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“...El futuro tiene muchos nombres, para los débiles es lo inalcanzable, para
los temerosos lo desconocido, para los valientes es la oportunidad...”
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1.- Enfermedades inflamatorias mediadas por inmunidad

1.1.- Concepto

Las enfermedades inflamatorias mediadas por inmunidad (Immune Mediated Inflammatory
Diseases, IMIDs) son un conjunto de enfermedades inflamatorias cronicas, de etiologia
desconocida que comparten una serie de caracteristicas fisiopatoldgicas, clinicas y terapéuticas.
Afectan de forma preferente a la poblacidn laboralmente activa y sin un tratamiento adecuado
en las fases mas iniciales de la enfermedad producen una marcada discapacidad y un elevado

gasto sanitario *.

El concepto IMIDs engloba a un nimero relativamente elevado de enfermedades (i.e. asma,
enfermedades alérgicas, esclerosis multiple,...etc.) pero en general el término hace referencia a
un subgrupo méas homogéneo en funcién de la clinica y el tratamiento inmunosupresor. Las
enfermedades mas representativas que comprenden este grupo de enfermedades IMID son: la
artritis reumatoide (AR), el lupus eritematoso sistémico (LES), la psoriasis (Ps), la artritis
psoriasica (APs), la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC).

Hace mas de dos décadas que los investigadores descubrieron que la desregulacién de
determinadas citoquinas era fundamental en la patogénesis de las IMIDs. Si bien estas
moléculas son conocidas por ser mediadores indispensables en la funcion normal del sistema
inmune, un desequilibrio en su regulacion puede conducir a un proceso inflamatorio crénico.
Comunmente las IMIDs se asocian a una relativa sobreexpresion de determinadas citoquinas
pro-inflamatorias, tales como el factor de necrosis tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha,
TNF-a), la interleuquina 1 (Interleukin 1, IL1) o la interleuquina 6 (IL6), entre otras. Sin
embargo, una baja expresion de citoquinas de accion anti-inflamatoria puede ser de igual

importancia en la patogénesis de la enfermedad, por ejemplo, la interleuquina 10 (1L10) 2.

Las citoquinas inmunomoduladoras son producidas por diversos tipos de células y a pesar del
papel fundamental de los linfocitos es preciso la participacién de otros tipos celulares como los
monocitos, macrofagos y células dendriticas, entre otras. Los linfocitos T CD4+ se pueden
diferenciar por el tipo de citoquinas que producen: los linfocitos T cooperadores 1 (T helper
cells,Th1) que producen fundamentalmente interferon-y, TNF-a e IL2; los Th2 que colaboran
en la activacién de los linfocitos B y producen principalmente IL4, IL5, IL6, 1L10 e IL13; los
Th3 que sintetizan el factor de crecimiento transformante beta (Transforming Growth Factor g,
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TGF-p), IL4 e IL10 y los Th17 que producen fundamentalmente IL17, IL21 e IL22. Se ha
demostrado recientemente que esta Ultima subpoblacion de linfocitos T denominada Th17, es
altamente patogénica y contribuye al desarrollo de la inflamacién crénica y a los fendbmenos de

autoinmunidad.

El papel de los linfocitos B (LB) no es menos importante en la patogenia de las IMIDs. Desde
hace muchos afios, la asociacion se centraba en la capacidad de estas células para producir
anticuerpos. Sin embargo ahora se conoce que los LB tienen también funciones mucho mas
amplias en el sistema inmune, incluyendo la activacion de las células T, la sintesis de
citoquinas, la regulacion de la arquitectura linfoide y el mantenimiento de la tolerancia.
Actualmente existen numerosas evidencias que indican que la disrupcion de estos procesos en
los que el LB tiene un papel importante también puede conducir al desarrollo de enfermedades

de etiologia autoinmune 3,

El avance en el conocimiento de la fisiopatologia de las IMIDs y el papel fundamental de
determinadas citoquinas y receptores ha facilitado el desarrollo de nuevas terapias bioldgicas
que bloquean estas citoquinas de forma directa o a través de sus receptores. Estas nuevas
terapias han supuesto un gran avance en la estrategia terapéutica de estas enfermedades, de tal
forma que el prondstico a corto y largo plazo de estos pacientes ha mejorado de forma

sustancial **°.

Tradicionalmente, estos pacientes recibian una terapia con farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad, los denominados FAMEs, como el metotrexato, la
leflunomida, la salazopirina, las sales de oro, ...etc. La estrategia de tratamiento se basaba en el
uso escalonado de los mismos y en la mayoria de ocasiones estos debian ser retirados por falta
de eficacia o por la presencia de efectos adversos. El desarrollo de los agentes bioldgicos
previamente mencionados ha cambiado esta estrategia de tratamiento de una forma radical y
han conseguido mejorar el prondstico y la calidad de vida de estos pacientes tanto en el &mbito
personal, social y laboral *°.

El grupo de terapias biolégicas que se utiliza para el tratamiento de las enfermedades IMID

pueden dividirse en: farmacos de accién anti-TNF-a (i.e. infliximab, etanercept, adalimumab,

certolizumab y golimumab) y farmacos de accion no anti-TNF-« (i.e. rituximab, abatacept y

tocilizumab, entre otros). Asi mismo, existen otras terapias bioldgicas que son mas especificas

para cada una de las IMIDs, como por ejemplo el ustekinumab, anticuerpo monoclonal
16



aprobado por la Agencia de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA)
en el afio 2009 que inhibe la accion de las IL12 e IL23 y que esta indicado para el tratamiento
de la psoriasis moderada a grave y la artritis psoriasica >’. Recientemente ha sido también
aprobado el secukinumab, anticuerpo monoclonal que se une selectivamente y neutraliza la

IL17, para el tratamiento de la Ps, la APs y la espondilitis anquilosante.

Estos farmacos han demostrado tener un buen perfil de seguridad y tolerabilidad. Los
principales efectos adversos son las reacciones asociadas a la perfusion o en la zona de
inyeccion, y las infecciones. Son tratamientos muy eficaces aunque se describen respuestas
iniciales inadecuadas en un determinado grupo de pacientes. En la AR por ejemplo, se ha
descrito que hasta un 30-40% de los pacientes tienen una respuesta inicial inadecuada lo que
obliga a retirar el tratamiento °. Sin embargo, una de las limitaciones més importantes en el uso
de estas terapias bioldgicas, es debida a su elevado coste econdmico lo que supone una
dificultad para su acceso en paises menos desarrollados, y sobre todo teniendo en cuenta que en

estos pacientes se requiere el tratamiento de por vida "**.

Tal y como se ha comentado previamente, las enfermedades IMID comparten unas
determinadas estrategias de tratamiento que en parte es lo que las agrupa, como es el uso de
farmacos inmunosupresores y también de terapias bioldgicas. Sin embargo, ademas del uso
comun de estos farmacos, todas ellas comparten un objetivo terapéutico comun que consiste en
alcanzar el control maximo de la actividad inflamatoria y en la medida de lo posible la remision
clinica. De esta forma se consigue prevenir el dafio tisular irreversible y mejorar la calidad de

vida de los pacientes.

1.2.- Epidemiologia

La prevalencia mundial de las enfermedades IMID no esta bien definida, pero de forma
aproximada se describe entre un 5 a 7% para las IMIDs de referencia del presente proyecto.
Son enfermedades que afectan a todas las razas y de distribucion altamente homogénea,

excepto con algunas peculiaridades que después comentaremos *!

. Mientras que algunas
IMIDs, tales como la psoriasis, tienen una prevalencia similar entre los varones y las mujeres,
otras, como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico, son mucho mas prevalentes

entre las mujeres. En relacién a estas diferencias entre géneros, se postulan dos teorias. La
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primera, incide en el papel que las hormonas sexuales femeninas pueden tener sobre la
inflamacién mediada inmunoldgicamente, y la segunda se basa en el fendmeno denominado
“microquimerismo fetal” que hace referencia al intercambio de células entre madre e hijo con

un posible rol etiopatogénico.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica, sistémica y autoinmune,
que se caracteriza por una poliartritis simétrica erosiva que afecta de forma preferente a las
articulaciones diartrodiales y que puede presentar manifestaciones extraarticulares *2.
Predomina en el género femenino con una relacion mujer/varon de 3/1 y tiene un pico de
incidencia maximo entre los 40 y 50 afios de edad, aunque en los varones se presenta en edades
més avanzadas *3. Es la artropatfa inflamatoria crénica mas comun en todo el mundo, con una
prevalencia que se sitta entre el 0,5-2% en los paises industrializados segun los estudios de
epidemiologia realizados tanto en los paises de Europa como en los paises de América del
Norte. Tiene una prevalencia aproximada del 1% de la poblacién adulta en Espafia * y una
incidencia de 20 a 50 casos por 100.000 habitantes al afio y solamente en los Estados Unidos

genera un gasto sanitario anual que supera los 30 billones de délares .

El lupus eritematoso sistémico (LES) es un trastorno autoinmune sistémico que se asocia a
depdsitos de inmuno-complejos, produccion de autoanticuerpos y que comparte muchas de las
caracteristicas de las IMIDs, pero su tratamiento difiere en cierta medida. Se caracteriza por un
curso clinico con periodos de actividad y remision. Afecta principalmente y de forma
caracteristica a mujeres en edad fértil con una relacion mujer/varén de 10/1 '°. Existen
variaciones raciales, de manera que se ha descrito un aumento de la prevalencia en las personas
de origen africano, hispano o de ascendencia asiatica, a la vez que también se ha descrito la
presencia de formas mas graves entre estas poblaciones . Los diversos estudios sobre la
prevalencia e incidencia del LES expresan cifras muy variadas, aunque de forma general se
acepta que la prevalencia estimada en la poblacién europea se sitla entre el 0,1y el 0,6%. En la
poblaciéon espafiola algunos estudios describen cifras de prevalencia del 0,2% con una
incidencia de 1 a 25 casos por 100.000 habitantes al afio ‘¥, mientras que los resultados del
estudio EPISER (Estudio de Prevalencia de las Enfermedades Reuméticas en la Poblacion
Espafiola) estiman una prevalencia de 9 casos por 10.000 habitantes al afio *°.

La psoriasis (Ps) es un trastorno inflamatorio cutaneo crénico que a pesar de haber sido
considerada durante décadas una enfermedad banal, es preciso destacar que mas de un tercio de
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los pacientes tienen formas graves de la enfermedad y en muchos casos conlleva asociada una
elevada morbilidad y un elevado impacto social ?°. Se presenta con una distribucién muy
homogénea, afectando de igual manera a ambos géneros y puede ocurrir a cualquier edad %. No
obstante se describen 2 picos de edad de mayor incidencia, entre los 15 y los 25 afios y entre los
50 y los 60 afios. Asi, Henseler y Christophers describieron en su serie de 2.147 pacientes
ambas formas de presentacion y establecieron dos tipos bien definidos. La psoriasis de tipo |
con un inicio antes de los 40 afios, los pacientes suelen tener antecedentes familiares de
psoriasis, y existe una mayor asociaciéon con el alelo HLA-Cw6. En general se trata de una
forma méas grave y con un mayor impacto psicoldgico. Mientras que la psoriasis tipo Il se
presenta con mayor frecuencia después de los 40 afios, suelen ser formas mas leves, existe una
menor agregacion familiar y la asociacion con el alelo HLA-Cw6 es menor %, Afecta al 3-5%
de la poblacion mundial y se estima una prevalencia en nuestro pais del 2,3% habiendo
aumentado casi en 1% en los Gltimos 15 afios %%, La incidencia en Espafia esta menos estudiada
pero se ha descrito una incidencia en Estados Unidos de 150.000 casos nuevos al afio y en el
Reino Unido, de 14 por 10.000 personas al afo.

La artritis psoriasica (APs) es una enfermedad inflamatoria musculoesquelética cronica que se
presenta en pacientes con Ps o con antecedentes familiares de Ps. Se puede presentar a
cualquier edad aunque se han descrito dos picos de incidencia méxima, entre los 15-20 afios y
los 55-60 afios. En relacion a la distribucién por géneros, existe un ligero predominio de
varones en las formas axiales y de mujeres en las formas periféricas. La afectacion articular
viene precedida en un 85% de los casos por las lesiones cutaneas de Ps, mientras que el 5-10%
de los pacientes desarrollan ambas condiciones de forma simultanea ?*. Tiene una prevalencia
en la poblacién general que varia del 0,3% al 1% 2. Sin embargo en pacientes con psoriasis
oscila entre un 7 a 40% segun las diferentes series. Asi, Julia et al describieron es su cohorte de
pacientes con psoriasis vulgar que sélo el 12% de los casos tenian diagndstico de APs,
prevalencia similar a la estimada en las poblaciones del Reino Unido y de los Estados Unidos
(13,8% y 11% respectivamente) %. Se estima una incidencia de 23 casos por 100.000
habitantes al afio. Los estudios epidemioldgicos sobre la APs se han visto obstaculizados por la
ausencia de criterios de clasificacion ampliamente aceptados. En este sentido, el reciente
desarrollo de los nuevos criterios de clasificacion para la APs (Classification Criteria for
Psoriatic Arthritis, CASPAR), con una alta sensibilidad y especificidad, ha proporcionado un
marco méas sélido para la realizacion de estudios epidemioldgicos en esta patologfa *’.
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Las enfermedades inflamatorias intestinales (EIl) son un grupo heterogéneo de
enfermedades inflamatorias crénicas que afectan el tracto gastrointestinal aunque con potencial
desarrollo de manifestaciones sistémicas, asi Veloso et al en su cohorte de 792 pacientes con
Ell observaron entre un 12% a 30% de manifestaciones extraintestinales durante un
seguimiento de 20 afios 2. Las Ell més frecuentes son la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad
de Crohn (EC). Afectan por igual a varones y mujeres aunque la mayoria de los estudios
demuestran un ligero predominio del género masculino en los pacientes con CU (60%)
mientras que la EC afecta un 20% a 30% mas frecuentemente en mujeres 2. Se pueden
presentar a cualquier edad aunque en la mayoria de los casos se manifiestan entre la segunda y
tercera décadas de la vida. Es mas frecuente en la raza caucasica (especialmente entre los
judios) y predomina en paises industrializados, latitudes nérdicas y &reas urbanas ***2. La
prevalencia global se sitta alrededor de un 0,4% de la poblacién general. Recientemente, el
estudio EpiCom (Edipemiological Committee) describid, en paises occidentales, una incidencia
global para la CU de 8,2 por 100.000 habitantes al afio y de 5,4 por 100.000 habitantes al afio
para la EC *, mientras que las cifras de incidencia en los estudios realizados en Espafia
objetivan resultados variados siendo por ejemplo en la Comunidad de Galicia de 9 por 100.000
habitantes al afio para la CU y de 10,2 por 100.000 habitantes al afio para la EC .

