascular incidente. En este sentido, diversos estudios ponen de manifiesto
la asociacion entre la CEC y el aumento de los niveles de LDL-C, por el contrario,
encuentran escasa relaciéon con los FRCV clasicos”**2. En el estudio de la
cohorte de Dallas’, se estudiaron 2924 individuos sin enfermedad cardiovascular
y se observé una correlacion débil entre la CEC y HDL-C (r=0,07; p<0,05) y
moderada con los niveles de HDL-T (r=0,15; p<0,05). Otro estudio anglosajon*?
evidenci6 una asociacion moderada de la CEC con el HDL-C (r=0,4; p< 0,05) a
diferencia de lo encontrado en la cohorte de Dallas. No obstante, los resultados
finales fueron similares: se encontr6 una relacion inversa entre la CEC y
enfermedad coronaria. Es importante recalcar que en estas dos cohortes la
poblacién era de bajo riesgo cardiovascular. De nuevo, existen resultados

controvertidos en cohortes de elevado riesgo.

3.5.3. CEC en AR riesgo cardiovascular: ¢,qué sabemos?

Se ha demostrado que el efecto anti-inflamatorio y anti-oxidante del HDL esta
alterado en los pacientes con enfermedades autoinmunes®***3 pero y ¢que
sabemos de la habilidad del HDL para promover el flujo de colesterol desde los

macrofagos?.

En efecto, existe una relacion inversa entre la CEC y el grosor de intima media y la
rigidez arterial en poblacion sana, independientemente de los niveles de
colesterol HDL, sin embargo, la CEC en poblaciéon con AR se ha empezado a
estudiar hace sélo algunos afos con resultados dispares, posiblemente por la
heterogeneidad de los disefios, entre otros factores*®. Hasta hace un lustro, los
estudios se centraban en la capacidad anti-oxidante del HDL-C. Recientemente,
Charles Schoeman?'® disefié un estudio transversal y aleatorizado que incluyé

40 pacientes con AR y controles aleatorizados por edad y sexo con el objetivo
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de evaluar la CEC. Los autores observaron que hubo una relacién inversa entre
la CECYy la actividad de la enfermedad en el subgrupo de pacientes con actividad
alta de la enfermedad (DAS 28 > 5,1) pero no encontraron diferencias entre la
CEC de pacientes con AR y controles. Por el contrario, otros autores no han
encontrado asociacién entre la CEC y la actividad de la enfermedad o los

marcadores de inflamacién como son la PCR y VSG82133.137.138

Con objeto de estudiar el efecto de los tratamientos sobre la CEC, se investigo a 56

pacientes con AR y varios brazos de tratamiento tales como metotrexato vs
metotrexato mas adalimumab®*’. El metotrexato aumenté la CEC via SR-B1
sobre un 6% y sobre un 7% via ABCG1 a los 6 meses de tratamiento. No
obstante, no hubo un impacto sustancial en la CEC en el grupo de tratamiento
de metotrexato mas adalimumab. Por otro lado, se encontré una asociacion
positiva entre la CEC y los niveles de HDL-C y negativa con el DAS 28 en
aquellos pacientes que estaban en tratamiento con metotrexato mas

adalimumab. La CEC no se asocié con marcadores de inflamacion.

Algunos autores recalcan también que la activacién del sistema inmune

3.6.

propiamente dicha, podria producir modificaciones en el transporte del
colesterol. Por ejemplo, el TNF-alpha puede reducir la expresion de
transportadores de colesterol, la mieloperoxidasa puede alterar los niveles de
apoA-l y el flujo de colesterol, la activacién de los receptores tipo Toll-like
aumentan la captacion y sintesis de colesterol y disminuyen el flujo del

mism0122,138—l40-

Evaluaciéon del riesgo cardiovascular en pacientes con artritis

reumatoide

La evaluacion del riesgo cardiovascular en los pacientes con AR es fundamental

para identificar aquellos pacientes en riesgo y poder iniciar estrategias de
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prevencion primaria, antes de que ocurra el evento. A lo largo de los afios, se
han estado empleando numerosos algoritmos que se emplean en poblacion
general como son el Framingham Score (FRS)'142 el SCORE (Systematic
Coronary Risk Evaluation) o el Reynolds Risk Score (RRS)!**44 Todos estos
indices infraestiman el riesgo cardiovascular en la AR ya que no tienen en cuenta
gue la propia enfermedad reumatica, es un factor de riesgo independiente para
el desarrollo de un evento cardiovascular. El algoritmo QRISK3 es el Gnico que
tiene en cuenta la AR como FRCV independiente. Sin embargo, los estudios han
demostrado que se sobreestima el riesgo en los pacientes con AR cuando se
utiliza este indice!*>%6, Recientemente se ha puesto en marcha un nuevo
algoritmo, el ERS-RA (Expanded Cardiovascular Risk Prediction Score for
Rheumatoid Arthritis), elaborado a partir de 23.605 pacientes de la cohorte
CORRONA (Consortium of Rheumatology Researches of North America)*’.
Este algoritmo incluye variables como el CDAI, el HAQ modificado (modified
Health Assessment Questionnare disability index) asi como la dosis de
glucocorticoides diaria y otros FRCV tradicionales. Aunque los resultados
pueden ser prometedores, todavia es necesario validarlo en otras cohortes para

poder discernir si se puede aplicar a poblacion general o no#,

Existen nuevos algoritmos en desarrollo para la AR. En efecto, EULAR publica en
2016 las recomendaciones sobre el manejo y el tratamiento el riesgo
cardiovascular en la AR¥. A modo de resumen, los expertos recomiendan
multiplicar por 1’5 el resultado de los algoritmos que no incluyan la AR como

factor de riesgo para dar una estimacién mas exacta del riesgo.

Otro punto a considerar en la estratificacion del riesgo de estos pacientes es
decidir, qué perfil lipidico solicitar en la analitica de rutina y cuando. En la
practica, tanto el colesterol total como el HDL-C forman parte de los algoritmos

utilizados para medir el riesgo. Se conoce que los AINES y la actividad de la
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enfermedad puede modificar la concentracion de los componentes lipidicos por
lo que estos parametros deberian ser medidos durante la fase estable de la

enfermedad?®®°.

Por otro lado, el ratio CT:HDL-C podria predecir mejor el riesgo que el nivel de
lipidos individual, sobretodo en pacientes con alta actividad de la enfermedad.

Ademas, el tratamiento de la AR generalmente no modifica este ratio®®!,

El uso de ecografia carotidea con el objeto de evaluar la presencia de placa
aterosclerética asintomatica también puede ayudar a mejorar la estratificacion
del riesgo cardiovascular en estos pacientes. En efecto, el aumento del grosor
en el CIMT de pacientes con AR se asocia a un aumento del riesgo de desarrollar
un evento cardiovascular'®?1%’, Sin embargo, aliin no existe evidencia cientifica

suficiente para incorporar esta técnica de manera rutinaria en practica clinica®®

161
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Figura 5. Ecografia carotidea de la arteria cardtida comun de un paciente control (imagen de la
izquierda, CIMT = 0,72 mm) y un paciente con AR (imagen de la derecha, CIMT=0,93 mm).
Adaptado de Khanna NN, et al'®!. Carotid intima-media thickness (CIMT).
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4. Hipotesis

Se establecieron las siguientes hipétesis de trabajo:

1) Los pacientes con artritis reumatoide tienen una capacidad aceptora del
colesterol (flujo reverso de colesterol) alterada comparada con la de controles

sanos.

2) La capacidad aceptora del colesterol (flujo reverso de colesterol) se relaciona con
determinados parametros de la enfermedad como su actividad clinica asi como
con otras caracteristicas relacionadas con la misma como alteraciones de

laboratorio y farmacos utilizados.

3) La capacidad aceptora de colesterol (flujo reverso de colesterol) se asocia a
ateroesclerosis subclinica (medida por ecografia carotidea) en los pacientes con

artritis reumatoide.
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5. Objetivos

Objetivo principal: el objetivo principal del estudio es analizar si la capacidad
aceptora de colesterol esta relacionado con la ateromatosis subclinica
determinada por la presencia de placa carotidea o aumento de niveles del grosor

de intima-media carotideo en pacientes con AR.

Objetivo secundario: como objetivo secundario se describiran los factores
dependientes de la enfermedad que puedan asociarse a variaciones en la
capacidad aceptora de colesterol como una expresion de la alteracién del perfil

lipidico asociado a la enfermedad.
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6. Material y métodos

6.1. Disefno del estudio

Estudio transversal en el que participaron 401 individuos: 203 pacientes con AR
atendidos en el servicio de Reumatologia del Hospital Universitario de Canarias
y 178 controles sanos apareados por género. Este estudio fue aprobado por el
comité ético del Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) y por el comité
correspondiente del Hospital Marqués de Valdecilla (Santander). Todos los
participantes firmaron un consentimiento informado previo a su entrada en el

estudio.
6.2. Sujetos del estudio

La seleccién de pacientes se realizé mediante un muestreo aleatorio simple. Como
criterios de inclusion, los pacientes debian tener una AR = 1 afio evolucién y ser
mayores de 18 afios de edad. Todos cumplian criterios diagndsticos
ACR/EULAR 2010 para AR, Los pacientes fueron diagnosticados por médicos
reumatélogos y seguian controles de manera peridédica en consultas externas de
reumatologia del Hospital Universitario de Canarias. Aungue los farmacos anti-
TNFa se asocian a cambios en el perfil lipidico de pacientes con enfermedad
reumatica inflamatoria, no se excluyeron pacientes en tratamiento con este grupo

de farmacos y/u otros tratamientos biolégicos.

El grupo control esta formado por pacientes sanos de la cohorte Camargo®364, En
esta cohorte se reclutaron sujetos sanos durante 5 afios (Febrero 2006 — Febrero
2011). El objetivo inicial de esta cohorte fue evaluar la prevalencia e incidencia

de enfermedad metabdlica 6sea y alteraciones del metabolismo mineral. Los
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controles fueron apareados por género y no padecian enfermedad conocida ni
tomaban medicacién alguna que pudiese influir en los niveles de lipidos,

diferente a las estatinas.

Los criterios de exclusién para el grupo control y de pacientes fueron los siguientes:
historia de infarto agudo de miocardio, angina, ictus, filtrado glomerular < 60
ml/minute/1.73 m?, historia de cancer u otra enfermedad crénica y evidencia de

infeccion activa.

6.3. Recogida de datos

6.3.1. Variables clinicas

Los datos de pacientes con AR se recogieron en una Unica visita de forma
estandarizada. En esta visita se realizaba pruebas de laboratorio en ayunasy la
ecografia carotidea para la evaluacion del CIMT. Se realizé una exploracion
fisica a todos los pacientes evaluando el peso, la talla, el IMC, el ratio cintura-
cadera, la tension arterial sistélica y diastélica (medida con el paciente en
posicién de decubito supino). La presencia o no de FRCV (condicién de fumador,
diabetes, hipertensién arterial, dislipemia) se recogié de los cuestionarios
entregados al paciente. Se revisaron las historias clinicas de los pacientes para
completar la historia con otros diagndsticos y/o tratamientos no relacionados con
el riesgo cardiovascular. Las preguntas incluidas en el cuestionario se presentan

en la Tabla 1.

La dislipemia se defini6 como “presente” si el paciente cumplia algunos de los
siguientes puntos: colesterol total > 200 mg/dl, triglicéridos > 150 mg/dl, HDL

colesterol < 40 mg/dl en hombres y < 50 mg/dl en mujeres o LDL > 130 mg/dl.
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Tabla 1. Variables demogréficas y clinicas incluidas en el

cuestionario

Variables epidemiolégicas

Fecha de nacimiento
Edad (momento de inclusién en el estudio)
Género

Antecedentes personales

Toma de acido acetil salicilico

Tabaquismo

Alcohol

Hipertension arterial

Dislipemia

Diabetes

Enfermedad crénica diferente a la AR

Historia familiar de enfermedad cardiovascular
Postmenopausia

Usos de estrogenos

Variables relacionadas con la AR

Afos de evolucion

Presencia de factor reumatoide

Presencia de ACPA

Tratamiento con glucocorticoides

Dosis media de glucocorticoides en el Gltimo afio
Tratamiento con AINEs

Tratamiento con FAMEs

Tratamiento con anti-TNFa

Otros tratamientos biolégicos

Enfermedad cardiovascular previa (criterios de exclusion)

Enfermedad coronaria (infarto, angina, insuficiencia cardiaca)
Enfermedad cerebrovascular (ictus, TIA)

Enfermedad vascular periférica (claudicacién intermitente,
isquemia arterial, venosa)

Ateroesclerosis adrtica o aneurisma toracico o abdominal

Exploracion fisica

Tensién arterial diastélica y sistélica (mmHg)
Talla (cm)

Peso (kg)

Cintura abdominal

Cintura cadera

indice C/C

NAD

NAT

Tabla 1. Variables demogréficas y clinicas incluidas en el cuestionario. Accidente isquémico

transitorio (TIA); indice cintura/cadera (indice C/C); numero de articulaciones dolorosas

(NAD); numero de articulaciones tumefactas (NAT).