Las enfermedades IMID son enfermedades inflamatorias crénicas, que afectan a un sector de la
poblacién laboralmente activo, produciendo un impacto negativo sobre la calidad de vida de los
pacientes al limitar de forma importante las actividades de la vida diaria. Sin un tratamiento
adecuado, todas ellas causan una gran discapacidad, con pérdida de la actividad laboral lo que
genera graves consecuencias tanto para los propios pacientes y sus familiares, como para el

sistema de salud.

1.3.- Etiologia

La AR al igual que el resto de las IMID es una enfermedad compleja, de etiologia desconocida,
en la que intervienen maltiples factores ambientales y genéticos que confieren susceptibilidad
en un determinado sujeto a desarrollar la enfermedad. La contribucion de cualquiera de estos
factores es necesaria pero no suficiente para la expresion de la enfermedad . Existen numerosos
factores ambientales que se han asociado con un mayor riesgo para desarrollar una AR como el

género femenino, el tabaco, la exposicién al silice, las infecciones, el consumo de alcohol, la
20



dieta y la periodontitis, entre otros ***. En contrapartida, algunas publicaciones han descrito un
efecto protector para el desarrollo de AR en algunos de ellos, tales como el consumo de alcohol
o la ingesta de ciertos acidos grasos *. El tabaquismo, en particular, es la asociacion més
robusta conocida en pacientes con AR. Asi, se ha observado que la AR se inicia a edades mas
tempranas en sujetos fumadores que en sujetos no fumadores *’. Desde hace una década que
Klareskog et al han introducido nuevos conocimientos sobre la etiopatogenia de la AR. Asi,
observaron que la presencia del epitope compartido (EC) en una molécula HLA de clase 1l
(Human Leukocyte Antigen, HLA) confiere susceptibilidad de desarrollar AR solo en el
subgrupo de los pacientes con anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados (anti-CCP)

positivos y que esta restriccién también se aplica al habito tabaquico .

El LES es también una enfermedad compleja en la que intervienen multiples factores genéticos
y ambientales, en el que las hormonas sexuales tienen un importante papel debido a que es una
enfermedad que afecta a mujeres en edad fértil lo que hace prever un rol de los estr6genos en su
patogenia *°. El hecho de que la enfermedad sea mas prevalente en el género femenino, podria
sugerir un papel del cromosoma X en su desarrollo *°. No se ha podido identificar un factor
ambiental tan fuertemente asociado al LES como el tabaco a la AR. De todas formas, se han
descrito algunos factores ambientales como determinados agentes mutagénicos (luz
ultravioleta), infecciones viricas (virus de Epstein-Bar), la dieta, el estilo de vida y
medicamentos ( >100 descritos en asociacion con el lupus inducido por farmacos), entre otros
1 En relacion a la luz del sol, es bien conocido su rol como factor que més claramente agrava
el LES, a pesar de haberse descrito otros factores como la silice cristalina y la exposicion

laboral al mercurio *2.

La Ps y la APs son dos enfermedades relacionadas entre si que comparten un similar
mecanismo patogénico y en las que el impacto psicosocial que generan y las comorbilidades
asociadas suelen estar subestimadas *. Al igual que el resto de las IMID, la interaccién de
factores ambientales y traumaticos que actlan sobre individuos genéticamente predispuestos
juegan un rol primordial en su desarrollo. Si bien no se conoce el factor ambiental causante del
desencadenamiento de practicamente ninguna enfermedad autoinmunitaria, en muchos casos
los microorganismos se postulan como un posible factor causal. En este sentido, se ha
observado en pacientes con Ps un aumento de linfocitos T especificos del estreptococo -
hemolitico y se ha propuesto que podria existir reactividad cruzada entre estos antigenos (Ag) y
los presentes en la piel. Otros factores desencadenantes incluyen los traumatismos (fenémeno
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de Koebner), los farmacos, la retirada rapida de drogas inmunosupresoras, entre otros *. En la
APs se ha propuesto algtn factor virico *°, aunque no se ha encontrado adn el factor ambiental
causante del desarrollo de la enfermedad.

La etiologia tanto de la EC como de la CU es desconocida, pero al igual que las IMID previas
se acepta que son enfermedades complejas, en las que una serie de factores ambientales inciden
en individuos genéticamante predispuestos “°. La flora intestinal y el tabaco son los factores
ambientales més frecuentemente asociados al desarrollo de Ell *°. La relacién con el hébito
tabaquico es controvertida, ya que se ha demostrado que es un factor protector en la colitis
ulcerosa y en cambio favorece el desarrollo de la enfermedad de Crohn *"*. En relacién a la
flora intestinal, se ha implicado a distintos microorganismos en el desarrollo de la Ell, como
por ejemplo al Mycobacterium avium paratuberculosis y mas recientemente a diferentes tipos
de bacterias como las del género Yersinia, Campylobacter, Clostridium, Chlamydia, Proteus,
Pseudomona y Shigella, y algunos virus como los Cytomegalovirus, los Herpes simplex, los

Paramixovirus, entre otros, aunque los estudios publicados describen resultados contradictorios
49-51

1.3.1.- Loci de susceptibilidad en las IMID

Tal y como se ha comentado previamente las IMID son enfermedades complejas en donde
existe una fuerte interaccion entre el genoma y el medio ambiente. La investigacion de las
variaciones genéticas que determinan la susceptibilidad a desarrollar una enfermedad compleja
esta basada en varias estrategias como son el estudio de la concordancia (estudios en gemelos),
el estudio de prevalencias (lambda sibling), el estudio de la heredabilidad y finalmente la
estrategia del gen candidato y los estudios de asociacion de genoma completo (Genome Wide-
Association Study, GWAS) 2.

Un gran namero de la variacion genética asociada con la susceptibilidad a las enfermedades
autoinmunes implica genes asociados con la respuesta inmune innata y adaptativa. En
particular, estos incluyen la variacion en las vias de las citoquinas pro-inflamatorias como el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el interferén-y (IFN-y) .

La identificacién de numerosos loci que predisponen a distintas enfermedades a través de los
GWAS ha aumentado en los ultimos afios. Una revision de mas de 30 estudios genéticos
realizada por Zhernakova et al ha puesto de manifiesto que existen factores genéticos
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compartidos entre las enfermedades IMID lo que sugiere posibles procesos comunes
etiolégicos **. En la actualidad y debido al mayor conocimiento de las diferentes enfermedades,
se han identificado mas de 350 loci de riesgo que confieren susceptibilidad para desarrollar
alguna de estas IMIDs >,

La AR tiene un fuerte componente genético. La heredabilidad estimada es del 40-65% en
pacientes seropositivos y solamente del 20% en pacientes con AR seronegativa . Existe
ademas evidencia de una agregacién familiar con una prevalencia de hasta el 12% en familiares
de primer grado de pacientes con AR. Hasta la fecha se han descrito mas de 100 loci de riesgo
que confieren susceptibilidad para desarrollar la enfermedad, muchos de ellos implicados en
mecanismos inmunes, y algunos compartidos con otras enfermedades inflamatorias crénicas *°.
La mayoria de los genes implicados en la predisposicion al desarrollo de la AR, asi como a
otras IMIDs, se encuentran en la region genética denominada Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex, MCH) que contiene los genes HLA.
Es bien conocido que los alelos de riesgo del gen HLA-DRB1* explican mas de la mitad del
componente genético de la AR. En cuanto a los genes localizados fuera de la region HLA, se ha
identificado una larga lista de genes que se asocian a susceptibilidad de la enfermedad a través
de diferentes mecanismos de accion. Uno de los méas estudiados y con mayor asociacion
genética en la poblacion europea es la proteina tirosina fosfatasa no receptor de tipo 22 (protein
tyrosine phosphatase non-receptor type 22, PTPN22). Otros polimorfismos que se han
observado estan situados en el gen transductor de sefial y activador de la transcripcion 4 (signal
transducer and activator of transcription 4, STAT4) ®, en el gen del antigeno asociado a
proteina 4 de linfocitos T citotdxicos (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, CTLA4), en
la region entre el factor 1 asociado al receptor de TNF (TRAF1) y el componente 5 (C5) (TNF
receptor associated factor 1, TRAF1/C5), entre otros ®.

Los pacientes con LES se caracterizan por presentar una fuerte asociacion genética, con una
heredabilidad estimada de aproximadamente 66% Y el riesgo relativo de padecer la enfermedad
entre hermanos es 20-40 veces mayor que el riesgo de la poblacién general. Ademas, la
concordancia entre gemelos que comparten el mismo ambiente es del 2-5% entre gemelos
dicigotos y del 24-58% entre gemelos monocigotos °***. Al igual que en la AR, las variaciones
genéticas mayormente asociadas al LES son determinados alelos de la region HLA. Hasta la
fecha se han realizado nueve GWAS en pacientes con LES en poblaciones europeas y asiaticas
y se han podido identificar mas de 40 loci de riesgo que confieren susceptibilidad para
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desarrollar la enfermedad °’. Tales estudios ademéas de identificar a genes o loci de
susceptibilidad, han confirmado de forma solida la asociacion del LES con factores genéticos
previamente conocidos, como son los alelos del HLA, tanto de clase I, Il o Il (HLA-
DRB1*0301, HLA-DRB1*0801, HLA-DQA1*0102, entre los mas asociados), el factor
regulador de interferon (interferon regulatory factor, IRF), PTPN22, STAT4...etc. Otro dato a
destacar en el componente genético de esta y todas las enfermedades IMID, es que dichas
asociaciones no solo influyen en la susceptibilidad a padecerlas, sino también pueden influir en
la variabilidad fenotipica de las mismas ®. Por dltimo, es conocido que existen factores de
riesgo genético compartidos entre los pacientes con AR y los pacientes con LES tales como
determinados polimorfismos de los genes HLA-DR, PTPN22 y STAT4 **,

La Psoriasis es una enfermedad multifactorial, en la cual también el modelo més aceptado es el
de la herencia poligénica, en el que varios genes interactian con factores medioambientales,
tales como traumas, estrés, infecciones, medicamentos, etc, para desencadenar y/o agravar las
manifestaciones clinicas °. Desde hace afios se conoce que existe una predisposicion genética
para el desarrollo de la enfermedad. Andressen et al, analizaron 2.035 familias y calcularon la
probabilidad de padecer psoriasis segin el nimero de familiares afectados. De acuerdo con este
estudio y otros realizados en grandes poblaciones de pacientes psoriasicos, se observd que si
ambos padres padecen la enfermedad, el 41% de sus descendientes también la padecerd, el 14%
si s6lo uno esta afectado, el 6% en el caso de un hermano afectado y cuando ademas de los
progenitores existe un hermano con la enfermedad, la probabilidad sera del 50% °°. Asi, los
estudios realizados en gemelos monocigotos y dicigotos, con concordancias del 58 y 24%,
respectivamente, aportan otra evidencia de la importancia de los factores genéticos en la
psoriasis ®’. Un fenémeno interesante ocurre tanto en pacientes con Ps como con APs y es el de
la impronta genética, mecanismo por el cual un gen se expresa o no dependiendo del género del
progenitor que lo transmite ®. Hasta la fecha, se han realizado mas de quince GWAS utilizando
grandes cohortes de pacientes con psoriasis tanto en poblaciones europeas como asiaticas y se
han identificado colectivamente méas de 50 loci de susceptibilidad para la psoriasis >,
siendo 16 loci comunes para pacientes con Ps 'y APs y 3 de éstos especificos solamente para
APs %72 A pesar del avance genético en la etiologia de la psoriasis, los loci fuera de la
region HLA sélo explican menos del 25% de la heredabilidad estimada de la enfermedad ”. El
efecto genético mas consistente y dominante de pacientes con Ps reside en el cromosoma

6p21.3 siendo el alelo HLA-Cw*0602 de susceptibilidad mas probable en el locus 1 para
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pacientes con psoriasis (PSORS1), representando hasta un 50% de la heredabilidad de la
enfermedad 2°, mientras que el alelo HLA-B*27 es un reconocido marcador en pacientes con
APs ™. Por otro lado, existen genes que se asocian a diferentes enfermedades IMID como la
proteina asociada a la subunidad reguladora CDKS5 1 tipo 1 que codifica para el gen CDKALL
(CDKS5 regulatory subunit associated protein 1 like 1) que se asocia con psoriasis asi como
con la enfermedad de Crohn y con la diabetes mellitus tipo 2 ™.

La mayor evidencia de que los factores genéticos contribuyen a la susceptibilidad para el
desarrollo de una enfermedad inflamatoria intestinal proviene de los estudios de

concordancia realizados en gemelos "'’

. En la EC, si los gemelos son monocigotos la
probabilidad de que el segundo gemelo esté afectado es del 37,3%, mientras que en la CU la
probabilidad es tan solo del 10%. En los gemelos dicigotos, si bien el riesgo también esta
aumentado, es claramente menor y con una relacion similar a la descrita previamente, 7% y 3%
para la EC y CU, respectivamente *'. En ambas formas de Ell, existe una agregacion familiar.
Segun los datos publicados, una cuarta parte de los pacientes con EIll tienen un miembro de la
familia afectado. Se estima que el riesgo de padecer una Ell cuando un padre esta afectado de
EC es del 9,2% y del 6,2% cuando lo esta de CU. Cuando ambos padres tienen Ell el riesgo
aumenta al 30%. Por otro lado, Yang et al describieron un riesgo de desarrollar CU y EC en
familiares de primer grado de pacientes con Ell del 1,6% y 5,2%, respectivamente '®. Estas
primeras observaciones, en el afio 2001, sentaron los primeros conocimientos genéticos en la
Ell, y culminaron con la identificacion del dominio 2 de oligomerizacion que contiene el gen
NOD2 (nucleotide binding oligomerization domain containing 2) de riesgo para las EIl ”°. Los
ultimos estudios publicados en la literatura describen més de 163 loci de susceptibilidad
asociados a Ell >3 A pesar del gran progreso dentro de la genética molecular en los Gltimos
afos, la alta heredabilidad observada en las Ell se entiende s6lo en parte por lo que es necesario
identificar nuevas variaciones genéticas de susceptibilidad a la vez que definir con mayor

precision la arquitectura genética de estas enfermedades .
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2.- Enfermedad cardiovascular

2.1.- Concepto

En las Gltimas décadas la supervivencia de los pacientes con enfermedades IMID ha aumentado
de forma progresiva debido principalmente al diagnéstico precoz y a los avances terapéuticos.
El mejor control del proceso inflamatorio cronico ha permitido que una serie de
manifestaciones clinicas propias de la enfermedad (i.e. amiloidosis, vasculitis) o en relacién
con determinadas comorbilidades (i.e. hemorragia digestiva alta, insuficiencia renal) asociadas
sean mucho menos frecuentes. Sin embargo, este incremento en la esperanza de vida de los
pacientes ha supuesto la emergencia de otras comorbilidades como las neoplasias y la
enfermedad cardiovascular (ECV) que han adquirido un mayor interés y protagonismo .

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares causan
més de 17 millones de muertes en el mundo cada afio y representan aproximadamente la mitad
de todas las muertes en los Estados Unidos y otros paises desarrollados. 7,6 millones de estas
muertes son debidas a la cardiopatia coronaria y 5,7 millones a los accidentes

cerebrovasculares.

La enfermedad cardiovascular esta representada por un amplio espectro de subfenotipos: la
hipertensién arterial; los sindromes coronarios que comprenden: la angina, la cardiopatia
isquémica, el infarto agudo de miocardio (IAM), el sindrome coronario agudo y la enfermedad
arterial coronaria; la insuficiencia cardiaca congestiva; la disfuncion diastélica del ventriculo
izquierdo; la enfermedad arterial periférica (EAP); la enfermedad cerebrovascular (accidente
cerebrovascular, ACV); los ataques isquémicos transitorios y las trombosis que comprenden a
la trombosis venosa profunda y al embolismo pulmonar 2. Si bien cada uno de estos eventos
puede compartir vias patogénicas similares que convergen en un estado proaterogénico, en
nuestro proyecto nos enfocaremos en cuatro de las mas relevantes: la angina, el IAM, el ACV y
la EAP.

La tasa de mortalidad por cardiopatia isquémica ha descendido en las Gltimas cuatro décadas
en los paises desarrollados, sin embargo sigue siendo la causa de un tercio de todas las muertes
en personas mayores de 35 afios y constituye la principal causa de muerte prematura en Espafa.

Se trata de una entidad que genera una importante discapacidad y que en el afio 2015 ha sido

responsable del 6,7% del total de afios de vida ajustados por discapacidad, siendo del 14,1%
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para la ECV ®. Se estima que en las préximas décadas la pérdida total de afios de vida
ajustados por discapacidad (AVAD) aumentara de 85 millones en 1990 a 150 millones en 2020
y, por tanto, continuara siendo la causa somatica mas importante de pérdida de productividad
laboral .

La estimacién de la prevalencia real de enfermedad coronaria en la poblacion es compleja y a
menudo se realiza a partir de encuestas poblacionales. Recientemente la Asociacion Americana
del Corazon (American Heart Association, AHA) ha publicado en relacion al infarto agudo de
miocardio, una prevalencia estimada del 2,9% (un 4,2% para los varones y un 2,1% para las
mujeres). Sin embargo se considera que estos datos pueden estar infravalorados dado que
solamente un porcentaje de pacientes con enfermedad coronaria (incluyendo a la angina
inestable, el infarto agudo de miocardio y la muerte subita) alcanzan las unidades coronarias y
son debidamente registrados .

En nuestro pais se han realizado Unicamente dos estudios poblacionales que han estudiado la
prevalencia de angina estable. El estudio PANES (Prevalencia de ANgina en ESpafia) ® que
informé un 7,5% v el estudio REGICOR (REgistre Glroni del COR) % un 3,5%, atribuyéndose
estas diferencias en parte a diferentes metodologias de estudio. Actualmente se han publicado
los resultados del estudio OFRECE (Obseravcion de FibRilacion y Enfermedad Coronaria en
Espafia) % sobre prevalencia de angina estable en la poblacion espafiola mayor de 40 afios
siendo del 2,6%, la cual se incrementa con la edad, los FRCV y los antecedentes de ECV. En
relacion al 1AM se puede realizar una aproximacién indirecta a través de los datos de las
encuestas realizadas. La incidencia de IAM en Espafia para personas de 25 a 74 afios oscila
entre 135-210 casos por 100.000 varones al afio y entre 29-61 casos por 100.000 mujeres al

afo. Esta incidencia se multiplica por 10 a partir de los 75 afios e incluso por 20 en las mujeres
86

Los accidentes cerebrovasculares (ACVs) en Espafia constituyen una causa frecuente de
morbilidad y hospitalizacién siendo la primera causa de muerte en las mujeres ®. La
prevalencia del ACV en la poblacion espafiola mayor de 65 afios se aproxima a un 7% en los
varones y a un 6% en las mujeres. Segun los datos de la Encuesta de Morbilidad Hospitalaria
del Instituto Nacional de Estadistica del afio 2011 se registraron 116.017 casos de ACV y
14.933 de trastornos isquémicos agudos (TIA), lo que corresponderia, respectivamente, a una
incidencia de 252 y 32 casos por 100.000 habitantes al afio **. Estas tasas se multiplican por 10
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en la poblacién mayor de 75 afios, siendo la incidencia acumulada hasta los 65 afios del 3%, y
aumentando hasta el 24% en los mayores de 85 afios. En esta linea, Medrano-Albero et al,
observaron que las tasas de incidencia difieren segun el género de los pacientes, siendo de 364
para los varones y de 169 para las mujeres. Del mismo modo, y como se comento previamente,
estos autores concluyen en su trabajo que existe un incremento progresivo en las cifras de
prevalencia, reflejo del aumento en la esperanza de vida de la poblacion espafiola, del mayor
acceso a los servicios asistenciales y/o a cambios en el patrén asistencial 2. Asi mismo, el
registro EPICES, mayor registro espafiol de base hospitalaria de pacientes con ACV, evalud
6.280 pacientes con ACV, de los cuales el 87,6% fueron isquémicos, y el 12,4% hemorragicos,
el 57,2% eran varones con una edad media de 71 afios y la hipertension arterial fue el FRCV

més prevalente para el desarrollo de ambos eventos cerebrovasculares .

La OMS describe una incidencia promedio mundial de aproximadamente 200 casos por
100.000 habitantes al afio, si bien existen marcadas diferencias entre los distintos paises y
segun las diferentes edades. Asi, en un metaanalisis de estudios de base poblacional publicado
por Feigin et al %, la incidencia en personas con menos de 45 afios fue de 10-30 casos por
100.000 habitantes al afio, mientras que en los mayores de 55 afios el rango era de 420-650
casos por 100.000 habitantes al afio, y en el grupo de edad entre 75-84 afios de 1.200-2.000
casos por 100.000 habitantes al afio.

La enfermedad arterial periférica (EAP) es una patologia de dificil diagnostico por ser de
presentacion mayoritariamente asintomatica, que precisa un alto grado de sospecha. En los
altimos afios ha adquirido gran interés pronodstico para la prediccion de enfermedad

aterosclerdtica en otros territorios arteriales de 6rganos como el corazén o el cerebro *.

La prevalencia de esta enfermedad es muy variable dependiendo de la franja de edad estudiada,
ya que la mayoria de los casos se concentran en la ultima etapa de la vida. Siguiendo esta linea,
un estudio reciente en el que se ha analizado una cohorte aleatoria de 2.833 sujetos entre 25 y
79 afios, se ha observado que la prevalencia de EAP se sitla en el 3,7%, siendo del 5% en los
varones y del 2,6% en las mujeres; con una prevalencia acumulada a partir de los 50, 60, 70
afios del 6,2%, 9,1% y 13,1% respectivamente *°. Cabe resaltar que la cifra objetivada en este
trabajo (3,7%) es similar a la descrita en otros estudios realizados en nuestro pais y en la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion estadounidense (National Health and Nutrition
Examination Survey, NHNES). En un estudio reciente de Velescu et al sobre una poblacion
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mediterranea, se informan cifras de incidencia de 377 casos por 100.000 habitantes al afio,
mientras que para la EAP sintomética la cifra disminuye a 102 casos por 100.000 habitantes al
afio ¥'.

Dado que la mayoria de la poblacion afectada estad asintomatica, se recomienda detectar las
formas subclinicas ya que su presencia mejora la capacidad de prediccion de las actuales
funciones de riesgo cardiovascular y en estos casos la terapia preventiva disminuye el riesgo de
muerte. En Espafia se han llevado a cabo distintos estudios epidemiolégicos y en todos ellos se
ha observado que las formas sintomaticas son menos prevalentes (alrededor del 14%) y que la

enfermedad en general claramente predomina en el género masculino .

En relacion a las manifestaciones clinicas, la claudicacion intermitente de los miembros
inferiores es la forma més frecuente de presentacion con una prevalencia estimada en el grupo
de 60-65 afios del 35%. EIl principal factor de riesgo de la EAP es la edad, existiendo una
asociacion en aquellos pacientes mayores de 65 afios con algunos FRCV, principalmente con la
diabetes mellitus y con el tabaquismo *’.

2.2.- Factores de riesgo cardiovascular

Un factor de riesgo es cualquier circunstancia (genética, ambiental o personal) que incrementa
las probabilidades de que se desarrolle una determinada enfermedad. El riesgo cardiovascular
total es la probabilidad absoluta de presentar una enfermedad cardiovascular (ECV) mortal o no
mortal, generalmente en los préximos 10 afios y depende de la presencia de factores de riesgo
modificables y no modificables. La deteccidn y control de los factores de riesgo cardiovascular
(FRCV) sigue siendo la estrategia fundamental para prevenir la ECV *®.

Valorar el riesgo cardiovascular en los pacientes con enfermedades IMID es igualmente
necesario e incluso mas importante que en la poblacion general y esto se deberia tanto a una
mayor prevalencia de los FRCV en estos pacientes como a la carga inflamatoria que generan
estas enfermedades *®. De hecho, algunos autores defienden el concepto que los pacientes con
AR, tomada como ejemplo, deben considerarse como pacientes de elevado riesgo
cardiovascular y esta altamente recomendado realizar un analisis individual del riesgo

cardiovascular durante todo el curso de la enfermedad %1%,

29



Actualmente, no existe ningun sistema especifico validado en nuestro medio para valorar de
forma global el riesgo cardiovascular en este tipo de pacientes y que se encuentre incluido en
las guias de manejo de estos pacientes, pero eso no implica que no se deba valorar el riesgo.

Una aproximacion inicial seria mediante las tablas de estratificacion de riesgo cardiovascular.

Se han propuesto diversos modelos de tablas, como son las tablas de Framingham %, las tablas
de Score ', las tablas de REGICOR ®8, etc. Sin embargo la utilizacién de alguna de ellas
presenta ciertas limitaciones como el hecho de permitir una estimacién del riesgo coronario,
pero no del cardiovascular y la sobreestimacion del riesgo coronario en poblaciones en donde el

riesgo sea menor, como por ejemplo la poblacién espafiola .

Como se comentd previamente, algunos autores consideran que las enfermedades IMID,
especialmente la AR y el LES, determinan por si mismas un riesgo cardiovascular elevado *®.
Otros autores aconsejan multiplicar por 2 el riesgo calculado con las escalas habituales, lo cual
supone aproximadamente aumentar una categoria de riesgo (de bajo a moderado, de moderado
a alto y de alto a muy alto) ®. Hay otras propuestas que tienen en cuenta el tratamiento y el
grado de actividad inflamatoria. Asi en ese contexto, el indice de Actividad del Lupus
Eritematoso Sistémico-2K (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000,
SLEDAI-2K) Y7 que determina la actividad inflamatoria en esta enfermedad, podria identificar
a los pacientes de riesgo alto, al igual que la presencia de los 3 tipos de anticuerpos
antifosfolipidos (anticoagulante lUpico, anti- B2GPI y anticardiolipina).