6.3.2. Variables de laboratorio
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Se obtuvieron muestras de sangre periférica mediante venopuncion a todos los
pacientes que participaron en el estudio. Los pacientes estaban en ayunas. Una
vez extraidas las muestras de sangre, se centrifugaron y se obtuvo el suero de
las mismas. Se procedi6 a la congelacién a -80° de las muestras de suero y de
sangre fresca de todos los pacientes. En sangre periférica se determinaron los

siguientes valores:

- Pruebas de laboratorio: reactantes de fase aguda y hematimetria

La VSG se determind mediante medida manual en el suero de los pacientes. El
valor de normalidad para la VSG en el laboratorio de nuestro centro es de 20

mm/hora.

- Pruebas de laboratorio: bioquimica plasmatica

Todas las muestras de suero se recogieron en ayunas y se congelaron a -80 °C
hasta la medicion de los niveles de lipidos circulantes. El colesterol total, los
triglicéridos y el HDL-C se midi6 utilizando un ensayo colorimétrico enzimatico
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Los niveles de colesterol oscilaron
entre 0,08 hasta 20,7 mmol/L (coeficiente de variacion intra-ensayo de 0,3%); los
niveles de triglicéridos entre 4 y 1000 mg/dl (coeficiente de variacion intra-ensayo
de 1,8%); y los niveles de HDL-C entre 3 y 120 mg/dl (coeficiente de variacion
intra-ensayo de 0,9%). ElI LDL-C fue calculado utilizando la férmula de

Friedewald'°.

La PCR, Apolipoproteina A, B y lipoproteina A, se midieron utilizando un analizador

automatico de inmunoturbidimetria.

Asi mismo, se calcularon dos indices relacionados con la aterogenicidad de los
lipidos, indice de colesterol total/colesterol HDL e indice aterogénico

(triglicéridos/colesterol HDL) segun formula de Castellit®®.
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En la Tabla 2 se resumen los pardmetros de normalidad de bioquimica general

segun el laboratorio del Hospital Universitario de Canarias.

Tabla 2. Valores de la normalidad de parametros recogidos en

bioquimica general

~ Pardmetro ~ Valores de normalidad
Colesterol total 0-200 mg/di
Colesterol HDL Varon > 35 mg/dl; Mujer >65 mg/dI
Triglicéridos 50-150 mg/dl
PCR < 3 mg/L
Lipoproteina A < 50 mg/dI
Apolipoproteina A 115-240 mg/dl
Apolipoproteina B 50-165 mg/dl

- Pruebas de autoinmunidad:

El FR se midié por nefelometria. EI ACPA se midi6 por inmuno ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay). Se consideran positivos valores de FR y ACPA

> 20 U/ml.

6.3.3. Variables de actividad

La actividad de la enfermedad en los pacientes con AR se evalud utilizando el DAS
28, el CDAI, y el SDAI. El célculo de estos indices se realizd utilizando las
herramientas disponibles en la pagina web de la Sociedad Espafiola de
Reumatologia. Los pacientes se encontraban en remision si el DAS 28 < 2,6;
baja actividad, DAS 28 de 2,6 a 3,2; actividad moderada, DAS 28 > 3,2-5,1 y alta
actividad si el DAS 28 era mayor de 5,1. Esta estratificacion ya ha sido

previamente descrita en la literatura®®’.
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6.4. Evaluacion del flujo reverso de colesterol

La capacidad aceptora de colesterol de macrofagos fue medida utilizando “boron
dipyrromethene difluoride” (BODIPY) de colesterol como previamente se ha

descrito en otros articulos’. Los pasos a realizar fueron los siguientes:

1) Se cultivaron macréfagos tipo J774 en una placa de 96 pocillos con 7x10* células

por pocillo.

2) A las 24 horas, las células se incubaron durante una hora con el colesterol
marcado BODIPY (25uM; Avanti Polar Lipids, Alasbater, AL, USA), 0,2%
albumina de suero bovino (BSA), y 2 ug/ml de inhibidor de acetil-coenzima A
acetiltransferasa (ACAT) (Sandoz; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) en un

medio RPMI méas 1% de FBS.

3) A continuacién de un paso de lavado con medio esencial minimo (MEM-HEPES),
las células se incubaban durante la noche en un suero libre de medio de RPMI
1640 que contenia 0,3 Mm de adenosina monofosfato ciclica (CAMP), 0,2% de
BSA, y 2 ug/ml de inhibidor de ACAT. El plasma de sujetos con deplecién de la

apolipoproteina B fue preparado utilizando un precipitado de polietilenglicol.

4) Después de un paso de lavado con MEM-HEPES, el BODIPY de células
marcadas con colesterol se incub6 con un 2,8% de plasma con deplecion de
apolipoproteina B en un tampén de MEM-HEPES, 0,15 mM cAMP y 2 ug/ml de

inhibidor de ACAT durante 4 horas a 37°C.

5) La cantidad resultante del BODIPY cholesterol en el medio se midi6 directamente
utilizando un lector de placas espectrofluorométricas (Tecan Trading AG,
Mannedorf, Switzerland) con una longitud de onda de excitaciéon de 485 nm y

una deteccion de la emisién a 530 nm.
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6) La CEC fue calculada como la cantidad de BODIPY expresada como una
fraccion del contenido celular inicial del BODIPY cholesterol. Es decir, primero
se procedio a la incubacién de macréfagos con BODIPY; posteriormente se
afadio el suero problema (del paciente) para medir la capacidad de este suero
para captar el colesterol marcado; a continuacion, el suero del paciente se retira
del ensayo y se mide nuevamente su capacidad de captar colesterol marcado.
De esta forma, la diferencia entre el suero inicial (sin haber sido incubado en un
pocillo con macréfagos y colesterol marcado) y el suero posterior que ha sido

capaz de aceptar colesterol, determina la cifra de CEC.

Cada ensayo fue realizado por triplicado y cuando el porcentaje de variacion de

cada muestra era mayor de 7%, la muestra fue reevaluada.

6.5. Evaluacion de CIMT por ecografia carotidea

Se utilizé la ecografia de carotidas para evaluar el CIMT en la pared de la carétida
comun y para detectar placas focales en las ramas de la carétida extracraneal
en los pacientes con AR. Se utilizé el ecografo MyLab 70 (Esaote, Génova,
Italia), equipado con un transductor lineal de 7-12 MHz y se utiliz6 un software
automatico guiado por radiofrecuencia llamado “quality intima-media thickness in
real time”. La presencia de placa carotidea en el arbol carotideo extracraneal
(arteria carétida comun, bulbo y arteria carotida interna) se defini6 como lo
siguiente: protrusién focal en la luz con CIMT = 1,5 mm, protrusién = 50% mayor
que los CIMT circundante o una invasion del lumen arterial >0,5 mm?%8, Todo ello

gueda recogido en el consenso de Mannheim,
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Anédlisis estadistico

En lo que respecta a la potencia del estudio, estudios previos del presente grupo

habian encontrado una correlacién entre el HDL-C y el CIMT (r=-0,161, p=0,034).
Basandonos en este resultado, se esperaba encontrar una relaciéon similar entre
la CEC y el CIMT. Por tanto, para una potencia estadistica al 80%, para detectar
diferencias en el contraste de la hipotesis nula, asumiendo una significancia
estadistica bilateral de 0,05 y con medias del andlisis de la varianza en el
contexto de un modelo de regresion logistica con un coeficiente de determinacion
final esperado de 0,5, se calcul6 que seria necesario incluir 152 sujetos. Las
caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con AR y los controles
se compararon mediante test de X? para variables categoricas y test de Student’s
t para variables continuas (datos expresados con media + SD — desviacién
estandar). Para variables no continuas, se utilizé el test de U de Mann-Whitney
0 una transformacién logaritmica (datos expresados como mediana; IQR —rango
intercuartil). Para establecer la asociacion entre factores demogréaficos, FRCV
clasicos, niveles de lipidos, variables clinicas relacionadas con la AR, la CEC y
el CIMT ylo la presencia de placa carotidea, se realizaron analisis de regresion
logistica o lineal univariantes. La relacion de la CEC con la evaluacion carotidea
se determiné mediante un analisis de regresion lineal y regresion logistica
multivariables ajustando por factores de confusion. Teniendo en cuenta el
objetivo de este estudio, las variables confundidoras fueron aquellas con p < 0,2
en el analisis de asociacion vis-a-vis de la evaluacién carotidea y la CEC. Se
determiné un nivel de significacion bilateral del 5% y todos los andlisis se
realizaron con el programa IBM SPSS Statistics version 21 software (IBM,
Armonk, NY, USA) y la versién de STATA 13/SE software (StataCorp, Colege

Station, TX, USA). Un valor p < 0,05 se consideré estadisticamente significativo.
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7.1.

Resultados

Resultados

Datos demogréaficos, de laboratorio y relacionados con

enfermedad

En este estudio participaron un total de 401 individuos apareados por género; 178

pacientes con AR y 223 controles sanos. Las caracteristicas demogréficas y
asociadas a la enfermedad se describen en la Tabla 3. No hubo diferencias en
el IMC entre los dos grupos, sin embargo, la circunferencia abdominal
aumentada, la hipertension, diabetes mellitus y dislipemia, fue mas comuan en el
grupo de pacientes con AR. Del mismo modo, el porcentaje de pacientes que
tomaba estatinas fue mayor en el grupo de AR que en el grupo control (34% vs

10%, p=0,000).

La mayoria de los pacientes con AR tenian actividad moderada de la enfermedad

medida por DAS28 (3,74 + 1,19), en el momento del estudio. Asimismo, un 35%
tomaba prednisona (dosis media de 5 mg) [IQR 3-6 mg/dia]. La VSG fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes que en el grupo control, sin
diferencias en los valores de PCR entre ambos grupos. En lo que respecta a los
marcadores de AR, 119 (67%) pacientes presentaban FR positivo y 98 (55%)
ACPA positivo. La mayoria de los pacientes (86%) se encontraba en tratamiento
con FAMEs mientras que una minoria recibia tratamiento con farmacos anti-

TNFa (13%) u otros bioldgicos.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la media de la CEC

entre pacientes con AR (18,9 £ 9%) y los controles (16,9 + 10,4%) (p=0,11). Esta
diferencia se mantuvo no significativa después de ajustar por niveles de HDL-C,

edad, género y uso de estatinas.

la
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Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes con artritis reumatoide y los controles

Edad, afios

Mujeres, n (%)

indice de masa corporal, kg/m2
Circunferencia abdominal, cm
Tensidn arterial sistélica
Tension arterial diastélica
Comorbilidad cardiovascular
Fumadores, n (%)

Diabetes, n(%0)

Hipertension, n (%)
Dislipemia, n (%)

Tratamiento antihipertensivo, n (%)
Estatinas, n (%0)

Tratamiento hormonal sustitutivo, n
(%0)

Datos de laboratorio

VSG, mm/h

PCR, mg/di

Colesterol, mg/dl
Triglicéridos, mg/dl
HDL colesterol, mg/dl
LDL colesterol, mg/dl
Lipoproteina A, mg/dl
Apolipoproteina A
Apolipoproteina B
Ratio Apo B/apo A
Indice aterogénico

Capacidad aceptora del colesterol,
%
Datos relacionados con la AR

Duracion de la enfermedad, afios
Edad al diagnostico, afios
DAS28

Remision, n (%)

Baja actividad, n (%)

Moderada actividad, n (%)

Alta actividad, n (%)

Controles

(n=223)
59+9
155 (70)
28+5
93+14
133+ 15
82+ 10

45 (20)
10 (4)
64 (29)
41 (18)
38 (17)
22 (10)
7(3)

10+8
1,0 (1,0-3,0)

218 + 39
105 + 52
63+ 17
134 + 36
16 (9-35)
191 + 35
102 + 24
0,55 + 0,16
372+1,14
16,9 + 10,4

Pacientes
con AR
(n=178)
55+11
140 (79)
28+5
97 £13
13719
8312

29 (16)
27 (15)
62 (35)
71 (40)
63 (35)
60 (34)
0(0)

35+22

3,3 (1,6-
6,1)
206 + 37

151 + 92
56 + 16
120 + 33

33 (10-121)
170 + 28
109 + 59

0,65 + 0,29

4,02 +1,51

18,9+ 9,0

7 (4-15)
45+ 13
3,74+1,19
38 (21)
29 (16)
84 (47)
27 (15)

P
0,000
0,063
0,74

0,006
0,018
0,36

0,29
0,000
0,22
0,000
0,000
0,000
0,018

0,000
0,34

0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,13
0,000
0,036
0,11
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DAS28-PCR

SDAI

CDAI

Factor reumatoide, n (%)
ACPA, n (%)

Tratamiento con prednisona, n (%)
Dosis de prednisona, mg/dia
Tratamiento con AINEs, n (%)
FAMEsS, n (%)

Metotrexato, n (%)
Leflunomida, n (%)
Tratamiento bioldgico, n (%)
Anti-TNFa, n (%)
Tocilizumab, n (%)
Rituximab, n (%)

Abatacept, n (%)

Evaluacién carotidea

CIMT, mm

Placa carotidea, n (%)

Resultados

2,94 +0,99
14 (8-21)
82 (40-112)
119 (67)
98 (55)
62 (35)

5 (3-6)
78 (44)
153 (86)
135 (76)
19 (11)
41 (23)
23 (13)
11 (6)

5 (3)

2 (1)

0,671 +
0,143
66 (37)

Los datos se reprsentan con media = DS o mediana (RIQ) dependiendo de si siguen o0 no

una distribucion normal.