La Liga Europea Contra el Reumatismo (European League Against Rheumatism, EULAR), por
ejemplo, propone en los pacientes con AR multiplicar por 1,5 el riesgo calculado con las
escalas habituales si se cumplen 2 de los 3 criterios siguientes: duracion de la enfermedad mas
de 10 afios, positividad del factor reumatoide (FR) o de los anticuerpos anti-CCP o la presencia

de manifestaciones extraarticulares 1%,

Tal y como se ha comentado, en la actualidad no existe ninguna tabla especifica para el céalculo
del riesgo cardiovascular para los pacientes con enfermedades IMID. Sin embargo es preciso
comentar que existen dos iniciativas entre cuyos objetivos se incluye la obtencidn de una escala
de riesgo cardiovascular en este tipo de pacientes, el consorcio A TransAtlantic Cardiovascular
risk Calculator for Rheumatoid Arthritis (ATACC-RA) y el consorcio Consortium Of
Rheumatology Researchers Of North America (CORRONA) 08109,
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2.2.1.- Factores de riesgo cardiovascular no genéticos

La prevalencia de la enfermedad cardiovascular aumenta en relacion directa con la edad, ya sea
por los propios cambios fisiologicos del miocardio asociados al proceso de envejecimiento, o
por la presencia de uno o mas factores de riesgo que se presentan fundamentalmente a lo largo
de la vida y de forma preferente en edades avanzadas. El corazén, como todo el resto del
organismo, experimenta modificaciones en el curso del envejecimiento. Lo cierto es que, a
nivel funcional, todas estas modificaciones tienen una consecuencia esencial: reducen los
mecanismos de reserva de nuestro organismo y nos convierten en mas vulnerables, facilitando
el enfermar y empeorando el prondstico de cualquier enfermedad. La persona de edad avanzada
sera la diana principal de la mayor parte de las cardiopatias. Por ejemplo, la prevalencia y la
incidencia de la insuficiencia cardiaca se duplican cada década a partir de los 40-45 afios, y
cabe hacer consideraciones similares sobre procesos tan frecuentes e importantes como las

enfermedades coronarias o la hipertension arterial, entre otras muchas *.

En relacién al género, se ha demostrado que los varones tienen mayor riesgo de desarrollar una
ECV que las mujeres pre-menopausicas, y una vez alcanzada la menopausia, el riesgo en una
mujer es similar al de un hombre *°. Asi mismo, la historia reproductiva de una mujer sirve
como predictor para el desarrollo de ECV, por ejemplo, las mujeres con antecedentes de
preeclamsia tienen mayor riesgo de ECV en comparacion con las mujeres con embarazos
normales *****2. En su trabajo, Mikkola et at realizaron una comparacién entre mortalidad por
causa cardiovascular y no cardiovascular segun el género y concluyen que el riesgo de muerte
por ECV estandarizado por edad fue 80% mayor para los hombres que para las mujeres, que de
los 45 a los 54 afios la mortalidad por ECV como no cardiovascular fueron similares mientras
que en las mujeres la mortalidad por ECV aumentdé mas rapidamente que la mortalidad no

cardiovascular a partir de los 60 afios ***.

La hipertension arterial (HTA) se define como el incremento continuo de los valores de la
presion arterial (PA) por encima de 140/90mmHg de presion arterial sistolica (PAS) y de
presion arterial diastolica (PAD) respectivamente, segun las guias del afio 2013 sobre HTA de
la Sociedad Europea de Hipertension (European Society of Hypertension, ESH) y la Sociedad

Europea de Cardiologia (European Society of Cardiology, ESC) ***.
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La prevalencia de la HTA en la poblacién espafiola se sitda alrededor de un 30-40%, con un
marcado aumento en edades més avanzadas **°. Sin embargo, datos de la Encuesta Europea de
Salud en Espafia (EESE) del afio 2014 informan un 18,4% *°,

En el mundo desarrollado aproximadamente 330 millones de personas padecen HTA, cifra que
se duplica en los paises en vias de desarrollo. Segun la OMS, la HTA es la principal causa de
ECV en todo el mundo. A nivel mundial, casi 1.000 millones de personas tienen HTA y de
éstos, dos tercios estan en los paises en desarrollo. Es una de las principales causas de muerte
prematura en todo el mundo y el problema es cada vez mayor ya que se estima que para el afio
2025 cerca de 1.560 millones de adultos la desarrollaran **’.

La elevacion de la presion arterial es casi siempre asintomatica. En este sentido, en las ultimas
décadas se ha puesto cada vez mas de manifiesto que el riesgo de desarrollar una ECV (un
accidente cerebrovascular, una cardiopatia isquémica, una insuficiencia renal, etc.), no se limita
a un subconjunto poblacional cuyos valores de presion arterial son particularmente elevados,
sino que también podria afectar a personas con valores de presion arterial media y/o inferior a

la media.

Segun las guias del afio 2013 comentadas previamente, para evaluar el riesgo global del
individuo, se deben de considerar los diferentes FRCV. La coexistencia de obesidad, de
tabaquismo, de dislipemia, de consumo de alcohol y la existencia de historia familiar de HTA o
de cardiopatia isquémica, son de trascendental importancia por cuanto el tratamiento debe
encaminarse a la reduccion de dicho riesgo. De igual manera, la presencia de lesion en 6rganos
diana o la presencia de ECV establecida nos obligan a un control estricto, tanto de las cifras de
presion arterial como de los FRCV.

Se estima en forma global que aproximadamente el 62% de las enfermedades cerebrovasculares
y el 49% de las cardiopatias isquémicas son atribuibles a una presion arterial elevada (sistélica
> 115 mmHg), con escasa influencia del género **".

Existen maltiples evidencias que indican que un tratamiento efectivo de la HTA se relaciona
claramente con una reduccion en la incidencia de IAM en un 20-25% y de un ACV en un 35-
40% en la poblacion general. De forma paralela se acepta que la elevacion de 20 mmHg en la
PAS o de 10 mmHg en la PAD en personas sanas de entre 40 a 70 afios duplica el riesgo de
desarrollar una ECV **,
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La diabetes mellitus (DM) es una alteracion metabdlica de etiologia multiple caracterizada por
hiperglucemia cronica como consecuencia de defectos en la secrecion y/o en la accién de la
insulina. La DM tipo 1 se debe a la ausencia practicamente completa de produccidn pancreatica
de insulina enddgena, mientras que la DM tipo 2 se manifiesta a consecuencia de una

utilizacion ineficaz de la insulina.

La prevalencia global de la DM estd aumentando en proporciones epidémicas, debido al
crecimiento demogréfico, el envejecimiento, la urbanizacion y la creciente prevalencia de la
obesidad y el sedentarismo. En 2012, la DM ha afectado a mas de 371 millones de adultos en
todo el mundo (prevalencia del 8,3%), con mas del 90% de los casos de DM tipo 2. Este
namero se estima que aumentard a aproximadamente 552 millones de adultos en el afio 2030

(prevalencia del 9,9%) 2.

En la actualidad, la prevalencia de la DM en Espafia es del 10% y en los pacientes con DM tipo

2, este porcentaje se eleva con la edad tanto en varones como en mujeres *°.

El diagnostico de DM se realiza al obtener un valor de glucemia en ayunas > 126 mg/dL en dos
ocasiones y es imprescindible un correcto control glucémico de forma constante para reducir al
minimo las complicaciones de la enfermedad. Por ejemplo, la Asociacion Americana de
Diabetes (American Diabetes Association, ADA) y la Asociacion Europea del Estudio de la
Diabetes (European Association for the Study of Diabetes, EASD) recomiendan mantener
valores de hemoglobina glicosilada A inferiores al 7% para evitar el desarrollo de ECV. Los
pacientes diabéticos merecen especial atencion en relacién al desarrollo de enfermedad arterial
coronaria ya que a menudo es silenciosa y hasta un 60% de los IAM pueden ser asintomaticos y

solo ser diagnosticados por signos de isquemia miocardica en un electrocardiograma de rutina
119,120

La mayoria de los estudios epidemioldgicos destacan que la DM es un importante factor de
riesgo para el desarrollo de accidente cerebrovascular isquémico. Segun lo describe Cantu-
Brito et al '?*, en promedio, los pacientes diabéticos tienen 2,9 veces més probabilidades de
tener un ACV en comparacion con sujetos sin diabetes. Siguiendo esta linea, se observa que la
edad también desempefia un factor relevante en su desarrollo. Asi, en una cohorte de 14.432
pacientes con diabetes y con edades comprendidas entre los 40 y 97 afios, con un seguimiento
de cuatro afios, el estudio DAI (Diabetes and Informatics) demostré que la edad es un factor
relevante tanto para la incidencia como para la recurrencia de un ACV en los pacientes
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diabéticos, de tal forma que por cada diez afios de incremento en la edad, se duplica el riesgo de
desarrollar un ACV en los diabéticos 2.

En el estudio United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) se demostr6 que la terapia
intensiva con metformina o insulina y una sulfonilurea (SU) en el momento del diagnéstico de
la DM, se asoci6 con un menor riesgo de desarrollo de un infarto de miocardio o muerte por
cualquier causa en comparacion con la terapia convencional. Con base en esta evidencia, la
ADA y la EASD recomiendan mantener valores de hemoglobina glicosilada A;. inferiores al
7% para evitar el desarrollo de ECV 812,

La prevalencia de la dislipemia (DL) en la poblacién espafiola oscila entre el 30-51% %

siendo del 16,5% para la EESE del afio 2014 ''®. En la actualidad, la hipercolesterolemia
provoca 4,3 millones de muertes al afio en todo el mundo y 39 millones ajustados por
discapacidad afios de vida perdidos *%°.

A nivel mundial, un tercio de la cardiopatia isquémica es atribuible a cifras elevadas de
colesterol. En general, se estima que las cifras elevadas de colesterol han causado hasta 2,6
millones de muertes (4,5% del total) y 29,7 millones de AVAD (2% del total)
por lo que la reduccion en las cifras del colesterol, reducirian el riesgo de desarrollar ECV. En
el afio 2008, la prevalencia global de colesterol total elevado entre los adultos fue de 39% (37%
para los varones y 40% para las mujeres) para valores superiores de colesterol total de 6,2
mmol/l (240 mg/dl). La prevalencia en las cifras elevadas del colesterol total, aumentan
notablemente en funcion del producto interior bruto (PIB) de cada pais. Es decir, en paises con
bajo PIB en torno al 25% de los adultos presentan cifras de colesterol total elevadas, mientras
que en paises con ingresos superiores, hasta un 50% de la poblacion adulta puede desarrollar
hipercolesterolemia. En el estudio Carmela se demuestran amplias variaciones en el perfil
lipidico en siete ciudades diferentes de América Latina, con valores que oscilan desde el 36% al
68% en la concentracion de colesterol total, y donde valores bajos de HDL-C y elevados de los

triglicéridos fueron las alteraciones mas frecuentes *%°.

El objetivo principal del tratamiento en estos pacientes es la reduccion de los valores del
colesterol LDL y por tanto del riesgo cardiovascular. Los pacientes con antecedentes de haber
presentado una manifestacion cardiovascular o de tener un FRCV tienen al menos un 20% maés

de riesgo de desarrollar una ECV en los proximos 10 afios. El tratamiento en estos pacientes
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tiene por objetivo alcanzar unas concentraciones de colesterol-LDL aun mas bajos que en la

poblacién general con menor riesgo .

Las estatinas tienen efectos pleiotrépicos independientes de la reduccién de los valores de
colesterol. Este efecto pleiotropico antiinflamatorio se ha comprobado en pacientes con AR y
con LES. Aunque existen estudios en los que no se ha podido demostrar el efecto
antiinflamatorio de las estatinas, si que existen metaanalisis que lo confirman. En concreto, en
un metaanalisis realizado a partir de 15 ensayos clinicos (992 pacientes) aleatorizados para
recibir estatinas o placebo en pacientes con AR se demostrd que en el grupo tratado con
estatinas disminuyeron los parametros bioldgicos de inflamacion (VSG, PCR, TNF-a, IL1 e
IL6) y el nimero de articulaciones tumefactas. En este sentido, se puede concluir que las
estatinas deben de utilizarse para reducir los valores de colesterol segln los criterios de
referencia, pero ademas pueden tener un beneficio afiadido en el control de la enfermedad de

base por sus efectos pleiotropicos 1?8,

El tabaquismo es uno de los FRCV tradicionales méas importantes para el desarrollo de ECV y
es el principal FRCV para la EAP. En la poblacion espafiola se estima una prevalencia del
habito tabaquico de aproximadamente el 23%. Segun la Encuesta Europea de Salud en Espafia
(EESE) del afio 2014, se ha observado desde 1993 a 2014 un continuo descenso en el
porcentaje de poblacion que consume tabaco, especialmente en el género femenino (27,6% en

los varones y del 18,6% en las mujeres) *°.

Es la segunda causa de ECV después de la HTA. Estimaciones de la OMS indican que el
consumo de tabaco causa 6 millones de muertes al afio, de las que mas de 5 millones son
consumidores y mas de 600.000 son no fumadores expuestos al humo de tabaco ajeno. Si no se
toman medidas urgentes, la cifra anual de muertes podria ascender a 10 millones para el afio
2030, 80% de las cuales ocurriran en los paises en desarrollo. Estas proyecciones se basan en la
tendencia actual de aumento en el consumo de tabaco entre los adolescentes cuya edad de

iniciacién esta en descenso.

En la actualidad, la tasa de fumadores ha disminuido en la mayoria de los paises europeos en
gran medida debido a la aprobacién de una Ley anti tabaquica, sin embargo el consumo de
tabaco continda siendo ain muy comun en muchas regiones y en determinados grupos de edad.
Los programas de ayuda para facilitar el abandono del tabaco solo tienen éxito en el 20-30% de
los casos y la prevencion de las recaidas continta siendo la piedra angular de la lucha contra la
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adiccion a la nicotina ***. Tal y como se comenté previamente, existe una fuerte asociacion
entre el habito tabaquico y la EAP, y los pacientes fumadores no sélo tienen un mayor riesgo de
EAP, sino que presentan las formas mas graves de enfermedad. Existe una clara evidencia de
que el abandono del tabaco se acompafia de una marcada reduccion del riesgo de desarrollar
una EAP y se ha comprobado que, aungue el riesgo de presentar una EAP en personas ex-
fumadores es 7 veces mayor que en personas que nunca han fumado; en los fumadores activos
es 16 veces mas elevado, asi como la tasa de amputaciones de miembros inferiores por

isquemia critica .