7.2

Relacion entre la CEC y las caracteristicas demograficas, FRCV

tradicionales, y variables asociadas a la enfermedad entre pacientes

y controles

Se encontrd una correlacion entre el género masculino y la CEC en pacientes con

AR pero no en controles, no existiendo ninguna asociacion entre la CEC vy el

resto de variables demogréficas.

La tension arterial sistélica se asocié de manera inversa con la CEC en controles

(coeficiente B -0,1 [-0,2 a 0,0]%, p=0,025). En pacientes con AR, se encontré una

asociacion similar, aunque no se alcanz6 significancia estadistica. No se

encontro relacion entre los FRCV clasicos, comorbilidades cardiovasculares y la
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CEC en ninguno de los grupos. Tampoco hubo asociacion entre los niveles de

lipidos y la CEC (Tabla 4).

Tabla 4. Relacién univariante de los factores de riesgo cardiovascular tradicionales y

artritis reumatoide con la capacidad aceptora del colesterol del HDL en controles y

pacientes con AR

Edad, afios
Varon

Indice de masa corporal,

kg/m2
Circunferencia
abdominal, cm

Tension arterial sistélica

Tension arterial
diastélica

Comorbilidad
cardiovascular

Fumadores

Diabetes, n(%0)
Hipertension
Dislipemia
Tratamiento

antihipertensivo
Estatinas

Datos de laboratorio
VSG, mm/h

PCR, mg/dI
Colesterol, mg/dl
Triglicéridos, mg/dl
HDL colesterol, mg/dl
LDL colesterol, mg/dl
Lipoproteina A, mg/dl
Apolipoproteina A
Apolipoproteina B
Ratio Apo B/apo A
Indice aterogénico

Datos relacionados
conla AR
Duracion de la
enfermedad, afios
DAS28

Remision
Baja actividad de la
enfermedad

Controles
% efflux, beta coef. (95%Cl), p

-0,9 (-0,4-0,2)
-0,9 (-4,6-2,8)
-0,2 (-0,6-0,1)

-0,1 (-0,2-0,0)

-0,1 (-0,2-0,0)
-0,0 (-0,1-0,0)

1,8 (-2,4-6,0)
1,2 (-5,9-8,3)
-2,4 (-6,0-1,1)
-1,1(-5,2-3,1)
0,7 (-3,6-5,0)

2,1 (-7,4-3.2)

-0,2 (-0,1-0,1)
-0,3 (-0,6-0,0)
0,0 (-0,0-0,1)
-0,0 (-0,1-0,0)
0,1 (-0,0-0,2)
0,0 (-0,0-0,1)
0,1 (-0,0-0,1)
0,0 (-0,0-0,1)
0,0 (-0,1-0,1)
-5,8 (-16,8 5,4)
0,7 (-2,4-1,0)

0,50
0,62
0,20

0,058

0,025
0,29

0,40
0,74
0,17
0,61
0,75

0,44

0,23
0,092
0,11
0,19
0,092
0,32
0,059
0,089
0,77
0,31
0,41

AR

-0,2 (-0,2-0,1)
-6,1 (-9,4-2,8)
0,2 (-0,1-0,5)

0,0 (-0,1-0,2)

0,1 (-0,0-0,2)
0,01 (-0,0-0,2)

-0,3 (-4,5-3,9)
2,9 (-1,3-7,2)
0,1(-3,0-3,2)
-0,3 (-3,4-2,8)
0,4 (-2,7-3,5)

0,6 (-2,6-3,8)

-0,1 (-0,1-0,0)
-0,0 (-0,1-0,1)
0,00 (-0,0-0,00)
0,0 (-0,0-0,0)
0,0 (-0,1-0,1)
-0,0 (-0,1-0,0)
-0,0 (-0,0-0,0)
-0,0 (-0,1-0,0)
0,00 (-0,0-0,0)
08 (-4,1-5,7)
0,0 (-1-1)

0,1 (-0,0-0,3)

-1,1(-2,3-0,2)

-5,2 (-10,0--0,3)

0,78
0,000
0,21

0,42

0,11
0,15

0,89
0,17
0,95
0,85
0,80

0,70

0,12
0,83
0,69
0,30
0,48
0,62
0,35
0,84
0,99
0,76
0,99

0,12

0,086

0,039
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Moderada actividad de la enfermedad -4,6 (-8,5--0,7) 0,020
Alta actividad de la -3,2(-8,1--1,7) 0,19
enfermedad
Moderada y alta actividad de la enfermedad -4,2 (-7,9—0,6) 0,024
DAS28-PCR -1,1 (-2,7-0,4) 0,14
SDAI -0,0 (-0,1-0,1) 0,54
CDAI -0,0 (-0,0-0,0) 0,31
Factor reumatoide -0,4 (-3,8-2,9) 0,81
ACPA 0,4 (-2,7-3,6) 0,78
Tratamiento con -0,3 (-3,4-2,9) 0,88
prednisona
Dosis de prednisona, -0,3(-3,4-2,9) 0,88
mg/dia
Tratamiento con AINES 4,6 (1,5-7,6) 0,004
FAMEs -0,2 (-4,6-4,2) 0,93
Metotrexate 0,5 (-2,9-4,0) 0,77
Leflunomida -1,3 (-5,9-3,3) 0,58
Tratamiento biologico 3,57 (-0,0-7,2) 0,05
Anti TNFa 0,7 (-4,0-5,5) 0,76
Tocilizumab 8,0 (2,3-13,7) 0,007
Rituximab 1,3(-9,1-11,7) 0,81
Abatacept -1,4 (-14,1-11,4) 0,83

La relacion entre el DAS 28 y la capacidad aceptora del colesterol fue estudiada usando la
categoria de “remision” como categoria de referencia.

7.3. Relacion entre las caracteristicas de los pacientes con AR, el CIMT y

la presencia de placas carotideas

La edad, el género masculino, la circunferencia cintura y los FRCV clasicos
(hipertension, diabetes, dislipemia) salvo el tabaco, se correlacionaron de

manera positiva con el CIMT y la presencia de placa.

En lo que respecta a los lipidos, la lipoproteina A se asoci6 a la presencia de placa
(OR 1,00 [95% CI 1,00-1,01], p=0,043). Los triglicéridos (p=0,034) y el indice
aterogénico (p=0,023) se correlacionaron con niveles elevados de CIMT. Se
objetivé una correlacion negativa entre los niveles de HDL-C y el CIMT

(coeficiente B -0,01 [-0,03 a 0,00]%, p=0,034). Los niveles de VSG se
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correlacionaron de manera positiva con la presencia de placa carotidea y el

CIMT.

La actividad de la enfermedad medida por DAS 28 y/o el CDAI se asoci6 a un riesgo
mayor de desarrollar placa (OR 1,36 [95% CI 1,05-1,77], p=0,022) (OR 1,01 [95%
Cl 1,00-1,01], p=0,055), respectivamente. Se objetivd una correlacién negativa
entre el FR y el bajo nivel de CIMT. Estas asociaciones no se encontraron con

el ACPA.

El tratamiento con AINES se correlacion6 negativamente con la placa carotidea (OR
0,40 [95% CI 0,21-0,76], p=0,005) y la CIMT (coeficiente g -0,6 [-1,0 a 0,2],
p=0,005) (Tabla 5). Sin embargo, no se encontré asociacion entre el tratamiento

con prednisona y/o la dosis de la misma y la presencia de placay el CIMT.

Tabla 5. Relacién univariante de las caracteristicas de los pacientes con AR y el cIMT y la

presencia de placa carotidea

Pacientes con AR (n=178)

Placa carotidea

cIMT (x 10 mm)

OR (95% CI) p beta coef (95% P
Cl)
Edad, afios 1,15 (1,10-1,20) 0,000 0,08 (0,01-0,01) 0,000
Varon 3,00 (1,44-6,26) 0,003 1,1 (0,6-1,6) 0,000
Indice de masa corporal, 1,00 (0,95-1,06) 0,92 0,03 (0,02-0,07) 0,23
kg/m2
Circunferencia 1,01 (0,99-1,04) 0,31 0,02 (0,00-0,03) 0,021
abdominal, cm
Tensién arterial sistélica 1,04 (1,02-1,06) 0,000 0,04 (0,03-0,05) 0,000
Tension arterial 1,02 (0,997-1,05) 0,078 0,02 (0,01-0,04) 0,009
diastélica
Comorbilidad
cardiovascular
Fumadores 1,04 (0,46-2,37) 0,92 -0,1 (0,7-0,4) 0,63
Diabetes, n(%) 3,54 (1,51-8,30) 0,004 1,0 (0,04-1,6) 0,001
Hipertension 2,57 (1,36-4,87) 0,004 0,6 (0,2-1,1) 0,005
Dislipemia 3,61(1,91-6,84) 0,000 0,4 (-0,01-0,8) 0,082
Tratamiento anti- 2,73 (1,44-5,18) 0,002 0,7 (0,2-1,1) 0,002
hipertensivo
Estatinas 3,93 (2,04-7,58) 0,000 0,5 (0,0-0,9) 0,036

Datos de laboratorio
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VSG, mm/h

PCR, mg/dI
Colesterol, mg/dI
Triglicéridos, mg/dl
HDL colesterol, mg/dl
LDL colesterol, mg/dl
Lipoproteina A, mg/dl
Apolipoproteina A
Apolipoproteina B
Ratio Apo B/apo A

Indice aterogénico

Datos relacionados con la AR

Duracion de la
enfermedad, afios
DAS28

DAS28-PCR

SDAI

CDAI

Factor reumatoide
ACPA

Tratamiento con
prednisona

Dosis de prednisona,
mg/dia

Tratamiento con AINES

FAMEs

Metotrexato
Leflunomida
Tratamiento bioldgico
Anti TNF «
Tocilizumab
Rituximab

Abatacept

1,02 (1,01-1,04)
0,45 (0,96-1,02)
1,00 (0,99-1,01)
1,00 (0,99-1,01)
0,99 (0,98-1,01)
0,99 (0,99-1,01)
1,00 (1,00-1,01)
1,01 (0,99-1,02)
0,99 (0,99-1,01)
0,70 (0,21-2,33)
1,06 (0,87-1,29)

1,02 (0,99-1,06)

1,36 (1,05-1,77)
1,19 (0,88-1,63)
0,99 (0,98-1,02)
1,01 (1,00-1,01)
0,87 (0,45-1,71)
0,87 (0,46-1,63)
1,11 (0,59-2,10)

0,99 (0,89-1,09)

0,40 (0,21-0,76)
2,04 (0,77-5,41)
0,77 (0,38-1,54)
2,04 (0,78-5,32)
0,51 (0,23-1,13)
0,89 (0,36-2,23)
0,16 (0,02-1,26)
0,42 (0,05-3,80)
1,71 (0,11-27,8)

0,003
0,45
0,83
0,13
0,51
0,77

0,043
0,37
0,73
0,56
0,57

0,17

0,022
0,26
0,85

0,055
0,69
0,66
0,74

0,81

0,005
0,15
0,46
0,14

0,098
0,81

0,081
0,44
0,71

Resultados

0,01 (0,00-0,02)
0,00 (-0,01-0,01)
0,00 (0,00-0,01)
0,00 (0,00-0,00)
-0,01 (-0,03-0,00)
0,00 (0,00-0,01)
0,00 (0,00-0,00)
0,00 (-0,01-0,01)
0,00 (0,00-0,00)
0,4 (0,4-1,1)
0,2 (0,0-0,3)

0,01 (-0,01- 0,03)

0,12 (-0,06-0,30)
0,08 (-0,14-0,29)
0,00 (-0,01-0,01)
0,00 (0,00-0,01)
-0,5 (-1,00,0)
-0,3 (-0,8-0,1)
0,0 (-0,4-0,5)

-0,04 (-0,1-0,2)

-0,6 (-1,0-0,2)
0,3 (-0,4-0,9)
-0,3 (-0,8-0,2)
0,9 (0,2-1,6)
-0,2 (-0,8-0,3)
0,4 (-0,3-1,0)
-0,7 (-1,6-0,1)
-1,1(-2,4-0,1)
0,6 (-1,4-2,6)

0,041
0,947
0,16
0,034
0,034
0,14
0,76
0,8
0,48
0,36
0,029

0,41

0,18
0,47
0,76
0,16
0,043
0,14
0,9

0,2

0,005
0,43
0,25
0,01
0,35
0,23

0,085
0,81
0,55
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7.4. Asociacion de la CEC con la ateromatosis subclinica en pacientes

con AR

Los niveles elevados de la CEC se asociaron con un efecto protector frente a la
presencia de placas en pacientes con AR. Esta asociacion se mantuvo en el
andlisis multivariable después de ajustar por edad, género, tensiéon arterial
sistélica, diabetes, VSG, duracion de la enfermedad, DAS 28 y tratamiento con
tocilizumab (OR 0,94 [95% CI 0,89-0,98], p=0,015). Por otro lado, no se encontrd

asociacion entre la CEC y la CIMT en pacientes con AR (Tabla 6, figura ).

Tabla 6. Capacidad aceptora del colesterol y su relacion con el cIMT y la placa carotidea

Placa carotidea cIMT x 10 mm
OR (95% CI) beta coef. (95% CI)
Capacidad aceptora del colesterol, %
No ajustado 0,95 (0,92-0,99) 0,023 0,01 (-0,02-0,03) 0,67
Ajustado 0,94 (0,89-0,98) 0,015 0,01 (-0,02-0,03) 0,54

Ajustado por edad, género, presion arterial sistdlica, diabetes, VSG, duracion de la
enfermedad, DAS28 y tratamiento con tocilizumab

Adjusted- | I I

OR 0.95 (0.92-0.99), p=0.023

Unadjusted- I I I

OR 0.94 (0.89-0.98), p=0.015

0.90 0.95 1.00

Figura 6. Diagrama de cajas que evalta la CEC y su relacion con el cIMT y la placa carotidea
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8. Discusion

Es conocido que la CEC esta alterada en pacientes con AR pero hasta ahora, no
se habia evaluado la posible relacion entre ésta y la presencia de ateromatosis
subclinica. En el presente estudio demuestra que en pacientes con artritis
reumatoide la CEC se asocia de forma independiente a la presencia de placas

carotideas.

Por otro lado, no se encontraron diferencias entre la CEC de pacientes con AR y
controles, un hallazgo que ya se evidencié en estudios previos. Charles-
Schoeman y colaboradores®, realizan un estudio en el cual participaron 40
pacientes con AR y 40 controles sanos que se aleatorizan por género con el
objetivo de determinar si existen diferencias entre la CEC entre estos grupos.
Los autores no encuentran diferencias estadisticamente significativas entre el
valor de la CEC. Sin embargo, si observan una asociacion significativa entre la
CEC y la actividad de la enfermedad independiente de los niveles de HDL-C de
los pacientes con AR, sugiriendo que la inflamacion sistémica tiene un papel

primordial en la capacidad anti-oxidante del HDL-C.

Asi mismo, Ronda y colaboradores'®, evallian la funcionalidad del HDL-C midiendo
la CEC desde 3 vias diferentes en 30 pacientes con AR y 30 controles sanos sin
encontrar diferencias entre la via de los receptores SR-B1, la via del ABCAL, y
la via de la difusién acuosa entre los pacientes y los controles. Unicamente
objetivaron que la via del ABCGL1 estaba alterada en los pacientes con AR con
respecto a controles y que la CEC mediada por esta via se asocio a alta actividad
de la enfermedad. Estos resultados sugieren que la propia inflamacion de la
enfermedad podria alterar una poblacion especifica de HDL colesterol por

mecanismos todavia en estudio.
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En lo que respecta a la relacion entre la actividad de la enfermedad y la CEC, se
encontré una relacion inversa aungque no significativa, entre la CEC y el DAS 28
en todos los grupos de pacientes. Sin embargo, al realizar un analisis por
subgrupos, la CEC fue significativamente menor en pacientes con actividad baja
0 moderada que en los pacientes en remision. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la CEC de los pacientes con alta actividad
y remision. Las razones de estos resultados pueden atribuirse a una falta de
potencia estadistica al comparar los pacientes con alta actividad y en remision.
Cuando los pacientes con alta y moderada actividad se incluian en un mismo
grupo y se comparaban con aquellos en remisién, ciertamente se encontraba
una disminucion estadisticamente significativa de la CEC en el primer grupo con
respecto al grupo en remision. Por esta razon, consideramos que la asociacion
encontrada entre la CEC vy la actividad de la enfermedad es lo suficientemente
robusta para ser real. Estos resultados estan en linea con otros estudios
publicados previamente. En efecto, Charles-Schoeman y colaboradores?,
describen diferencias estadisticamente significativas en la CEC entre los
pacientes en remision/baja actividad y alta actividad. De la misma forma,
observan una correlacién significativa entre la CEC, la actividad de la
enfermedad y la inflamacién sistémica medida por VSG. Ronda vy
colaboradores®, objetivaron una relacion inversa y significativa entre la CEC
mediada por el ABCGL1 y los valores de DAS 28 en los pacientes con AR, no
obstante, no encontraron relacién entre la CEC y reactantes de fase aguda tales
como laPCRylaVSG. Los autores exponen gue mediadores inflamatorios como
las citosinas, podria influir en el resultado de la CEC en pacientes con AR. La
evidencia de la relacion entre la inflamacién y la CEC se demostrd incluso en
poblacién sin enfermedades reumaticas inflamatorias. En individuos sanos a los
gue se les produjo un estado de endotoxemia baja, se observé diferencias entre

la CEC antes y después de la endotoxemia, sugiriendo que la propia inflamacion,
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sea cual sea su indole, puede alterar la funcionalidad del HDL-C?%. Asimismo,
se ha encontrado diferencias en la CEC en pacientes con otras enfermedades

autoinmunes con respecto a controles*33169.170,

Por otro lado, Liao y colaboradores!’?, estudian la asociacion entre la CEC, los
niveles de HDL-C y la inflamacion de 90 pacientes con AR. Contrariamente a los
resultados encontrados por otros autores, los investigadores observaron una
relacion inversa y significativa entre los niveles de PCR y la CEC, no obstante,
no encuentran correlacion entre la CEC y el DAS 28. La reduccion de la PCR se
asoci6 con un incremento de la Apo-Al y mejoria de la CEC. Esta relacion fue
independiente de los tratamientos recibidos. Asimismo, encontraron una relacion
inversa aunque no significativa entre el aumento de la PCR vy los niveles mas
bajos de HDL-C. En definitiva, aunque existen datos controvertidos en la
literatura, la mayoria de los estudios apuntan a una relacion clara entre la

inflamacion medida por los reactantes de fase aguda y la CEC133.173-174,

En nuestro estudio, no se encontro relacidon entre ninguna otra variable relacionada
con la AR y la CEC a excepcion del tratamiento con tocilizumab y AINEs. El
hecho de que el tocilizumab se asocié a un aumento de los valores de CEC esta
en linea con otras publicaciones que describen el efecto beneficioso del
tocilizumab sobre la CEC. En el estudio TOCRIVAR?'"®, un estudio prospectivo
en el cual se incluyeron 27 pacientes con AR, se observo un aumento de la CEC
en los pacientes que llevaban un afo con este tratamiento poniendo de
manifiesto la influencia de la IL-6 en el metabolismo de los lipidos. Por otro lado,
Ormseth y colaboradores!’® estudiaron el efecto del tocilizumab en la CEC de 25
pacientes con AR, sin encontrar diferencias significativas después de 6 meses
de tratamiento con este farmaco, excepto por una disminuciéon de la CEC basal
en algunos pacientes. Sin embargo, esta asociacién no se encontré en pacientes

con adalimumab o metotrexato, lo que sugirié a los autores que la modificacidén
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en la CEC parece estar relacionada con el propio farmaco anti-IL6. Asi mismo,
en otro estudio se observo que el tocilizumab disminuyd los metabolitos de
oxigeno reactivo en plasma de los pacientes con tocilizumab frente a los
pacientes con otros FAMES sintéticos y biol6gicos®?1’’. Por tanto, el tocilizumab
podria influir en la CEC reduciendo el estrés oxidativo, que al mismo tiempo,
afecta la funcionalidad del HDL-C. De cualquier forma, y a pesar de lo expuesto,
se debe recalcar que la asociacion objetivada entre el tocilizumab y la CEC en
nuestro estudio, debe ser interpretada con cautela, teniendo en cuenta el

pequefio tamafio muestral de este grupo.

En el presente trabajo el tratamiento con AINEs podria se podria jugar un papel

protector frente a la aparicion de placa carotidea y el valor del CIMT. Los niveles
de la CEC fueron mas elevados en los pacientes que tomaban AINEs con
respecto a los que no. Este efecto beneficioso de los AINEs sobre la CEC no se
ha descrito previamente en la literatura cientifica. No obstante, en otros estudios
se ha objetivado que concretamente en los pacientes con artritis inflamatoria, el
efecto anti-inflamatorio de los AINEs podria compensar el potencial aumento de
riesgo cardiovascular atribuido a este medicamento’®. En un estudio longitudinal
danés que incluyd 17.320 pacientes con AR, se evaluo el riesgo cardiovascular
asociado a los AINEs en este grupo de pacientes con respecto a controles sanos.
En un seguimiento medio de 5 afios, los autores encontraron que el nimero de
eventos cardiovasculares y el riesgo fue menor en pacientes con AR con
respecto a controles (HR 1,22 [IC 95% 1,09-1,37]) vs (HR 1,36 [IC 95% 1,36-
1,66], p < 0,01) para todos los AINEs utilizados. Se observd que el rofecoxib
(AINE retirado del mercado por exceso de eventos cardiovasculares) y el
diclofenaco se asociaban a un riesgo cardiovascular aumentado, sin encontrarse
diferencias significativas en el resto de los AINEs’®. Por otro lado, en un reciente

meta-analisis y revisién sistematica se describe un 18% mas de riesgo de
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eventos cardiovasculares en poblacién con AR con respecto a controles’”®. El
AINE que se ha asociado a menor riesgo cardiovascular es el naproxeno, si lo
comparamos con ibuprofeno y celecoxib. Por tanto, los AINES pueden utilizarse
en estos pacientes aunque siempre durante periodos limitados de tiempo,
teniendo en cuenta el balance riesgo-beneficio en nuestros pacientes. Es
conocido que los AINES, al igual que otros farmacos utilizados en la AR, ayudan
a disminuir la inflamacién en un paciente con brote pero no es el tratamiento que

consigue frenar la enfermedad.