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de ECV en la poblacién general y se
estima una prevalencia de alrededor del 30% en la poblacion espafiola segun las distintas series
(17% para la EESE 2014) **®, con una mayor prevalencia en las mujeres y en relacién con la
edad. Asi, en un estudio poblacional de 5.103 participantes denominado Di@bet.es, publicado
por Valdés et al, donde se compararon cifras de prevalencia de obesidad, de DM y de HTA en
la regién de Andalucia con las del resto de Espafia, se observo que la prevalencia de obesidad,
de DMy de HTA era del 37%, 16,3% Yy del 43,9% en Andalucia en comparacion con el 26,6%,
12,5% vy el 39,9% en el resto de Espafia *%°.

A nivel mundial, la proporcion de la poblacion afectada alcanza cifras epidémicas, ya que mas
de 1.000 millones de adultos de todo el mundo presentan un peso excesivo, y al menos 300
millones son clinicamente obesos. Se estima que 2,8 millones de personas mueren cada afio
como consecuencia de tener sobrepeso u obesidad, y se estima que hasta 35,8 millones (2,3%)
de los AVAD globales son causados tanto por la obesidad como por el sobrepeso. En el afio
2008, el 9,8% de los varones y el 13,8% de las mujeres eran obesos con un indice de masa
corporal (IMC) mayor o igual a 30kg/m?, frente a un 4,8% y un 7.9% respectivamente del afio
1980.

En las ultimas décadas se ha observado una alarmante tendencia al desarrollo de obesidad, lo
que puede estar en clara relacién con cambios en los habitos alimentarios y un aumento del
sedentarismo. Ademas debe tenerse en cuenta que la obesidad con frecuencia se asocia a otros
FRCV no genéticos tradicionales (i.e. la DM tipo 2, la HTA, la DL, la inactividad fisica) lo que
potencia aun mas su impacto negativo en la salud. La HTA y la obesidad son un ejemplo claro
de esta fuerte asociacion por lo que las guias internacionales recomiendan una pérdida de peso

en pacientes hipertensos obesos o incluso con sobrepeso. Se recomienda el mantenimiento de
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un peso corporal saludable con un IMC de 25 y una adecuada circunferencia de cintura (< 102
cm para los varones y < 88 cm para las mujeres) a los sujetos no hipertensos para prevenir el

desarrollo de HTA y a los pacientes hipertensos para reducir las cifras de PA *.

El sedentarismo es también un importante FRCV. La actividad fisica aerobica regular es
beneficiosa para la reduccion del riesgo cardiovascular y la mortalidad cardiovascular.

En algunos estudios realizados en Espafia se ha observado que mas del 45% de la poblacién no
realiza ningun ejercicio fisico durante su tiempo libre ***, mientras que para la EESE del afio
2014 la cifra es algo menor (36,7%) *°. El sedentarismo es mayor en las mujeres, en los niveles
socioculturales inferiores, y se eleva conforme avanza la edad. Un metaandlisis demostr6 que el
entrenamiento de resistencia aerdbica reduce la PAS y la PAD en reposo 3,0/2,4 mmHg en la
poblacion general y 6,9/4,9 mmHg respectivamente en participantes hipertensos por lo que las
guias internacionales aconsejan la practica de al menos 30 minutos de ejercicio fisico aerébico
dinamico y de intensidad moderada (caminar, correr, montar en bicicleta o nadar) 5-7 dias a la

semana .

La actividad fisica insuficiente se puede definir como aquella actividad que se realiza menos de
5 veces a la semana y con una duracion menor a 30 minutos de actividad moderada o bien

menos de 3 veces a la semana y con una duracion menor a 30 minutos de actividad vigorosa.

Segun datos de la OMS, hacer mas de 150 minutos (2 horas y 30 minutos) de actividad fisica
moderada o una hora de actividad fisica vigorosa cada semana reduce el riesgo de ECV en un
30%. Un estudio demostr6 que caminar por lo menos dos horas a la semana redujo la
incidencia de muerte prematura por ECV en un 50%.

Dicha relacion se ha investigado mediante distintos tipos de estudios epidemioldgicos
realizdndose los primeros en Inglaterra, a principios de la década de los afios cincuenta. Un
estudio clésico es el realizado por Morris que fue publicado por Heady et al **? y en donde se
reclutaron 31.000 trabajadores del transporte londinense y se analizo la presencia de cardiopatia
coronaria en los choferes de autobuses y en los cobradores de pasajes de este tipo de vehiculos
de dos pisos. Esta investigacion demostrd que los choferes tenian una mayor mortalidad por
infarto agudo de miocardio que sus ayudantes y tres veces mas muertes subitas al tener en

cuenta el grupo de sujetos menores de 50 afios.
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Actualmente, existen muy pocas revisiones sisteméticas sobre la prevalencia de sedentarismo
medido objetivamente o subjetivamente informado. En este sentido, Harvey et al, publicaron
una revision sistematica en donde recopilaron y analizaron la literatura publicada relativa a la
prevalencia de este FRCV en adultos mayores de 60 afios y concluyeron que la mayoria de los
adultos son sedentarios. Asi, el 60% informd haber estado sentado durante més de 4 horas al
dia, el 65% se sientan frente a una pantalla durante mas de 3 horas diarias y mas de un 55%

reportaron ver mas de 2 horas de television al dia .

Los FRCV no genéticos en general, y cada uno de ellos en particular, se asocian a un mayor
desarrollo de ECV lo que genera un aumento de la mortalidad asociada. Existe un amplio
consenso por parte de los profesionales de la salud y las autoridades sanitarias que es
fundamental un control estricto de estos factores de riesgo y la estratificacion de cada uno de
ellos, desarrollando medidas preventivas y diagnosticas precoces, y una estrategia terapéutica
adecuada en cada caso.

2.2.2.- Factores de riesgo cardiovascular genéticos

Como se comento en el capitulo anterior, existen loci de susceptibilidad para el desarrollo de
enfermedades IMID, asi como también se han descrito loci de riesgo para el desarrollo de
enfermedad cardiovascular en la poblacion general. Dentro de los subfenotipos de ECV mas
estudiados se describen los sindromes coronarios agudos representados por la angina, la
cardiopatia isquémica, el infarto agudo de miocardio y la enfermedad arterial coronaria, entre
otros; y los accidentes cerebrovasculares tanto de origen isquémico como de origen

hemorréagico.

Anteriormente, utilizando la estrategia del gen candidato se han podido realizar distintos
estudios para determinar la asociaciéon de algunos genes que intervienen en la regulacién del
sistema cardiovascular, obteniendo diferentes resultados. Asi se han realizado estudios en genes
que codifican para proteinas que participan en el metabolismo de los lipidos como las
lipoproteinas, las apolipoproteinas y sus receptores...etc *3. Otro grupo de genes que se han
analizado también han sido aquellos genes que codifican para proteinas involucradas en la
regulacién de la hemostasia, de la coagulacion y de la fibrindlisis. Asi, un grupo espafiol en

una cohorte de mas de 100 familias, analiz6 la variacion genética en la secuencia de la

38



subunidad A (F13A1) del factor XIII de la coagulacion y observaron que esta variacion no solo
se asociaba a la enfermedad aterotrombdtica sino también a determinados cambios funcionales
en las concentraciones y actividad de dicho factor aumentando el riesgo de desarrollar una ECV
3% siguiendo esta linea, otro gran estudio realizado en una poblacién europea por Moral et al
138 ha demostrado que la tasa de incidencia de la ECV varia en funcion de la region geografica,
siendo menor en la regién mediterranea y mayor en otras zonas de Europa, y que esta
variabilidad puede atribuirse a variaciones genéticas y/o ambientales. Zanetti et al, en un
estudio mas reciente, analizaron mas de 350 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ubicados
en cuatro regiones genémicas asociadas a enfermedad arterial coronaria en 19 poblaciones de
Europa, Medio Oriente, Africa del Norte y Asia y observaron diferencias significativas en la
estructura de la variacién genética entre las diferentes poblaciones, identificando tres

marcadores de riesgo de ECV situados en la region 9p21 (rs9632884, rs1537371 y rs1333042)
137

Las primeras publicaciones basadas en los estudios de asociacion de genoma completo, GWAS,
se remontan al afio 2005. Desde entonces, se han identificado nuevos loci de riesgo asociados a

diferentes enfermedades, entre ellas la ECV.

Actualmente se han realizado mas de 25 GWAS de ECV en la poblacion general resultando en
la identificacién de mas de 130 loci de riesgo cardiovascular *****2, En relacién a los sindromes
coronarios, y en especial a la cardiopatia isquémica (Cl), se ha observado un avance
significativo en los Gltimos 10 afios, tanto en el conocimiento de la arquitectura genética asi
como también en su presentacion clinica. Ademas, varios estudios de cohortes han identificado
que los antecedentes familiares de CI se asocian con un mayor riesgo de presentar la
enfermedad '*. La heredabilidad estimada de la Cl es del 35-55% *. En el afio 2015 se ha
publicado un metaanalisis GWAS de 185.000 casos y controles con enfermedad arterial
coronaria que ha permitido confirmar la mayoria de loci conocidos asociados a este subfenotipo

asi como identificar algunos de nuevos **.

Una caracteristica importante de los GWAS es la formacion de grandes consorcios de
investigacion internacionales en relacion a diferentes enfermedades. En lo que refiere a los
subfenotipos de ECV analizados en este proyecto de tesis doctoral destacan los siguientes
consorcios: Coronary Artery Disease Genome-wide Replication and Meta-Analysis
(CARDIOGRAM) ° \Welcome Trust Case Control Consortium (WTCCC) **', Coronary
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Artery Disease (C4D) Genetics Consortium *® Prospective Cardiovascular Munster

(PROCAM) Study '*°, Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology
(CHARGE) Consortium *° | BioBank Japan Project **°, Ottawa Heart Study ***, International

Stroke Genetics Consortium (ISGC) **, entre otros.

ElI CARDIoOGRAM es uno de los proyectos mas amplios, enfocado al estudio genético de la
enfermedad arterial coronaria (EAC) **. Asi Shunkert et al, analizaron un metaanalisis con 14
GWAS que comprendian 22.233 casos y 64.762 controles, y lograron identificar 13 nuevos loci
de riesgo para el desarrollo de EAC. Ademas observaron que solo tres de los nuevos loci
presentaban una asociacion significativa con los FRCV tradicionales, mientras que la mayoria
se encontraban en regiones de genes no implicados previamente en la patogénesis de la EAC.
Finalmente, cinco de los nuevos loci de riesgo de EAC parecian tener efectos pleiotropicos,

evidenciando una sélida asociacién con otras enfermedades *°3.

El WTCCC **' se formd también con el objeto de explorar la utilidad, el disefio y el analisis de
los estudios GWAS y esta formado por mas de 50 grupos de investigacion del Reino Unido.
Una de las principales lineas de estudio ha sido la realizacion de un GWAS llevado a cabo en la
poblacion britanica que incluia 16.179 individuos y las siguientes enfermedades: trastorno
bipolar, enfermedad arterial coronaria (EAC), enfermedad de Crohn, artritis reumatoide,
hipertension arterial, diabetes tipo 1y tipo 2 y 3.000 controles. El hallazgo mas notable en lo
que respecta al fenotipo de EAC ha sido la s6lida asociacién con la region 9p21.3 evidenciando
en esa region secuencias codificantes para dos inhibidores de cinasa dependientes de ciclina, el
gen CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A) y el gen CDKN2B (cyclin dependent
kinase inhibitor 2B). Ademas, esta Ultima es inducida por el factor de crecimiento
transformante beta (transforming growth factor beta, TGF-$), implicado en la patogénesis de la
aterosclerosis ***. Otra asociacion interesante ha sido con el SNP rs6922269 del gen MTHFD1L
(methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NAP+ dependent) 1 like), la isoenzima
mitocondrial de Cl-tetrahidrofolato (THF) sintasa que actla sobre la sintesis de purina y
metionina **° y finalmente una asociacién modesta con el SNP (rs1994016) situada en el gen
ADAMTS17 (desintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs), una familia de
genes implicada en la remodelacion vascular y la aterosclerosis **°. Siguiendo esta linea,

Erdman et al *’

, realizaron un analisis de GWAS en tres etapas, donde estudiaron unas
regiones cromosémicas especificas primeramente en 1.222 individuos alemanes con infarto
agudo de miocardio y 1.298 controles, y luego replicaron estos datos sobre individuos de otros
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paises utilizando grandes consorcios como: el WTCCC **', el German MI Family Study
(GerMIFS) ™ el Myocardial Infarction Genetics Consortium (MIGC) *° y el Italian

160 jdentificando un nuevo

Atherosclerosis, Thrombosis y Vascular Biology Working (IATVB)
locus de riesgo de EAC en el gen MRAS (muscle RAS oncogene homolog) de la region 3922.3 y
una sugerente asociacion con un locus 12924.31 cercano al gen de HNF1A (hepatocyte nuclear

factor 1 alpha)-C120rf43 (chromosome 12 open reading frame 43).