Asi como si que se encontré un papel protector de los AINEs sobre la CEC, no se
observé asociacion entre el uso de prednisona o0 equivalentes y la
ateroesclerosis subclinica carotidea. Creemos que este hallazgo puede ser
debido a que el riesgo cardiovascular en pacientes en tratamiento con
glucocorticoides es dosis dependiente, y puede ser que no se haya apreciado en
nuestros pacientes por estar tomando dosis bajas de prednisona. De cualquier
forma, la asociacion entre el uso prolongado de glucocorticoides y los eventos
cardiovasculares, es bien conocido. En un meta-analisis que incluyd 236.525
pacientes con AR, el riesgo de desarrollar un evento cardiovascular asociado al
tratamiento con glucocorticoides fue de un 47%%"°. Otro estudio observé que una
dosis =2 8 mg de prednisona diaria o equivalente, o una dosis acumulada de 40
mg, aumentaba el riesgo de forma significativa asi como la mortalidad por
cualquier causa, independientemente de los FRCV tradicionales que tuviese el
paciente y la severidad de la artritis. Otros estudios observacionales han
encontrado relacion entre dosis bajas de glucocorticoides y enfermedad
cardiovascular!®’3, Una dosis de prednisona o equivalente < de 7,5 mg se asoci6
con un 23-32% de riesgo para desarrollar infarto agudo de miocardio en una
cohorte de pacientes con AR!S. También el tiempo de tratamiento parece

contribuir a aumentar el riesgo'®. No obstante, se debe tener en cuenta la
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presencia de factores de confusion, posiblemente los pacientes con AR mas
grave, son los que precisan de corticoides desde el inicio, siendo la gravedad de
la enfermedad un factor de riesgo para el desarrollo de eventos cardiovasculares.
Por otro lado, Ferraz-Amaro y colaboradores!®! encuentran en un estudio de
cohortes que incluy6 101 pacientes con AR, que la proteina de transferencia de
éster de colesterol (CETP), tenia una funcién decreciente en los pacientes con
AR en tratamiento con glucocorticoides con respecto a los controles. Esta
proteina es fundamental en el proceso de modulacion enzimatica del transporte
reverso de colesterol, ya que se encarga de transferir los ésteres de colesterol
desde la molécula de HDL-C a los triglicéridos ricos en LDL. Asimismo, los
autores observan que la actividad de la CEPT tuvo una relacién inversa con el
valor del SCORE, pudiendo considerarse un factor predictor de mortalidad

cardiovascular en los pacientes con AR.

No se observo relacion entre la presencia de ACPA vy la ateroesclerosis subclinica,

sin embargo, se encontro un efecto protector aunque débil, del FR sobre el CIMT.
No tenemos una explicacion clara para este hecho. No obstante, consideramos
gue esta relacion puede ser casual y tendra que ser corroborada en futuros
estudios. En contra de estos resultados, otros estudios han observado una
relacion entre el FR y el riesgo cardiovascular. Tomasson y colaboradores?®?
realizan un estudio prospectivo a 23 afios en un grupo de pacientes con FR
positivo pero sin AR establecida. Los autores encuentran un aumento de la
mortalidad cardiovascular En otro estudio multi-étnico en individuos sin AR se
observé una asociacion entre el FR y el desarrollo de ateroesclerosis subclinica
y eventos cardiovasculares en pacientes mujeres afro- americanas®. De
cualquier forma, la relacion causal entre FR positivo y riesgo cardiovascular en

pacientes con AR no esta claramente establecida.
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La presencia de ACPA también se ha asociado al riesgo cardiovascular en
pacientes con AR, de una forma mas estrecha. Lépez-Longo y colaboradores!®
describen una relacion entre la presencia de ACPA en pacientes con AR y el
desarrollo de cardiopatia isquémica y mortalidad. Asimismo, otro estudio observo
como la presencia de anticuerpos contra proteinas citrulinadas, como el
fibrindgeno y la vimentina en pacientes con AR, se asoci6 a mayor tasa de
ateroesclerosis clinica medida por tomografia computarizada multicorte
cardiaca. No obstante, esta asociacién no se encontré para los ACPA que se
suelen medir en préctica clinica'®. Resultados similares encontré Hejblum BP y
colaboradores'®, donde en un grupo de 1006 pacientes con AR, los anticuerpos
anti-fibrinbgeno citrulinados, se asociaron a enfermedad coronaria, no
encontrandose asociacion con el resto. Estos resultados sugieren que
independientemente de la artritis reumatoide, el propio proceso autoinmune que
da lugar a los anticuerpos participa de forma indirecta en aumentar el riesgo

cardiovascular.

En el presente estudio no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre la CEC, los FRCYV tradicionales y el perfil lipidico en el grupo
de pacientes y controles. En este sentido, se debe tener en cuenta que los FRCV
solo explican un 3% de las variaciones observadas en la CEC’. Asi mismo, la
tolerancia a la glucosa no parece tampoco tener impacto en el valor de la CEC y
éste no puede explicarse por los niveles del HDL-C y los niveles de la apoA-
1119187 De la misma forma, no se encontré ninguna asociacion entre el uso de
estatinas y la CEC en pacientes y controles. Un subanalisis del ensayo clinico
JUPITER (Justification for the Use of statins in Prevention: An Intervention Trial
Evaluating Rosuvastatin)!®, realizado en poblacién sana, a pesar de que si se
encontré una relacion inversa entre el tratamiento con rosuvastatina y los niveles

de HDL-C, apoA-l y el nimero de particulas de HDL, no hubo relacion con la
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CEC!', Resultados similares se encontraron en los ensayos clinicos de
pravastatina y atorvastatina®. Estas observaciones sugieren que el mecanismo
por el que las estatinas son responsables del beneficio sobre el riesgo

cardiovascular, es otro diferente a su modificacion de la CECS.

La relacion entre el RCV vy el habito tabaquico es bien conocida!®. En efecto, en
previos estudios® se encuentra una relacién inversa entre el tabaco y la CEC. No
obstante, no se encuentra esta asociacion en el presente trabajo. Este hecho
podria estar relacionado con el disefio: solo se incluyeron pacientes fumadores
activos y solo un hubo un 16% de los pacientes con AR que fueron fumadores
activos en el momento de la inclusién. De cualquier forma, creemos que la
alteracion de la CEC en los pacientes con AR no se debe a un efecto de los

FRCV tradicionales sino a la inflamacién inherente propia la enfermedad.

La CEC se ha asociado a enfermedad ateroesclerética en poblacién sana®’, sin
embargo, no se habia explorado esta asociacion en pacientes con AR. El
presente trabajo describe una relacion entre la CEC y la presencia de placa
carotidea pero no con el CIMT. Una explicacién para este fendbmeno podria ser
gue la relacién entre la CEC y la CIMT no es lineal, por tanto, el analisis con
regresion lineal pudo no detectar una asociacion significativa. No obstante, la
presencia de placa carotidea se considera mejor predictor de enfermedad
cardiovascular que el CIMT*®1, Ademas, esta bien establecido que asi como la
placa carotidea refleja ateroesclerosis avanzada y se asocia de manera estrecha
con la dislipemia, el CIMT elevado se asocia mas a hipertension arterial y se
relaciona con la hipertrofia de ventriculo izquierdo y el desarrollo de ictus®2. Por
estas razones, creemos que la asociacién encontrada en el presente trabajo
entre la CEC y la placa carotidea pero no con el CIMT, refleja la relacién de este
con un estado de arteriosclerosis subclinica relacionada con factores de riesgo

cardiovascular como la presencia de un perfil anémalo de lipidos.
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Este estudio no esta exento de limitaciones que deben mencionarse. En primer
lugar, no se pudo evaluar la presencia de placa o no en carétida en el grupo
control. Aunque es cierto que hay suficiente evidencia que establece una relacion
entre la CEC, el CIMT y los eventos cardiovasculares en poblacion general, la
evaluacion de la ateroesclerosis subclinica carotidea en el grupo control nos
hubiese dado la oportunidad de observar diferencias e interacciones estadisticas
entre las dos grupos. En segundo lugar, se debe tener en cuenta que las vias
implicadas en la CEC son multiples y diferentes y pueden participar otras
moléculas que no se han medido en nuestro estudio. En tercer y dltimo lugar,
aunque ciertamente existen otros mecanismos para medir la CEC in vitro, la
mayoria de las investigaciones en estudios de cohortes, se han realizado
utilizando el mismo ensayo que hemos empleado en el presente trabajo. Este
ensayo integra las diferentes vias de la CEC desde los macréfagos (ABCAL,

ABCG1, SR-B1y AD).

Por otro lado, el presente trabajo tiene fortalezas, siendo el primero en evidenciar
la relacion entre la CEC y la ateroesclerosis subclinica en una serie de pacientes

con AR, con un tamafo muestral no despreciable.
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El presente trabajo constituye el primero en la literatura cientifica que ha
observado una relacién entre la capacidad aceptora del colesterol y la

ateroesclerosis subclinica en pacientes con AR.

La capacidad aceptora del colesterol expresa una relacion inversa con la
actividad de la enfermedad. Esto podria sugerir que es esta actividad de la
enfermedad la que determina, de forma independiente, una capacidad aceptora
del colesterol disminuida. Esta capacidad aceptora de colesterol alterada podria
ser responsable, por tanto, del perfil lipidico andmalo que expresan los pacientes

con AR.

En los pacientes con artritis reumatoide no se encuentra una relacion entre la
capacidad aceptora de colesteroL y los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales. Por este motivo, consideramos que la relaciéon de la capacidad
aceptora de colesterol con la presencia de ateromatosis subclinica es

independiente de estos factores y relacionada con la actividad de la enfermedad.

IV. Teniendo en cuenta que la medicién del perfil lipidico en los pacientes con artritis

reumatoide no es un marcador “fiable” de riesgo cardiovascular, la medicion de
la capacidad aceptora de colesterol podria ser Gtil para ayudar a evaluar el riesgo

cardiovascular en estos pacientes.
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10. Lineas de futuro

El inicio de esta tesis doctoral sirve como estimulo para profundizar todavia mas en
los mecanismos por los cuales padecer artritis reumatoide es un factor de riesgo
independiente para desarrollar eventos cardiovasculares independientemente
de la actividad de la enfermedad y de los niveles de colesterol. Asimismo
cuestiona cémo el uso de otras herramientas no invasivas, como es la ecografia
carotidea, puede ayudarnos a ser mas precisos en la prediccion del riesgo
cardiovascular en practica clinica. Del mismo modo, nuestros resultados revelan
gue mas alla de la cuantificacion de los niveles de lipidos como predictores de
eventos cardiovasculares, lo que realmente parece tener una implicacién certera
en el riesgo de nuestros pacientes, es el aspecto cualitativo de la molécula de
colesterol. Por tanto, un perfil lipidico “6ptimo” no nos debe hacer pensar que el
paciente no esta exento de desarrollar un evento cardiovascular. Este hecho
implica quizas, el desarrollo de protocolos en practica clinica especificos para

este tipo de pacientes.

Los resultados de esta tesis han sido presentados como comunicacion tipo poster
oral en el congreso nacional (SER), europeo (EULAR) y americano (ACR) de
reumatologia en 2017, y ha sido aceptado como articulo original en la revista
Arthritis Research & Therapy, una revista de impacto en el dmbito de la

reumatologia.

En la actualidad se esta trabajando con otras series de pacientes con distintas
enfermedades reumaticas diferentes a la artritis reumatoide con el objetivo de
investigar si existen diferencias entre la CEC y la ateromatosis subclinica en
pacientes con artritis psoriasica y lupus eritematoso sistémico. Asi mismo,
mediante la reserva de seroteca de los pacientes de la presente serie, se estan

desarrollando otras lineas de investigacién relacionadas con la funcionalidad del
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HDL colesterol en colaboracién con otros hospitales de nuestro pais. Estos
trabajos se presentaran en los proximos congresos nacionales e internacionales

de reumatologia.
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Abstract

Background: Lipid profiles appear to be altered in rheumatoid arthritis (RA) patients because of disease activity and
inflammation. Cholesterol efflux capacity (CEC), which is the ability of high-density lipoprotein cholesterol to accept
cholesterol from macrophages, has been linked not only to cardiovascular events in the general population but
also to being impaired in patients with RA. The aim of this study was to establish whether CEC is related to

subclinical carotid atherosclerosis in patients with RA.

Methods: We conducted a cross-sectional study that encompassed 401 individuals, including 178 patients with RA
and 223 sex-matched control subjects. CEC, using an in vitro assay, lipoprotein serum concentrations, and standard
lipid profile, was assessed in patients and control subjects. Carotid intima-media thickness (CIMT) and carotid
plagues were assessed in patients with RA. A multivariable analysis was performed to evaluate the relationship of
CEC with RA-related data, lipid profile, and subclinical carotid atherosclerosis.

Results: Mean (SD) CEC was not significantly different between patients with RA (18.9 + 9.0%) and control subjects
(16.9+10.4%) (p=0.11). Patients with RA with low (8 coefficient —5.2 [-10.0 to 0.3]%, p = 0.039) and moderate
disease activity (B coefficient —4.6 [-8.5 to 0.71%, p = 0.020) were associated with lower levels of CEC than patients
in remission. Although no association with CIMT was found, higher CEC was independently associated with a lower
risk for the presence of carotid plaque in patients with RA (odds ratio 0.94 [95% Cl 0.89-0.98], p =0.015).

Conclusions: CEC is independently associated with carotid plaque in patients with RA.

Keywords: Rheumatoid arthritis, Cholesterol efflux capacity, Carotid intima-media thickness, Cardiovascular disease

Background

Patients with rheumatoid arthritis (RA) have higher rates
of morbidity and mortality than the general population,
which has been widely attributed to these patients’ in-
creased risk of cardiovascular disease [1]. Besides a genetic
component and the influence of traditional cardiovascular
risk factors [2], chronic inflammation seems to play a
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pivotal role in the process of accelerated atherogenesis ob-
served in RA [3]. Several studies support the notion that
RA leads to a more atherogenic lipid profile, which corre-
lates with disease activity and improves after treatment
with antirheumatic medications [4]. Paradoxically, these
lipid changes generally account for a decrease in total
cholesterol and low-density lipoprotein (LDL) cholesterol
[5, 6]. The exact mechanism that leads to this paradoxical
lipid profile in patients with RA and the implications
regarding cardiovascular risk are still being studied.
High-density lipoprotein (HDL) cholesterol efflux cap-
acity (CEC), which is the ability of HDL to accept
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cholesterol from macrophages, is a key step in reverse
cholesterol transport. It has been shown to be inversely
associated, independent of HDL cholesterol levels, with
both carotid intima-media thickness (CIMT) and the
likelihood of angiographic coronary artery disease [7], as
well as with a higher incidence of cardiovascular events,
in population-based cohorts [8]. It is known that CEC is
impaired in patients with RA and that this correlates
with systemic inflammation and HDL’s antioxidant cap-
acity [9, 10]. However, the implications of this impaired
CEC in the development of subclinical atherosclerosis in
patients with RA have not yet been studied.

The aim of this study was to analyze whether CEC is
related to subclinical atherosclerosis as determined by
the presence of carotid plaque or increased levels of
CIMT in patients with RA. Secondarily, we aimed to de-
scribe the disease-contributing factors that are related to
CEC as an expression of the abnormalities in the lipid
profile associated with the disease. If CEC is related to
subclinical atherosclerosis in patients with RA, this
effect would shed light on the complex connections be-
tween inflammation, lipid abnormalities, and subclinical
atherosclerosis in RA.

Methods

Study participants

This was a cross-sectional study that included 401 indi-
viduals, 223 patients with RA, and 178 sex-matched
control subjects. All patients with RA were 18 years old
or older and fulfilled the 2010 American College of
Rheumatology/European League Against Rheumatism
diagnostic criteria for RA [11]. They had been diagnosed
by rheumatologists and were periodically followed at
rheumatology outpatient clinics. For the purpose of in-
clusion in the present study, RA disease duration was re-
quired to be =1 year. Although anti-tumor necrosis
factor-a (anti-TNF-a) treatment has been associated
with changes in lipid profiles [12], patients with RA
undergoing TNF-a antagonist or other biologic therapies
were not excluded from the present study. The control
group consisted of patients recruited from the Spanish
Camargo Cohort Study [13, 14]. This cohort was set up
between February 2006 and February 2011, and individ-
uals included in this cohort have been followed ever
since. The original aim of using this cohort was to
evaluate the prevalence and incidence of metabolic bone
diseases and mineral metabolism disorders. Control sub-
jects included in the present study were sex-matched
subjects without any known condition or drug treatment
history that could influence lipids and who were not tak-
ing any lipid-lowering medications other than statins.
None of the control subjects were receiving glucocorti-
coids. However, because prednisone is often used in the
management of RA, patients taking prednisone or an
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equivalent dose <10 mg/day were not excluded. As
previously mentioned, both patients and control subjects
receiving statin treatment were allowed to participate in
the study. Patients and control subjects were excluded if
they had a history of myocardial infarction, angina,
stroke, a glomerular filtration rate <60 ml/minute/
1.73 m?, a history of cancer or any other chronic disease,
or evidence of active infection. The study protocol was
approved by the institutional review committees at Hos-
pital Universitario de Canarias and Hospital Universi-
tario Marqués de Valdecilla (both in Spain), and all
subjects provided written informed consent.

Data collection

The subjects, both control subjects and patients, com-
pleted a cardiovascular risk factor and medication use
questionnaire and underwent a physical examination.
Weight, height, body mass index, waist-to-hip ratio, and
systolic and diastolic blood pressure (measured with the
participant in a supine position) were assessed under
standardized conditions. Information regarding smoking
status (current smoker versus nonsmoker), diabetes, and
hypertension was obtained from the questionnaire. Med-
ical records were reviewed to ascertain specific diagnoses
and medications. Dyslipidemia was defined as present if
one of the following was measured: total cholesterol
>200 mg/dl, triglycerides >150 mg/dl, HDL cholesterol
<40 in men or <50 mg/dl in women, or LDL cholesterol
>130 mg/dl. Disease activity in patients with RA was
measured using the Disease Activity Score in 28 joints
(DAS28) [15], the Clinical Disease Activity Index (CDAI)
[16], and the Simplified Disease Activity Index [17].
Patients with RA were defined as being in clinical remis-
sion (DAS28 < 2.6) or having low (DAS28 in the range of
2.6-3.2), moderate (DAS28 > 3.2-5.1), or high (DAS28 >
5.1) disease activity as previously described [18].

Lipids and cholesterol efflux assessments
Fasting serum samples were collected and frozen at
—-80 °C until analysis of circulating lipids. Cholesterol,
triglycerides, and HDL cholesterol were measured using
an enzymatic colorimetric assay (Roche Diagnostics, In-
dianapolis, IN, USA). Cholesterol levels ranged from
0.08 to 20.7 mmol/L (intra-assay coefficient of variation
0.3%); triglyceride levels ranged from 4 to 1.000 mg/dl
(intra-assay coefficient of variation 1.8%); and HDL chol-
esterol levels ranged from 3 to 120 mg/dl (intra-assay
variation coefficient 0.9%). LDL cholesterol was calcu-
lated using the Friedewald formula [19]. A standard
technique was used to measure the erythrocyte sedimen-
tation rate (ESR) and high-sensitivity C-reactive protein
(CRP) level.

Macrophage-specific CEC was measured using boron-
dipyrromethene (BODIPY) cholesterol as previously



Tejera-Segura et al. Arthritis Research & Therapy (2017) 19:113

described [8]. Briefly, J774 macrophages were seeded
into a 96-well plate at 7 x 10* cells per well. The follow-
ing day, the cells were incubated for 1 h with BODIPY-
tagged cholesterol (25 pM; Avanti Polar Lipids, Alabas-
ter, AL, USA), 0.2% bovine serum albumin (BSA), and
2 pg/ml acetyl-coenzyme A acetyltransferase (ACAT)
inhibitor (Sandoz; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
in RPMI 1640 medium plus 1% FBS. Following a wash-
ing step with minimal essential medium (MEM)-HEPES,
cells were incubated overnight in serum-free RPMI 1640
medium containing 0.3 mM cyclic adenosine monopho-
sphate (CAMP), 0.2% BSA, and 2 pg/ml ACAT inhibitor.
Apolipoprotein B-depleted study subject plasma was pre-
pared using polyethylene glycol precipitation. After a wash-
ing step with MEM-HEPES, the BODIPY cholesterol-
labeled cells were incubated with 2.8% apolipoprotein B-
depleted plasma in MEM-HEPES buffer, 0.15 mM cAMP,
and 2 pg/ml ACAT inhibitor for 4 h at 37 °C. The resulting
quantity of BODIPY cholesterol in the media was measured
directly using a spectrofluorometric plate reader (Tecan
Trading AG, Minnedorf, Switzerland) with an excitation
wavelength of 485 nm and emission detection at 530 nm.
The CEC was calculated as the amount of BODIPY choles-
terol efflux expressed as a fraction of the initial cell content
of BODIPY cholesterol. Each assay was performed in tripli-
cate, and when the percentage of variation of every sample
was >7%, the sample was reassessed.

Carotid ultrasound assessment

A carotid ultrasound examination was used to assess
CIMT in the common carotid arterial wall and to detect
focal plaques in the extracranial carotid tree in patients
with RA. A commercially available scanner, the MyLab
70 (Esaote, Genoa, Italy), equipped with a 7- to 12-MHz
linear transducer and using an automated software-
guided radiofrequency technique called quality intima-
media thickness in real time was used for this purpose.
As previously reported [20], on the basis of the Mann-
heim consensus, plaque criteria in the accessible extra-
cranial carotid tree (common carotid artery, bulb, and
internal carotid artery) were defined as follows: a focal
protrusion in the lumen measuring CIMT >1.5 mm, a
protrusion >50% greater than the surrounding CIMT, or
arterial lumen encroaching >0.5 mm [21].

Statistical analysis

In terms of study power, we found a correlation between
HDL cholesterol and CIMT (r=-0.161, p =0.034). We
expected to find a similar relation between CEC and
CIMT. To achieve power of 80% to detect differences in
the contrast of the null hypothesis, based on assuming a
significance bilateral level of 0.05 and by means of
analysis of variance in the context of a multiple linear
regression model with an expected final determination
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coefficient of 0.05, it was necessary to include 152 sub-
jects in the study. Demographic and clinical characteris-
tics shown in Table 1 were compared between patients
with RA and control subjects using x> tests for categor-
ical variables or Student’s ¢ test for continuous variables
(data expressed as mean + SD). For noncontinuous vari-
ables, either the Mann-Whitney U test was performed
or a logarithmic transformation was performed, and data
are expressed as median and IQR. Univariate linear and
logistic regression analyses were performed to establish
the relationship of demographics, traditional cardiovas-
cular risk factors, lipid profiles, RA-related data, and
CEC with both CIMT and the presence of carotid
plaque. The relation of CEC with carotid assessments
was determined through multivariate linear and logistic
regression analysis, adjusting for confounding factors.
For the purpose of this study, confounding variables
were those with a statistical p value <0.20 in the associ-
ation analysis vis-a-vis both carotid assessment and
CEC. For all analyses, we used a 5% two-sided signifi-
cance level, and all analyses were performed using IBM
SPSS Statistics version 21 software (IBM, Armonk, NY,
USA) and Stata version 13/SE software (StataCorp, Col-
lege Station, TX, USA). A p value <0.05 was considered
statistically significant.

Results
Demographic, laboratory, and disease-related data
A total of 401 sex-matched participants, 178 patients
with RA, and 223 control subjects were included in this
study. Demographic and disease-related characteristics
of the participants are shown in Table 1. There were no
differences between patients and control subjects with
regard to body mass index. However, abdominal circum-
ference and the presence of hypertension, dyslipidemia,
or diabetes were more common in patients with RA.
Similarly, statin intake was more frequently observed in
patients with RA than in control subjects (34% versus
10%, p = 0.000). Patients with RA had moderately active
disease, as shown by the mean DAS28 (3.74+1.19).
More than one-third (35%) were taking prednisone (me-
dian dose of the 62 patients on prednisone was 5 [IQR
3—-6] mg/day at the time of the study). As expected, ESR
values were statistically significantly higher in patients
than in control subjects. One hundred nineteen (67%)
patients had positive test results for rheumatoid factor,
153 (86%) were taking disease-modifying antirheumatic
drugs, and 23 (13%) were receiving anti-TNF-a therapy.
The mean CEC of HDL was not significantly different
between patients with RA (18.9 +9.0%) and control sub-
jects (16.9+10.4%) (p=0.11). This difference remained
nonsignificant after adjusting for HDL cholesterol levels,
age, sex, and statin use (data not shown).
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Table 1 Characteristics of patients with rheumatoid arthritis and
control subjects