Los accidentes cerebrovasculares (ACV) han sido también muy estudiados desde el punto de
vista genético y en particular los de origen isquémico que constituyen el 80% del total ***. Los
estudios con gemelos han demostrado que la prevalencia de ACV es aproximadamente cinco
veces mayor en gemelos monocigéticos que en gemelos dicigéticos **41%%, La identificacion de
los loci de riesgo se ha enfocado en el estudio de genes de la hemostasia, genes que controlan el

metabolismo de la homocisteina y de la enzima convertidora de angiotensina, entre otros %2,

El primer gran metaanalisis (METASTROKE) '*° con 12.389 pacientes con ACV de origen
isquémico y 62.004 controles de 15 cohortes europeas ha demostrado diferentes asociaciones
genéticas entre los distintos subtipos de ACV isquémicos y sus mecanismos fisiopatoldgicos.
Asi, para los ACV de origen cardioembdlico se han identificado asociaciones cercanas al gen
PITX2 (paired-like homeodomain transcription factor 2) y ZFHX3 (zinc finger homeobox 3).
En cambio, en relacion a los ACV de grandes vasos se han identificado como factores de riesgo
variaciones situadas en el gen HDAC9 (histone deacetylase 9) ubicado en la region 9p21.
Siguiendo esta linea, Ikram et al, analizaron a través de GWAS cuatro cohortes del consorcio
CHARGE donde incluyeron 19.602 individuos con un seguimiento de 11 afios obteniendo
1.544 casos de ACV (1.164 de origen isquémico) y lograron identificar dos polimorfismos
intergénicos de un solo nucle6tido situados en el gen NINJ2 (ninjurin 2) del cromosoma 12p13
asociados a ACV. A su vez, se demostrd que rs12425791 se asociaba con un mayor riesgo de
apoplejia total e isquémica **.

Malik et al, llevaron a cabo en un gran trabajo en el que participaron multiples consorcios tales
como Atrial Fibrillation Consortium, CHARGE Consortium, International Genomics of Blood
Pressure Consortium, INVENT Consortium, BioBank Japan Cooperative Hospital Group,
COMPASS Consortium, EPIC-CVD Consortium, EPIC-InterAct Consortium, International
Stroke Genetics Consortium, METASTROKE Consortium, Neurology Working Group of the
CHARGE Consortium, NINDS Stroke Genetics Network y UK Young Lacunar DNA Study.
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Este estudio muy reciente es un metaandlisis de GWAS en el que se incluyen 521.612
individuos (67.162 casos y 454.450 controles) y donde se han identificado 22 nuevos loci de
riesgo de ACV, de un total de 32. Ademas, se ha demostrado que varios de estos loci exhibian
distintos patrones de asociacion y pleiotropia para los distintos subtipos de ACV ®°.

En relacion a la enfermedad arterial periférica (EAP), Matsukura et al, han llevado a cabo un
GWAS con 785 casos y 3.383 controles en una poblacion japonesa utilizando 431.666 SNP con
el proposito de identificar loci de susceptibilidad para EAP. Asi, han observado 3 nuevos loci
de susceptibilidad para el desarrollo de EAP en la region genética IPO5 (importin 5) / RAP2A
(member of RAS oncogene family), en el gen EDNRA (endothelin receptor type A) y en el gen
HDAC9 (histone deacetylase 9) y el mapeo del locus IPO5/RAP2A reveld que rs9584669

conferia el mayor riesgo de desarrollo de EAP **°,

A pesar del gran avance en la identificacion de marcadores genéticos asociados al riesgo de
desarrollar una ECV en la poblacién sana, ain quedan muchos aspectos por resolver. EI hecho
de que sean enfermedades con una herencia poligénica y con un origen multifactorial implica
que el conocimiento de sus causas sea de una gran complejidad. En un futuro se espera que
estos descubrimientos sean de utilidad tanto en la prevencion, en el tratamiento, como en el

mayor conocimiento sobre el mecanismo etiopatogénico de la arteriosclerosis.
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3.- Enfermedad cardiovascular en las enfermedades IMID

3.1.- Generalidades

La enfermedad cardiovascular (ECV) en las IMIDs ha sido reconocida como una importante
causa de morbilidad y mortalidad, pero especificamente en la Gltima década este tema ha
suscitado gran interés debido al desarrollo de las terapias biolégicas y a los recientes avances
en el conocimiento de la inflamacion crénica. Actualmente estd ampliamente aceptado que el
proceso inflamatorio contribuye de forma clara al desarrollo de la arteriosclerosis y que en
determinadas condiciones patoldgicas la persistencia de la inflamacion acentia de forma
independiente la formacién de la placa de ateroma. En este sentido las enfermedades IMID
constituyen un ejemplo claro de la relacion existente entre inflamacion croénica y aterosclerosis

acelerada 61,

La ECV puede producirse en pacientes con un diagndstico ya establecido de IMID o ser la
forma de presentacion inicial en algunos pacientes sin un diagndstico previo. Siguiendo esta
linea, Zoller et al *® analizaron una gran cohorte de pacientes hospitalizados con 32
enfermedades IMID distintas y sin ECV previa y al realizar un seguimiento al afio observaron
que 27 y 12 de las 32 IMIDs analizadas se asociaban con mayor riesgo de eventos coronarios y

de eventos cerebrovasculares, respectivamente.

Asi mismo, la ECV puede ser asintomética o presentarse desde formas subclinicas leves a
formas graves con elevado riesgo vital. La deteccion temprana es importante para instaurar con
rapidez un tratamiento apropiado y reducir los factores de riesgo. Un control estricto de la
inflamacién sistémica cronica en estas enfermedades puede conducir a reducir el riesgo de
ECV .

Tradicionalmente se ha descrito que los pacientes con artritis reumatoide tienen un riesgo
aumentado para el desarrollo de ECV entre 2 a 3 veces mas que la poblacién general '*. La

prevalencia global estimada de desarrollar ECV se sitla alrededor del 12% ™

, aungue esta
cifra puede variar en funcion de las distintas series, por ejemplo en un metaanalisis realizado en
América Latina se objetivé una prevalencia de hasta el 35,3% segun el pais estudiado *"*. En
una cohorte europea, De Maria et al 1", comparando pacientes con AR y controles sanos
observaron una mayor prevalencia en el grupo de pacientes con angina (18% vs 8%), con IAM

(7% vs 5%) y con ACV (5% vs 1%), respectivamente. Mientras que Balsa et al en una cohorte
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espafiola de 200 pacientes con AR establecida y avanzada describieron una prevalencia del 5%
de pacientes con historia de IAM y del 1% de pacientes con ACV "%, Desde hace més de 2
décadas se ha demostrado que los pacientes con AR presentan una mayor mortalidad
cardiovascular que la poblacion de la misma edad y género. Existen evidencias que la sitlan
entre el 30-60% siendo la angina y el IAM las causas mas frecuentes de muerte en estos

pacientes 417

. En un gran metaanalisis de 24 estudios de cohortes observaron que la
mortalidad por ECV fue mayor al 50% en pacientes con AR en comparacion con la poblacién
sana y describieron un aumento relativo en el riesgo de IAM y ACV del 68% y 41%,
respectivamente *’°. En relacion a los ACV, Behrouz et al *'” en su estudio danés reciente con
18.247 pacientes con AR, seguidos durante una media de 4,8 afios, concluyen que los pacientes
con AR tienen un 30% mas de riesgo de desarrollar un ACV de causa isquémica en

comparacion con aquellos que no tienen la AR.

Como se comentd previamente, valorar el riesgo cardiovascular en estos pacientes es
sumamente necesario, y en especial para pacientes con AR. Por tal motivo, la Liga Europea
contra el Reumatismo (EULAR) continla realizando varios intentos para mejorar la prediccion
del riesgo de ECV en estos pacientes y ha publicado tablas de estratificacion de riesgo
cardiovascular asi como recomendaciones de riesgo de ECV, pero con limitaciones
significativas hasta el momento ®. Es bien conocido que el tratamiento de la enfermedad
disminuye el riesgo de mortalidad CV. Sin embargo, los estudios publicados en relacion al uso
de los glucocorticosteroides (GC) demuestran resultados contradictorios en cuanto a su impacto
en el riesgo de ECV. Existen numerosos estudios que demuestran considerables efectos
perjudiciales de los GC sobre la presion arterial, la resistencia a la insulina, el peso corporal y
la distribucion de la grasa *°. Ademés, el uso de dosis acumulativas altas de GC se ha asociado

con un aumento de la mortalidad por ECV sobre todo por 1AM e insuficiencia cardiaca *2°%,

Determinados estudios poblacionales recientes han demostrado que el empleo de tratamientos
bioldgicos en pacientes con AR reduce la mortalidad global y, en particular, la mortalidad CV.
Datos recientes del Consorcio de Investigadores de Reumatologia de Norteamérica (CORRONA
Registry), describieron que el riesgo de desarrollar un IAM, un ataque isquémico transitorio o
un ACV era aproximadamente 60% menor en los pacientes con AR tratados con un farmaco

anti-TNF-a en comparacion con los pacientes que recibieron terapia no biolégica #3%,
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La supervivencia global de los pacientes con lupus eritematoso sistémico ha mejorado de
manera considerable en las Gltimas décadas, sin embargo, el riesgo de ECV sigue siendo
elevado a pesar de los avances terapéuticos y el diagnostico precoz. Existe una fuerte evidencia
epidemioldgica de que el riesgo para el desarrollo de ECV en estos pacientes en comparacion
con la poblacion general es superior a 2 *®. Las mujeres con LES tienen entre 5-6 veces mas
riesgo de sufrir un IAM que las mujeres no lUpicas de edad similar y en particular entre los 35y
44 afios de edad **°. La edad media del primer episodio coronario en estos pacientes es de
aproximadamente 50 afios, en contraposicion a los 65 afios de la poblacién general **'. La
prevalencia global de ECV no se conoce con exactitud, aunque oscila entre un 6 y un 20%
segun las distintas series, siendo claramente superior que en la poblacién general 33818 | 5
prevalencia de ACV en pacientes con LES oscila entre el 2% y el 15%. En un reciente estudio
sueco observaron que los pacientes con LES tienen el doble de riesgo de desarrollo de ACV
isquémico en comparacién a la poblacién sana, en especial las mujeres e individuos menores de

50 afios %,

El registro nacional de pacientes con LES de la Sociedad Espafiola de
Reumatologia (RELESSER) recientemente ha publicado cifras de prevalencia de ECV del
7,4%, siendo del 5,7% para el ACV, 3,8% para la enfermedad isquémica cardiaca (IAM y

angor) y del 2,2% para los pacientes con EAP *".

Hace més de 30 afios, Urowitz et al, observaron que la mortalidad en el LES seguia un patron
bimodal en el que aproximadamente la mitad de las muertes se producian durante el primer afio
de la enfermedad, en relacién con la actividad del lupus y con la presencia de infecciones, y la
otra mitad, tras una media de 8 afios de evolucién, sobre todo por un IAM 2. Desde entonces,
muchos estudios han demostrado un aumento significativo de la morbilidad y de la mortalidad
por ECV en el LES. Sin embargo, este patron bimodal clasico podria haber cambiado en los
ultimos afios. ElI aumento del riesgo de desarrollar un IAM o una angina de pecho entre los
pacientes con LES ha sido estudiado en distintos estudios **. En su estudio sueco llevado a
cabo por Bengtsson et al, se observd que el riesgo de desarrollar un 1AM o un ACV en
pacientes con LES era 1,27 veces mas elevado que en la poblacién general, mientras que entre
las mujeres de 40 a 49 afios el riesgo fue 8 veces mayor, en un periodo de seguimiento de 7
afios. En esa misma linea, Skaggs et al demostraron que los pacientes con LES presentan un
riesgo de desarrollar un IAM 10 veces superior a la poblacidn general, siendo este mucho mas

frecuente en mujeres ldpicas de entre 35 a 44 afios de edad ***
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En los ultimos afios se ha observado que los pacientes con psoriasis, en especial los jovenes,
con formas mas graves y/o artritis psoriasica, presentan un mayor riesgo para el desarrollo de
ECV 19 Asi, en una cohorte del Reino Unido, con més de 130.000 pacientes con Ps y
557.000 controles, se ha observado que la Ps es un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de IAM . En un registro de Israel, efectuado a més de 46.000 pacientes, se ha
descrito la importante asociacion de la Ps con el desarrollo de ECV **°. Utilizando una
metodologia similar, Kimball et al analizaron a 1.591 pacientes con Ps moderada o grave y
estimaron un mayor riesgo de desarrollar ECV para aquellos pacientes psoriasicos en
comparacion con la poblacion sana, obteniendo cifras del 28% para el IAM y del 11,8% para el
ACV a los 10 afios de evolucion 2, mientras que Ahlehoff et al en su cohorte danesa de més de
34.000 pacientes con Ps y con APs, concluyeron que ambas enfermedades se asocian a mayor
riesgo de ECV en comparacién con poblacién sana 2. En relacién al ACV, Gelfand et al en su
cohorte de 3.603 pacientes con Ps grave, demuestran que estos pacientes tienen un riesgo

mayor al 44% de desarrollar un ACV que la poblacién sana %%

La asociacion entre EAP y
estas IMIDs ha sido menos estudiada. Hasta hace pocos afios, cuatro estudios han valorado el
riesgo de EAP en pacientes psoriasicos. Una asociacion significativa se ha observado en 3 de
ellos %, La prevalencia de desarrollar ECV en pacientes con APs es de alrededor del 10%
seglin las mayores series %% Asi, Han et al estudiaron 3.066 pacientes con APs y 12.264
controles y observaron una mayor prevalencia de desarrollar ECV en los pacientes con APs en
comparacion con el grupo control, siendo del 7,3% vs 5,5% para el 1AM, del 2,9% vs 1,9%
para la EAP y del 3,1% vs 2,3% para el ACV respectivamente %*. En esa linea, Gladman et al
en su cohorte de 648 pacientes con APs observan las siguientes cifras de comorbilidades: 50
presentaron 1AM, 33 angina, 12 insuficiencia cardiaca congestiva y 8 ACV, y concluyen que
existe un mayor riesgo de ECV en comparacion con la poblacion sana, siendo la Ps grave un

importante predictor del mismo 2.