Control subjects Patients with RA  p Value

(n=223) (n=178)
Age, years 59+9 55+ 11 0.000
Female sex, n (%) 155 (70) 140 (79) 0.063
Body mass index, kg/m* 285 28+5 0.74
Abdominal circumference, 93+ 14 97+13 0.006
cm
Systolic blood pressure, 133+15 137+19 0.018
mmHg
Diastolic blood pressure, 82+ 10 83+12 0.36
mmHg
Cardiovascular comorbidity
Smoking, n (%) 45 (20) 29 (16) 0.29
Diabetes, n (%) 10 (4) 27 (15) 0.000
Hypertension, n (%) 64 (29) 62 (35) 022
Dyslipidemia, n (%) 41 (18) 71 (40) 0.000
Antihypertensive 38 (17) 63 (35) 0.000
treatment, n (%)
Statins, n (%) 22 (10) 60 (34) 0.000
Hormone replacement 7 (3) 0 (0) 0018
therapy, n (%)
Laboratory examinations, including lipid profile
ESR, mm/h 10+8 35+£22 0.000
CRP, mg/dl 1.0 (1.0-3.0) 33 (1.6-6.1) 0.34
Cholesterol, mg/dl 218+39 206+ 37 0.001
Triglycerides, mg/dl 105+52 151+92 0.000
HDL cholesterol, mg/dl 63+ 17 56+ 16 0.000
LDL cholesterol, mg/dl  134+36 120+£33 0.000
Lipoprotein A, mg/dl 16 (9-35) 33 (10-121) 0.000
Apolipoprotein A, mg/dl 191 +35 170+ 28 0.000
Apolipoprotein B, mg/dl 102 + 24 109+ 59 0.13
ApoB/ApoA ratio 055+0.16 0.65+0.29 0.000
Atherogenic index 372+£1.14 402 +151 0.036
Cholesterol efflux 169+ 104 189490 0.11
capacity, %
Rheumatoid arthritis-related data
Disease duration, years 7 (4-15)
Age at onset, years 45+13
DAS28 3.74+1.19
Remission, n (%) 38 (21)
Low activity, n (%) 29 (16)
Moderate activity, n (%) 84 (47)
High activity, n (%) 27 (15)
DAS28-CRP 2.94 £0.99
SDAI 14 (8-21)
CDAI 82 (40-112)
Rheumatoid factor, n (%) 119 (67)
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Table 1 Characteristics of patients with rheumatoid arthritis and
control subjects (Continued)

ACPA, n (%) 98 (55)
Prednisone intake, n (%) 62 (35)
Prednisone dose, mg/day 5 (3-6)
NSAIDs, n (%) 78 (44)
DMARDs, n (%) 153 (86)
Methotrexate, n (%) 135 (76)
Leflunomide, n (%) 19 (11)
Biologic therapy, n (%) 41 (23)
Anti-TNF-a therapy, n (%) 23 (13)
Tocilizumab, n (%) 11(6)
Rituximab, n (%) 5(3)
Abatacept, n (%) 2(1)
Carotid assessments
CIMT, mm 0.671+0.143
Carotid plaque, n (%) 66 (37)

Data represent mean (SD) or median (IQR) when data were not

normally distributed

Abbreviations: CRP C-reactive protein, LDL Low-density lipoprotein, NSAID Non-
steroidal anti-inflammatory drug; DMARD Disease-modifying antirheumatic
drug, ESR Erythrocyte sedimentation rate, DAS28 Disease Activity Score in 28
joints, HDL High-density lipoprotein, SDA/ Simplified Disease Activity Index,
CDAI Clinical Disease Activity Index, TNF-a Tumor necrosis factor-a, ACPA
Anticitrullinated protein antibody, CIMT Carotid intima-media thickness. Signifi-
cant 'p' values are higlighted in italics

Relationship of CEC with demographic, traditional
cardiovascular risk factors, and disease-related data in
patients and control subjects

Demographic variables were not associated with CEC,
except for a correlation with male sex that was found
only in patients with RA and not in control subjects.
Systolic blood pressure was inversely correlated with
CEC in control subjects (} coefficient -0.1 [-0.2 to
0.0]%, p =0.025). In patients with RA, a similar trend
was found, although a statistically significant difference
was not reached. Neither the traditional cardiovascular
risk factors nor the cardiovascular comorbidity-related
data were associated with CEC. Similarly, the lipid pro-
file did not show any relationship with CEC in patients
or control subjects (Table 2).

Disease activity, when considered continuous, was not
associated with lower levels of CEC (B coefficient —1.1
[-2.3 to 0.2]%, p=0.086). Nevertheless, when patients
were stratified according to the degree of disease activity,
some differences were seen. With respect to this, the pa-
tient subgroup that exhibited low (B coefficient —5.2
[-10.0 to 0.3]%, p =0.039) and moderate (B coefficient
-4.6 [-8.5 to 0.7]%, p = 0.020) disease activity was asso-
ciated with statistically significant lower levels of CEC
than those in clinical remission. Although no association
was found when patients with RA with high disease ac-
tivity were compared with those in remission (B
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Table 2 Univariate relationship of traditional cardiovascular risk factors and rheumatoid arthritis-related data with high-density
lipoprotein cholesterol efflux capacity in control subjects and patients with rheumatoid arthritis

Control subjects

Patients with RA

Percent efflux B coefficient (95% Cl) p Value Percent efflux B coefficient (95% Cl) p Value
Age, years —09 (04 t0 0.2) 0.50 —0.2 (-02t0 0.1) 0.78
Male sex —09 (—4.6 t0 2.8) 0.62 —6.1 (94 t0 2.8) 0.000
Body mass index -0.2 (<06 t0 0.1) 0.20 0.2 (0.1 to 0.5) 0.21
Abdominal circumference —0.1 (0.2 to0 0.0) 0.058 00 (-0.1t0 0.2) 042
Systolic blood pressure —0.1 (-0.2 to 0.0) 0.025 0.1 (=00 to0 0.2) 0.11
Diastolic blood pressure —0.0 (-0.1 to 0.0) 0.29 001 (<00 t0 0.2) 0.15
Cardiovascular comorbidities
Smoking 1.8 (-24 t0 6.0) 040 —-03 (-451t0 39 0.89
Diabetes 1.2 (=59 t0 83) 0.74 29 (-131072) 0.17
Hypertension 24 (-60to0 1.1) 0.17 0.1 (-301t0 3.2 0.95
Dyslipidemia -1.1 (-52t03.1) 0.61 -03 (-34t0 28) 0.85
Antihypertensive treatment 0.7 (-3.6 to 5.0) 0.75 04 (2.7 to 3.5) 0.80
Statins -21 (741032 044 06 (-26t0 3.8) 0.70
Laboratory examinations, including lipid profile
ESR -02 (-0.1t0 0.1) 0.23 —0.1 (0.1 to 0.0) 0.12
CRP —03 (=06 t0 0.0) 0.092 —0.0 (0.1 to 0.1) 0.83
Cholesterol 0.0 (-0.0 to 0.1) 0.11 0.00 (—0.0 to 0.00) 0.69
Triglycerides —0.0 (0.1 to 0.0) 0.19 0.0 (-0.0 to 0.0) 030
HDL cholesterol 0.1 (-00t0 0.2) 0.092 0.0 (-0.1 to 0.1) 048
LDL cholesterol 0.0 (-0.0 to 0.1) 032 —0.0 (=0.1 to 0.0) 062
Lipoprotein A 0.1 (<00 to 0.1) 0.059 —0.0 (-0.0 to 0.0 0.35
Apolipoprotein A 00 (-0.0to O.1) 0.089 —0.0 (0.1 to 0.0) 0.84
Apolipoprotein B 0.0 (0.1 to 0.1) 0.77 0.00 (-0.0 to 0.0) 0.99
ApoB/ApoA ratio —58 (-168 t0 54) 0.31 0.8 (-4.1t0 5.7) 0.76
Atherogenic index 0.7 (24 t0 1.0) 041 00(-1Tto 1) 0.99
Rheumatoid arthritis-related data
Disease duration 0.1 (<00 t0 0.3) 0.12
DAS28 -1.1(-23t002) 0.086
Remission -
Low disease activity —5.2 (-10.0 to 0.3) 0.039
Moderate disease activity —-4.6 (-8.5 to 0.7) 0.020
High disease activity —-32(-81t017) 0.19
Moderate and high disease activity —4.2 (-7.9 to 0.6) 0.024
DAS28-CRP —1.1 (=27 to 04) 0.14
SDAI —00 (0.1 to 0.1) 0.54
CDAI —0.0 (-0.0 to 0.0 0.31
Rheumatoid factor —04 (-3.8t0 2.9) 0.81
ACPA 04 (-2.7 to 3.6) 0.78
Prednisone intake —03 (=34 t0 29) 0.88
Prednisone dose —03 (—34t0 29 0.88
NSAIDs 4.6 (1.5 to 7.6) 0.004
DMARDs —0.2 (46 t0 4.2) 093
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Table 2 Univariate relationship of traditional cardiovascular risk factors and rheumatoid arthritis-related data with high-density
lipoprotein cholesterol efflux capacity in control subjects and patients with rheumatoid arthritis (Continued)

Methotrexate
Leflunomide
Biologic therapy
Anti-TNF-a therapy
Tocilizumab
Rituximab

Abatacept

0.5 (=29 to 4.0) 0.77
-13(-591t033) 0.58
357 (-00to 72) 0.052
0.7 (<40 to 5.5) 0.76
8.0 (2.3 to 13.7) 0.007
13 (9.1 to 11.7) 0.81
-14(=1411t0 114) 0.83

DAS28 relation with cholesterol efflux capability was studied using remission category as the reference category

Abbreviations: CRP C-reactive protein, LDL Low-density lipoprotein, NSAID Nonsteroidal anti-inflammatory drug; DMARD Disease-modifying antirheumatic drug, ESR
Erythrocyte sedimentation rate, DAS28 Disease Activity Score in 28 joints, HDL High-density lipoprotein, SDA/ Simplified Disease Activity Index, CDA/ Clinical Disease
Activity Index, TNF-a Tumor necrosis factor-a, ACPA Anticitrullinated protein antibody, CIMT Carotid intima-media thickness, ApoA Apolipoprotein A, ApoB Apolipo-

protein B. Significant 'p' values are higlighted in italics

coefficient -3.2 [-8.1 to 1.7]%, p = 0.19), this association
was maintained when moderate and high disease activity
groups were considered as a single group (B coefficient
-4.2 [-7.9 to 0.6]%, p = 0.024).

Neither rheumatoid factor- nor anticitrullinated pro-
tein antibody (ACPA)-positive status was associated with
CEC. Apart from those patients who underwent toci-
lizumab treatment (11 patients), in whom the use of this
anti-interleukin-6 biologic agent led to higher CEC levels
(B coefficient 8.0 [2.3—-13.7]%, p = 0.007), as well as a cor-
relation linking nonsteroidal anti-inflammatory drug
(NSAID) intake and a higher CEC index (p coefficient
4.6 [1.5-7.6]%, p =0.004), no association between RA
therapy and CEC was found (Table 2).

Relationship of RA patient characteristics with CIMT and
carotid plaques

Age, male sex, waist circumference, and traditional
cardiovascular risk factors (hypertension, diabetes, and
dyslipidemia), except for smoking, positively correlated
with either the presence of carotid plaque or CIMT.
With respect to laboratory data, lipoprotein A (OR 1.00
[95% CI 1.00-1.01], p =0.043) was associated with the
presence of carotid plaque. Whereas triglycerides (p =
0.034) and atherogenic index (p = 0.023) correlated with
higher levels of CIMT, HDL cholesterol showed a nega-
tive association with CIMT (p coefficient —0.01 [-0.03 to
0.00], p = 0.034). Levels of ESR were positively associated
with both carotid plaque and CIMT.

Regarding RA-related data, disease activity as assessed
by DAS28 (OR 1.36 [95% CI 1.05-1.77], p=0.022) or
CDAI (OR 1.01 [95% CI 1.00-1.01], p = 0.055) was associ-
ated with a higher risk of carotid plaque involvement.
Rheumatoid factor was negatively and marginally related
to a lower level of CIMT, though no association of carotid
plaque or CIMT with ACPA status was found. NSAID in-
take was negatively associated with both carotid plaque
(OR 0.40 [95% CI 0.21-0.76], p = 0.005) and CIMT (f co-
efficient —0.6 [-1.0 to 0.2], p =0.005) (Table 3). However,

no association between prednisone intake or prednisone
dose and carotid plaque or CIMT was found (Table 3).

CEC’s association with carotid subclinical atherosclerosis
in patients with RA

Higher CEC was associated with a protective effect
against the presence of carotid plaque in patients with
RA. This association (OR 0.94 [95% CI 0.89-0.98], p =
0.015) was maintained even after multivariate analysis
(adjusted for age, sex, systolic blood pressure, diabetes,
ESR, disease duration, DAS28, and tocilizumab use). In
contrast, CEC was not found to be associated with
CIMT in patients with RA (Table 4).

Discussion

In the present study, we show, for the first time to our
knowledge, that CEC is independently associated with
carotid plaque in patients with RA. Additionally, CEC
was shown to be inversely proportional to disease activ-
ity, with CEC being lower in patients with low or moder-
ate activity than in patients in remission.

In our study, we did not observe a difference in CEC be-
tween patients and control subjects, a finding that is in
agreement with previous reports. In fact, using an assay
similar to that of our own study, Charles-Schoeman et al.
found no significant difference between 40 patients with
RA and 40 age- and sex-matched healthy control subjects
[9]. Ronda et al. [10] studied CEC through 4 different and
specifically CEC pathways in 30 patients with RA and 30
healthy control subjects. They did not discover any
significant differences in scavenger receptor class B
member 1 (SR-BI)-mediated efflux, ATP-binding cas-
sette A1 (ABCA1)-mediated efflux, and aqueous diffu-
sion (AD) CEC pathways. Only ATP-binding cassette
G1 (ABCGI1)-mediated efflux was found to be im-
paired when patients with RA were compared with
healthy control subjects.

Regarding the relationship of disease activity with
CEC, our findings are also in agreement with other
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Table 3 Univariate relationship of characteristics of patients with rheumatoid arthritis with carotid intima-media thickness and

carotid plaques

Carotid plaque CIMT (x10 mm)
Patients with RA (n=178) OR (95% Cl) p Value B Coefficient (95% Cl) p Value
Age 5 (1.10-1.20) 0.000 0.08 (0.01-0.01) 0.000
Male sex 3.00 (1.44-6.26) 0.003 1.1 (0.6-1.6) 0.000
Body mass index 1.00 (0.95-1.06) 092 0.03 (0.02-0.07) 0.23
Abdominal circumference 1 (0.99-1.04) 031 0.02 (0.00-0.03) 0.021
Systolic blood pressure 1.04 (1.02-1.06) 0.000 0.04 (0.03-0.05) 0.000
Diastolic blood pressure 1.02 (0.997-1.05) 0.078 0.02 (0.01-0.04) 0.009
Cardiovascular comorbidity
Smoking 1.04 (046-2.37) 092 —0.1 (0.7 to 04) 0.63
Diabetes 3.54 (151-8.30) 0.004 1.0 (0.04 to 1.6) 0.001
Hypertension 2.57 (1.36-4.87) 0.004 06 (02to1.1) 0.005
Dyslipidemia 1(1.91-6.84) 0.000 04 (-0.01 t0 0.8) 0.082
Antihypertensive treatment 2.73 (144-5.18) 0.002 0.7 (02to 1.1) 0.002
Statins 393 (2.04-7.58) 0.000 0.5 (0.0 to 0.9) 0.036
Laboratory including lipid profile
ESR 1.02 (1.01-1.04) 0.003 0.01 (0.00 to 0.02) 0.041
CRP 045 (0.96-1.02) 045 0.00 (-0.01 to 0.01) 0.947
Cholesterol 1.00 (0.99-1.01) 0.83 0.00 (0.00 to 0.01) 0.16
Triglycerides 1.00 (0.99-1.01) 0.13 0.00 (0.00 to 0.00) 0.034
HDL cholesterol 0.99 (0.98-1.01) 051 —0.01 (-0.03 to 0.00) 0.034
LDL cholesterol 0.99 (0.99-1.01) 0.77 0.00 (0.00 to 0.01) 0.14
Lipoprotein A 1.00 (1.00-1.01) 0.043 0.00 (0.00 to 0.00) 0.76
Apolipoprotein A 1 (0.99-1.02) 037 0.00 (-0.01 to 0.01) 0.80
Apolipoprotein B 0.99 (0.99-1.01) 0.73 0.00 (0.00 to 0.00) 048
ApoB/ApoA ratio 0.70 (0.21-2.33) 0.56 04 (04t 1.1) 0.36
Atherogenic index 1.06 (0.87-1.29) 057 02 (0.0to 0.3) 0.029
Rheumatoid arthritis-related data
Disease duration 1.02 (0.99-1.06) 0.17 0.01 (-0.01 to 0.03) 041
DAS28 1.36 (1.05-1.77) 0.022 0.12 (-0.06 to 0.30) 0.18
DAS28-CRP 9 (0.88-1.63) 0.26 0.08 (-0.14 to 0.29) 047
SDAI 0.99 (0.98-1.02) 0.85 0.00 (-0.01 to 0.01) 0.76
CDAI 1 (1.00-1.01) 0.055 0.00 (0.00 to 0.01) 0.16
Rheumatoid factor 0.87 (045-1.71) 0.69 —-0.5 (-1.0 to 0.0) 0.043
ACPA 0.87 (0.46-1.63) 0.66 -03(-081t0 0.1) 0.14
Prednisone intake 1(0.59-2.10) 0.74 00 (<04 to 0.5) 0.90
Prednisone doses 0.99 (0.89-1.09) 0.81 -0.04 (-0.1 t0 0.2) 0.20
NSAIDs 040 (0.21-0.76) 0.005 -06 (-1.0t0 0.2) 0.005
DMARDs 2.04 (0.77-541) 0.15 03 (-04 t0 0.9) 043
Methotrexate 0.77 (0.38-1.54) 046 -03 (-08t0 0.2) 0.25
Leflunomide 2.04 (0.78-5.32) 0.14 09 (02 to 1.6) 0.010
Biologic therapy 1(0.23-1.13) 0.098 -0.2 (0.8 t0 0.3) 035
Anti-TNF-a therapy 0.89 (0.36-2.23) 0.81 04 (-03t0 1.0) 0.23
Tocilizumab 6 (0.02-1.26) 0.081 —0.7 (<16 t0 0.1) 0.085
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Table 3 Univariate relationship of characteristics of patients with rheumatoid arthritis with carotid intima-media thickness and

carotid plaques (Continued)

042 (0.05-3.80)
1.71 (0.11-27.8)

Rituximab

Abatacept

044 -1.1 (=241t 0.1) 0.81
0.71 06 (=14 to 26) 0.55

Abbreviations: CRP C-reactive protein, LDL Low-density lipoprotein, NSAID Nonsteroidal anti-inflammatory drug; DMARD Disease-modifying antirheumatic drug, ESR
Erythrocyte sedimentation rate, DAS28 Disease Activity Score in 28 joints, HDL High-density lipoprotein, SDA/ Simplified Disease Activity Index, CDAI Clinical Disease
Activity Index, TNF-a Tumor necrosis factor-a, ACPA Anticitrullinated protein antibody, CIMT Carotid intima-media thickness, ApoA Apolipoprotein A, ApoB Apolipo-

protein B. Significant 'p' values are higlighted in italics

previous reports [9, 10]. In our study, DAS28, on a con-
tinuous basis, showed a trend toward being inversely re-
lated with CEC. Interestingly, patients with low and
moderate disease activity had statistically significant
lower CEC than those in remission. However, CEC was
not significantly different in patients with high disease
activity when compared with those in remission. A lack
of statistical power when comparing the high disease ac-
tivity group with patients in remission may be the reason
for this result because low and moderate disease activity
levels were linked to lower levels of CEC. Additionally,
when patients with moderate and high disease activity
were included in a single group and compared with
those in remission, the statistically significant association
was maintained. For this reason, we believe that the as-
sociation between disease activity and CEC found in our
study is robust enough to be considered real. In keeping
with our findings, Charles-Schoeman et al. [9] and
Ronda et al. [10] both described a relationship between
disease activity and CEC in their studies. In the former,
significant differences were noted between patients with
RA with low disease activity/clinical remission and pa-
tients with RA with high disease activity [9]. Significant
correlations were also found between CEC and RA dis-
ease activity and systemic inflammation as measured by
ESR [9]. In the latter study [10], a significant inverse cor-
relation was found between ABCGI1-mediated CEC
values and DAS28 in patients with RA.

No other RA-related data different from the disease
activity findings were found to be associated with CEC
in our study. Only tocilizumab and NSAIDs showed a
relationship with CEC. The fact that tocilizumab
treatment was associated with increased levels of CEC is
in agreement with two recent reports that described a
beneficial effect of tocilizumab on CEC over time [22, 23].
However, the association of tocilizumab found in our
study should be interpreted with caution, given the small

number of patients included in our series. In our study,
NSAIDs were also associated with a protective effect for
CIMT and carotid plaque, as well as with higher levels of
CEC. This is in agreement with previous reports support-
ing the notion that in patients with inflammatory arthritis,
the anti-inflammatory effect of NSAIDs may compensate
for the potentially increased risk of cardiovascular disease
associated with these drugs [24, 25]. To the best of our
knowledge, the beneficial effects of NSAIDs over CEC
have not previously been described. However, we did not
find an association of prednisone intake with carotid sub-
clinical atherosclerosis. On one hand, we believe that this
is due to the fact that the risk of corticosteroids over car-
diovascular disease is dose-dependent and may be lower
or absent in patients receiving low-dose glucocorticoid
therapy [26]. On the other hand, we do not have an ex-
planation for the marginal protective effect of rheumatoid
factor over CIMT found in our series of white patients
with RA. It could be the result of a spurious correlation
that needs to be replicated in further studies. Nevertheless,
a recent study has shown an association between RA-
related autoantibodies with subclinical and clinical athero-
sclerosis in African American women but not in white
women or men [27].

The absence of any association between traditional
cardiovascular risk factors or lipid profile with CEC in
both patients and control subjects is in agreement with
previous reports. In this sense, traditional risk factors re-
portedly explain only 3% of the variance observed in
CEC [8]. Moreover, glucose tolerance status does not ap-
pear to impact CEC [28], and CEC cannot be explained
by HDL cholesterol or apolipoprotein A-I levels [29].
Similarly, we did not find any association of statins with
CEC in patients and control subjects. This finding sup-
ports the claim that statins most likely exert therapeutic
benefit by means of a mechanism that is different from
the promotion of cholesterol efflux [7]. Smoking has also

Table 4 Cholesterol efflux capacity relationship with carotid intima-media thickness and carotid plaque

Carotid plaque

CIMT (x10 mm)

Cholesterol efflux capacity OR (95% Cl) p 3 Coefficient (95% Cl) p
Unadjusted 0.95 (0.92-0.99) 0.023 0.01 (—0.02 to 0.03) 0.67
Adjusted 0.94 (0.89-0.98) 0.015 0.01 (-0.02 to 0.03) 0.54

Adjusted for age, sex, systolic blood pressure, diabetes, ESR, disease duration, DAS28 and tocilizumab use

CIMT Carotid intima-media thickness
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been found to be a significant inverse predictor of CEC
in previous studies [7]. However, we did not find this as-
sociation in our study. On one hand, we think it could
be due to our study design because we included only
current smokers. On the other hand, only 16% of the pa-
tients with RA included in our series were current
smokers at the time of the assessment. Nevertheless, we
feel that CEC impairment in RA may be predominantly
the result of an inflammation-related disturbance rather
the effect of traditional cardiovascular risk factors.

CEC was associated with carotid plaque in our study.
However, this was not the case for CIMT. We believe that
the relationship of CEC with CIMT is probably not linear;
thus, linear regression may have failed to detect this asso-
ciation. Nevertheless, carotid plaque is considered to be a
better predictor of cardiovascular disease than CIMT [30].
It is also known that whereas plaque reflects advanced
atherosclerosis and associates closely with dyslipidemia,
increased CIMT represents mostly high blood pressure-
mediated arterial medial hypertrophy and relates more
strongly to left ventricular hypertrophy and stroke [31].
For this reason, we think that the association with carotid
plaque and not with CIMT found in our study is consist-
ent with previous knowledge regarding the etiopathogen-
esis of atherosclerotic disease.

We acknowledge several limitations in our study. First,
carotid assessments were not available for healthy con-
trol subjects. Although CEC has been widely associated
with CIMT and cardiovascular events in the general
population, the availability of carotid assessments in
control subjects would have allowed us to study a differ-
ent effect or statistical interaction between these two
populations. Second, as previously mentioned, CEC
pathways are diverse, and some other molecules may be
implicated in CEC. Finally, although there are other
ways of assessing cholesterol efflux in vitro, most
research done in population-based cohorts has been
carried out using the same assay as the one described in
our study. This assay integrates the pathways known to
mediate cholesterol efflux from macrophages (ie.,
ABCA1, ABCG], SR-BI, and AD).

Conclusions

Our study, which includes the largest series of patients
with RA ever assessed for CEC, reveals for the first time,
to our knowledge, that CEC is related to subclinical ath-
erosclerosis in patients with RA. The fact that CEC is
also associated with disease activity reinforces the idea
that CEC may be a mediator between disease activity
and subclinical atherosclerosis. We emphasize the po-
tential role of checking CEC in patients with RA because
it may be a complementary approach to the assessment
of atherosclerotic disease in these patients. We feel that
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our findings herald a new opportunity for research in
this area in which future investigations are warranted.
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