En un estudio reciente, Boehncke et al, han demostrado que los tratamiento sistémicos (terapia
antiinflamatoria continua, la ciclosporina, el metotrexato, la acitretina y agentes bioldgicos)
para los pacientes con Ps y con APs presentan un potencial efecto beneficioso cardioprotector
ya que actuarian disminuyendo la aterosclerosis que se ve influenciada por la inflamacion
cronica de estas enfermedades °. De forma similar Wu et al en su gran cohorte de pacientes

con Ps y con APs observaron que aquellos pacientes tratados con farmacos anti-TNF-a
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presentaron una reduccion del 44% en el desarrollo de IAM en comparacién con los pacientes

que reciben tratamientos tépicos 2%’

Las enfermedades inflamatorias intestinales, tanto la enfermedad de Crohn como la colitis
ulcerosa, al igual que las IMIDs comentadas previamente, presentan un mayor riesgo de
desarrollar una ECV. A pesar de ello, existen pocos estudios que hayan investigado el riesgo de
ECV en los pacientes con Ell y los resultados son contradictorios, con un ligero predominio de
los estudios que sugieren un aumento del riesgo de ECV en los pacientes con Ell en
comparacion con los individuos sin la enfermedad >*?%?!!, Singh et al, en su metaanalisis de
méas de 123.900 pacientes con EIll observaron un incremento en el riesgo de desarrollar
enfermedad cardiaca isquémica del 19% asi como un modesto aumento de riesgo de ACV en
especial en mujeres jévenes tanto para pacientes con EC como para pacientes con CU #*2, En
relacion al ACV, algunas series estiman que entre el 1,3% al 6,4% de los adultos que presentan
una Ell desarrollaran en algin momento del curso de su enfermedad esta complicacion. Asi,
Katsanos et al 2 observan en su trabajo que la prevalencia de Ell fue mayor en pacientes con
CU y ACV isquémico (88,2%) que en pacientes con EC y ACV isquémico (43,3%). Yuan et al,
en su reciente metaanalisis de ocho cohortes estudiadas, confirman la asociacién modesta pero
estadisticamente significativa entre pacientes con Ell y el riesgo de desarrollar un ACV %**. En
un estudio francés reciente en donde se incluyeron mas de 200.000 pacientes jovenes con Ell,
han observado prevalencias del 57,2% para el desarrollo de cardiopatia isquémica, del 30,9%
para ACV y del 11,9% para EAP ?**. Contrariamente a lo que se ha sugerido en la literatura
existente, Sridhar et al en su estudio concluyen que los pacientes hospitalizados con Ell
podrian tener en realidad un menor riesgo de IAM y de ACV en comparacion con los pacientes

hospitalizados sin EIl #*°.

Filimon et al concluyen en su revision que los pacientes con Ell tienen un incremento en el
riesgo de desarrollar IAM, ACV y mortalidad por ECV, en especial durante los periodos de
actividad de la enfermedad #’. Asi, Kristensen et al en su gran cohorte danesa, obtienen
similares resultados al estudiar pacientes con EIl activa y el incremento de riesgo para
desarrollar ECV y mortalidad por esta causa **. Contrariamente a lo publicado, Dorn et al en
su metaandlisis de once estudios, en donde incluian mas de 14.000 pacientes con EIl, no

observaron un incremento en la mortalidad por ECV #*°.
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3.2.- Factores de riesgo cardiovascular no genéticos en las IMID

Tal y como se ha comentado previamente, los FRCV no genéticos se asocian a las
enfermedades IMID, entre los que destacan: la edad, el género, la hipertension arterial, la
diabetes mellitus, la dislipemia, el tabaquismo, la obesidad y el sedentarismo.

El tabaquismo es uno de los FRCV mas prevalentes en la artritis reumatoide y tiene una
especial importancia porque existen cada vez mas evidencias que permiten afirmar que es un
factor de riesgo independiente para el desarrollo de esta enfermedad #?°. Solomon et al
estudiaron la prevalencia de algunos FRCV en un grupo de mujeres con AR y lo compararon
con un grupo control, y objetivaron la presencia de HTA (33,7% vs 29,5%), de tabaquismo
(27% vs 29,6%), de DM (4,7% vs 4,9%) y de DL (34% vs 33%) respectivamente, con un leve
predominio en el grupo de pacientes con AR pero sin diferencias estadisticamente significativas
221 Sin embargo, Boyer et al en un metaanélisis que incluyé a 2.956 pacientes y 3.713
controles, demostraron que la DM, el tabaquismo y la DL, eran los FRCV mas prevalentes en
los pacientes con AR y estas diferencias alcanzaron la significacion estadistica %% Balsa et al
describen la prevalencia de FRCV en pacientes espafioles con AR y objetivaron HTA en el
41%, DL en el 46% y tabaquismo en el 25% de los casos *”*. Los pacientes con AR son por lo
general fisicamente menos activos si los comparamos con la poblacion general y esto es debido
a factores como la edad, el género, la presencia de dolor, las deformidades y la limitacion
funcional. Existen pocos estudios que analicen la actividad fisica en los pacientes con AR y su
asociacion a ECV. Fenton et al en su estudio investigaron la relacion entre el sedentarismo
evaluado a través de la actividad fisica ligera y el riesgo a 10 afios de desarrollar ECV y

concluyen que existe un descenso en el riesgo de ECV al realizar mayor actividad fisica ligera
223

La mayoria de los estudios epidemioldgicos han demostrado una mayor prevalencia de los
FRCV tradicionales en pacientes con lupus eritematoso sistémico respecto a la poblacion

general. En un estudio transversal, Bruce et al **

compararon la prevalencia de FRCV en 250
mujeres lUpicas sin antecedentes de una ECV con 250 mujeres sanas, y observaron que la HTA
y la DM fueron los FRCV mas frecuentes en las pacientes lUpicas de forma significativa. Unos
resultados similares fueron publicados por Petri et al ?* al estudiar la prevalencia de los FRCV
tradicionales en la cohorte Johns Hopkins de enfermos IUpicos, y objetivaron que el 53% de los

pacientes presentaban tres 0 mds FRCV tradicionales, y que los mas frecuentes eran el
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sedentarismo (70%), la obesidad (56%), la hipercolesterolemia (56%) y el tabaquismo (56%).
Los pacientes lupicos presentan un perfil lipidico proaterogénico consistente en valores
elevados de triglicéridos, colesterol VLDL (very low-density lipoproteins) y LDL (low-density
lipoproteins) y bajos valores de colesterol HDL (high-density lipoproteins) *°. El sedentarismo
en los pacientes con LES es también frecuente, y se ha descrito en hasta en 70% de los casos.
Principalmente, se vincula a una disminucién de la capacidad aerdbica, a una disminucién de la
capacidad de ejercicio y a la presencia de fatiga persistente ***. Fernandez Nebro et al, en su
cohorte de 3.658 pacientes con LES describen que FRCV como la DM, la HTA, el tabaquismo
y la DL se asociaron de forma independiente con ECV, teniendo en cuenta que la DL duplica el
riesgo de desarrollo de ECV en estos pacientes **.

Los pacientes con psoriasis pueden tener una mayor predisposicion al desarrollo de DM vy de
HTA. Asi lo demuestra un estudio poblacional efectuado en el Reino Unido con mas de
130.000 pacientes con Ps en donde se ha observado una mayor prevalencia de DM, de HTA, de
DL, de obesidad y de tabaquismo en los pacientes con Ps leve y de DM, de obesidad y de
tabaquismo en los pacientes con psoriasis graves **’. Un estudio de 200 pacientes psoriasicos
en Italia reportd que 41,5% tenian DM comparados con sélo 24,3% de los controles %%, Asi
mismo, en un estudio prospectivo que utilizé una base de datos de mas de 40.000 pacientes
dermatoldgicos, se ha demostrado que los pacientes con Ps se asociaban a un riesgo mayor de
1,47 veces de presentar DM en comparacion con los pacientes con otras dermatopatias.
Numerosos estudios han demostrado mayor prevalencia de tabaquismo en pacientes
psoriasicos. Fortes et al % reportaron correlacién entre la gravedad de la enfermedad y el
namero de cigarrillos consumidos por dia, resultados que han sido respaldados por otros
autores. En este estudio, ademas, los pacientes que fumaban mas de 10 cigarrillos al dia tenian
psoriasis mas graves que sus controles. Un tema de creciente interés y objeto de varias
revisiones es la asociacion entre la obesidad y la Ps. Primeramente, se describi6 en un estudio
sueco que incluia a 159.200 individuos seguidos durante un periodo de 10 afos.

195,230-232. En un

Posteriormente, numerosas publicaciones han confirmado esta asociacién
estudio de casos-controles con 560 pacientes italianos con Ps, se ha comprobado que la
probabilidad de desarrollar la enfermedad en una poblacion con un indice de masa corporal
entre 26 y 29 o mayor de 30 fue superior que en los controles no obesos **. De forma similar
sucede en los pacientes con artritis psoriasica en los cuales se observa una mayor asociacion

con la HTA y la DL #**. Jamnitski et al realizaron una extensa revisién de veintiocho trabajos y
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objetivaron que los FRCV tradicionales mas prevalentes en pacientes con APs eran la HTA, la
obesidad, la DM vy el hébito tabaquico ***. Han et al en un estudio donde se valoré la
prevalencia de ECV y FRCV en 3.066 pacientes con APs y 12.264 controles sanos,
confirmaron lo expuesto por Jamnistski et al, al demostrar una mayor prevalencia de HTA
(28,5% vs 22,3%), de DM (11,3% vs 7,3%) y de DL (27,8% vs 23,7%) en los pacientes con

APs en comparacion con la poblacién general 2.

En relacion a los pacientes con enfermedades inflamatorias intestinales, es conocido que
presentan un mayor riesgo de desarrollar una ECV aunque hay revisiones con resultados
contradictorios %*°. Asi, en una gran cohorte de pacientes con Ell, Sridhar et al analizaron la
prevalencia de los FRCV entre pacientes con EC y CU, y se ha demostrado que la prevalencia
de HTA fue de 18% vs 18,2%, la de DM fue de 7,6% vs 8,6%, y la de DL fue de 4,4% vs 5,7%,
respectivamente, sin objetivarse diferencias significativas. Lo contrario ocurria al comparar
poblacién sana con pacientes con Ell en donde se observOd predominio significativo de los
FRCV en la poblacién sana ?'°. De igual manera, Yarur et al, al comparar un grupo de
pacientes con EIll con un grupo control de la poblacién general, observaron que los pacientes
con Ell tenian un menor riesgo de desarrollar HTA (20% vs 39%), DM (6% vs 15%), DL (36 vs
37%) y obesidad (15% vs 30%) que la poblacién general *®. Al igual que en la artritis
reumatoide, el habito tabaquico es un FRCV directamente relacionado con el desarrollo de Ell
y se asocia a un aumento del riesgo de desarrollar una ECV pero esta asociacion esta
claramente diferenciada en relacion a la CU y a la EC. La CU es una enfermedad que afecta en
general a los pacientes no fumadores y esta ampliamente demostrado que el habito tabaquico
tiene una influencia beneficiosa sobre su evolucion mientras que sobre los pacientes con EC
presenta una influencia negativa (de riesgo). En este sentido, la prevalencia del tabaquismo en
los pacientes con EC ha sido muy variable segln los diferentes estudios. En un estudio reciente
del Reino Unido, la prevalencia de tabaquismo en pacientes con EC fue del 20% y fue inferior

a la de la poblacién general del Reino Unido del 22% 27,

Ademas de los FRCV mencionados, en algunas enfermedades IMID se ha descrito la presencia

de FRCV especificos que de forma aislada o en combinacion con los anteriores, incrementan la

probabilidad de desarrollar una ECV y esta probabilidad esta en estrecha relacion con la

actividad de la enfermedad a lo largo del seguimiento. Asi, en la artritis reumatoide por

ejemplo, se ha descrito que la presencia de anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados, del

factor reumatoide o la presencia de los alelos HLA-DRB1*0401 y HLA-DRB1*0404 son
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factores determinantes para el desarrollo de ECV y asi lo determina Ramirez et al en su
poblacién estudiada con 119 pacientes con AR en donde observan una prevalencia del 79,8%
de positividad tanto para FR como para anticuerpos anti-CCP 2*®. De forma similar, aunque con
algunas controversias, ocurre en los pacientes con LES con positividad para los anticuerpos
antifosfolipidos (AAF) que favorecen el desarrollo de aterosclerosis acelerada y en
consecuencia de una ECV. Varios estudios han demostrado una asociacion entre la existencia
de AAF y una mayor prevalencia de IAM y ACV. Sin embargo, este hecho podria deberse mas
a su efecto protrombético que a su capacidad proaterogénica. 2°%**. En un estudio publicado

por Gustaffson et al %

, se observo que la presencia de los anticuerpos AAF se asociaba a 4
veces mas riesgo de desarrollar un IAM, un ACV o una EAP que en los pacientes sin estos
anticuerpos. En relacién a la psoriasis y la artritis psoriasica, existen varios estudios que
evidencian que la gravedad de la afectacion cutanea en pacientes con psoriasis y la gravedad de
la afectacion articular en pacientes con artritis psoridsica son factores predictores de desarrollo
de ECV 197200200243 En relacién a los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal,
Kristensen et al en su gran cohorte de mas de 20.000 pacientes con EIll, examinaron la
prevalencia de IAM y de ACV por ECV, y observaron que durante los periodos de actividad de
la enfermedad estos eventos estaban incrementados de forma significativa en comparacion con

los controles sanos y que en los periodos de remisién su riesgo de presentacion se reducia 22,

En resumen, los pacientes con enfermedades IMID tienen un elevado riesgo cardiovascular,
determinado por la presencia de los FRCV. Por este motivo, en el momento del diagnostico, es
imprescindible estratificar al paciente en funcion del riesgo cardiovascular e incorporar este

riesgo al decidir la estrategia terapéutica.

3.3.- Factores de riesgo cardiovascular genéticos en las IMID

Tal y como se ha comentado previamente, la identificacion de loci que predisponen a distintas
enfermedades a través de los GWAS ha aumentado en los ultimos afios. Asi, se han

y
al mismo tiempo, se han realizado més de 25 GWAS **%%2 de ECV en la poblacién general

identificado mas de 350 loci de susceptibilidad para el desarrollo de enfermedades IMID *>°°

resultando en la identificacibn de mas de 130 loci de riesgo cardiovascular para los
subfenotipos mas estudiados tales como los SCA representados por la angina, la cardiopatia

isquémica, el IAM y la enfermedad arterial coronaria, entre otros; y los ACV de origen
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isquémico como de origen hemorragico. Sin embargo, a pesar de este gran avance sobre la
identificacion de variaciones genéticas para el desarrollo de estas enfermedades asi como para
el desarrollo de ECV en la poblacion general, aln se sabe poco sobre la variacion genética que
contribuye a los distintos subfenotipos clinicos relevantes dentro de cada enfermedad IMID. Es
conocido, ademas, que la inflamacion y la respuesta inmune del huésped son factores
importantes para el riesgo de ECV en la poblacion sana, por lo que los loci de susceptibilidad
para las IMIDs también podrian contribuir al aumento del riesgo de ECV.

La susceptibilidad genética es un factor de riesgo importante para las IMIDs, y diferentes genes
de riesgo estan asociados a ECV. Hasta el momento, los estudios de los FRCV genéticos en
estas enfermedades se ha realizado en forma separada y en diferentes enfermedades, siendo dos
de las mas estudiadas la AR y el LES, no existiendo evidencia publicada de un estudio que
analice estas diferentes IMIDs y sus FRCV genéticos en forma global.

La AR ha sido la enfermedad mayormente estudiada en relaciéon a sus FRCV genéticos. Como
se comento previamente, es una enfermedad inflamatoria cronica asociada a una elevada
morbimortalidad y a un marcado deterioro funcional progresivo por lo que la deteccién de
marcadores genéticos tiene una relevancia potencial para identificar a las personas con mayor

d ?** . Ademas de la fuerte asociacion

riesgo de contraer formas mas graves de la enfermeda
entre los alelos de riesgo del gen HLA-DRB1*04 y la ECV, se han estudiado otros genes
implicados en otros procesos tales como la inflamacion, el metabolismo, la respuesta
inmune...etc que tienen relacion con el desarrollo de ECV en estos pacientes. Algunos de estos
genes son: el TNF-a (rs1800629) **°, el gen MTHFR (rs1801131) ?*® y el CCR5 (rs333) %', la
IL6 (rs1800795) 2“8, el TGFB1 (rs1800470) 2*°, el NFKB1 (rs28362491) *°, entre otros. Si bien
la lista es larga, es necesario resaltar que las asociaciones observadas para la mayoria de estos
polimorfismos no se han podido replicar por lo que es necesario llevar a cabo nuevos estudios
para poder definir con precision la contribucién de estas variantes de ECV en los pacientes con
AR. LOpez-Mejias et al han demostrado que los polimorfismos genéticos asociados a
aterosclerosis en la poblacién general no siempre estan involucrados en el desarrollo de ECV
en pacientes con AR. Asi analizaron la posible asociacion de polimorfismos con ECV en 2.609
pacientes con AR en el sur de Espafia y concluyeron que no hubo diferencias estadisticamente
significativas al analizar cada polimorfismo segun presencia o ausencia de ECV vy

aterosclerosis subclinica 2°.
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En los pacientes con LES por ejemplo, se ha demostrado que el factor regulador del interfer6n

8 (Interferon Regulatory Factor 8, IRF8)

estd asociada con el desarrollo de cardiopatia
isquémica y que un SNP (rs10181656) del transductor de sefial y el activador de la
transcripcion 4 (Signal Transducer and Activator of Transcription 4, STAT4) se asocia con
anticuerpos antifosfolipidos y ACV isquémico 2°3. Otros genes de riesgo que se han asociado a
ECV en estos pacientes incluyen el gen de la lectina de union a la manosa (mannose-binding

lectin, MBL), el gen que codifica para la proteina C reactiva y el alelo HLA-DRB1*04/*13
254,255

Un estudio muy reciente de Leonard et al en donde se analizé las variaciones genéticas de ECV
en pacientes con LES y con AR, identificO dos nuevos loci de riesgo, la interleuquina 19
(Interleukin 19, IL19) y la SRP54-AS1 (Signal Recognition Particle 54-Anti-Sene 1). El locus
de riesgo de 1L19 se encuentra en un grupo de genes que codifican varias interleuquinas,
incluidas 1L19 e IL10. Asi tres SNP del gen de 1L19 (rs74148801, rs17581834 y rs11119598)
presentaron una asociacion con el riesgo de desarrollo de ACV e IAM en pacientes con LES y
con AR. Previamente varios SNP en esta region también fueron asociados tanto al riesgo de
desarrollar un LES como una ECV en la poblacion general. Sin embargo ningun estudio previo
habia identificado esta asociacion entre LES y ECV. El SRP54-AS1 se ha asociado con el

desarrollo de ACV en pacientes con LES no asf en pacientes con AR %°.

Los pacientes con Ps también se asocian con una mayor incidencia de comorbilidades
cardiovasculares, que incluyen a la enfermedad arterial coronaria y otros FRCV %*’. Esto se
debe a la probable existencia de FRCV genéticos compartidos entre la ECV y esta enfermedad.
Asi Lu et al >*® analizaron variaciones genéticas de riesgo de ECV y de enfermedad metabdlica
en cuatro cohortes de GWAS de pacientes con Ps: la cohorte GAIN que incluia 1.368 casos de
psoriasis y 1.348 controles %*°, una cohorte sueca de psoriasis no publicada que inclufa 725
casos y 438 controles, una cohorte de la Universidad de Washington y de la Universidad de
California que incluia 211 casos de psoriasis y 502 controles *° y la cohorte del WTCCC que
inclufa 2.178 casos de psoriasis y 5.175 controles %**. Tras extensos anélisis de asociacion
génica, los autores concluyen que la variante genética rs3184504 se asocia a un mayor riesgo
de EAC en pacientes con Ps. Asi mismo los datos presentados sugieren que en los pacientes
con Ps determinadas variantes genéticas comunes situadas en los genes HLA-Cw*0602
(rs805303), FUT2 (fucosyltransferase 2) (rs492602), UBE2L3 (ubiquitin conjugating enzyme
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E2 L3) (rs181362), SH2B3 (SH2B adaptor protein 3) (rs3184504) predisponen a un mayor
riesgo de DL, de HTA y de EAC *8.

Hasta la fecha de presentacion del presente proyecto, no existen en la evidencia cientifica
publicaciones con grandes cohortes de pacientes que analicen la asociacion de los FRCV

genéticos en los pacientes con ElI.
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HIPOTESIS
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La hipdtesis de trabajo del presente proyecto de tesis doctoral se sustenta en que los efectos de
los factores de riesgo cardiovascular no genéticos y genéticos en el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular en poblacion sana son similares a los efectos en la poblacion de pacientes con
enfermedades inflamatorias inmune mediadas (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,

psoriasis, artritis psoriasica, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa).

Analizar la prevalencia de estos FRCV y de la propia ECV en una gran cohorte de pacientes
con estas enfermedades inflamatorias inmune mediadas, asi como identificar factores genéticos
asociados a la enfermedad cardiovascular en este grupo de pacientes, permitira determinar el
efecto de estos factores en el desarrollo de la propia enfermedad cardiovascular.
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OBJETIVOS
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1.- Objetivos primarios

1.- Analizar en varias enfermedades inflamatorias inmune mediadas (artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, psoriasis, artritis psoriasica, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) la
influencia de las variables demogréficas y clinicas en la prevalencia de la enfermedad

cardiovascular

2.- Investigar la base genética del riesgo de enfermedad cardiovascular en varias enfermedades
inflamatorias inmune mediadas (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, psoriasis,

artritis psoriasica, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa)

2.- Objetivos secundarios

1.- Analizar en varias enfermedades inflamatorias inmune mediadas la influencia de las

variables demogréficas en la prevalencia de la enfermedad cardiovascular

2.- Analizar en varias enfermedades inflamatorias inmune mediadas la influencia de las

variables clinicas en la prevalencia de la enfermedad cardiovascular

3.- Analizar en varias enfermedades inflamatorias inmune mediadas la influencia de los
factores de riesgo cardiovascular tradicionales en la prevalencia de la enfermedad

cardiovascular

4.- Comparar las prevalencias estandarizadas de enfermedad cardiovascular entre las distintas

enfermedades inflamatorias inmune mediadas

5.- Analizar la asociacion genética de los loci de riesgo cardiovascular establecidos en cada una

de las enfermedades inflamatorias inmune mediadas

6.- Analizar la asociacién genética de los loci de riesgo establecidos para las enfermedades

inflamatorias inmune mediadas con la enfermedad cardiovascular

7.- ldentificar patrones genéticos asociados al riesgo de enfermedad cardiovascular en las

enfermedades inflamatorias inmune mediadas
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RESULTADOS
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1.- Trabajo 1

Cardiovascular disease in immune-mediated inflammatory diseases: A cross-

sectional analysis of 6 cohorts. Medicine (Baltimore). 2017;96(26)e7308.

1.1.- Resumen de la metodologia

Estudio transversal y multicéntrico de una gran cohorte de pacientes con enfermedades
inflamatorias mediadas por inmunidad (IMID): artritis reumatoide (AR), artritis psoriasica
(APs), psoriasis (Ps), lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad de Crohn (EC) y colitis
ulcerosa (CU). Los datos de los pacientes incluidos en el estudio se recogieron entre junio de
2007 y diciembre de 2010, todos procedentes del Consorcio IMID (IMIDC), constituido por
una red espafiola de investigadores clinicos cuyo objetivo es caracterizar la base genética de las
enfermedades IMID mas prevalentes. Todos los pacientes fueron recogidos de las consultas
externas de mas de 80 departamentos de reumatologia, dermatologia y gastroenterologia, de 51
hospitales universitarios esparioles pertenecientes al IMIDC. Debido a que el objetivo del
IMIDC es investigar sobre los determinantes gendémicos comunes entre las distintas
enfermedades IMID, se incluyeron enfermedades con una superposicion genética conocida o
sospechada. Ademas, se seleccionaron las condiciones con una mayor carga asociada, en
términos de prevalencia, discapacidad y mortalidad. Todos los sujetos firmaron el
consentimiento informado previo a su inclusion al estudio. Todos los pacientes con AR
cumplieron los criterios diagnosticos del American College of Rheumatology (ACR) de 1987,
asi como los pacientes con APs cumplieron los criterios CASPAR, todos los pacientes con Ps
cumplieron los criterios clinicos de psoriasis en placa, todos los pacientes con LES cumplieron
con los criterios de ACR de 1997 y todos los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
cumplieron los criterios diagnosticos de Lennard-Jones. En el momento de la inclusion, se
recopilaron y registraron los datos demograficos y clinicos siguiendo un protocolo estandar de
cuestionarios, completado después de una entrevista clinica con preguntas cerradas y una
revision de registros medicos. Algunos items de los cuestionarios eran comunes a todas las
enfermedades (datos demograficos, factores de riesgo cardiovascular y eventos
cardiovasculares), mientras que otros items eran especificos para cada IMID. Los protocolos y
los cuestionarios fueron revisados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
Institut de Recerca Vall d’Hebron. Finalmente, el estudio se realizd de acuerdo con los

principios de la Declaracion de Helsinki.
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La variable dependiente en nuestro analisis fue la presencia de enfermedad cardiovascular.
Clinicamente, la ECV fue definida como la presencia o ausencia de al menos una de las
siguientes manifestaciones cardiovasculares desarrollada posterior al diagnéstico de la
enfermedad IMID: 1) Cardiopatia isquémica: comprende a los pacientes con infarto agudo de
miocardio, angina de pecho estable y angina de pecho inestable; 2) Accidente cerebrovascular:
engloba a los casos de ACV de etiologia isquémica, de etiologia hemorragica y a los accidentes
isquémicos transitorios y 3) Enfermedad arterial periférica de causa isquémica o de causa

obliterante.

Los sujetos diagnosticados con ECV antes del diagnostico de la enfermedad IMID fueron
excluidos del andlisis. Ademas, se analizaron la presencia 0 ausencia de factores de riesgo
cardiovascular tradicionales como la hipertension arterial, la diabetes mellitus tipo 2, la
obesidad, la dislipemia y el tabaquismo, en todas las cohortes (a excepcion de la presencia de la
hipertension arterial en pacientes con APs ya que por un error informético no se disponia de esa
informacion cuando se registré en nuestros cuestionarios basados en la web). Otras variables
comunes a todas las cohortes fueron: el género; la edad en la inclusion en el estudio; el tiempo
transcurrido desde el diagnostico de enfermedad IMID hasta la inclusion en el estudio (en
afios); el numero de farmacos modificadores de la enfermedad utilizados tales como el
metotrexato, los antipalidicos, la leflunomida, la sulfasalazina, la ciclofosfamida, la
ciclosporina y la acitretina; y el uso de terapias bioldgicas como los farmacos anti-TNF-a, el
rituximab, el abatacept, el efalizumab y el ustekinumab. En cada cohorte IMID, también se
analizaron variables relacionadas con la enfermedad. En pacientes con AR por ejemplo la
presencia de factor reumatoide, o la presencia de anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados
y las manifestaciones extraarticulares. En la cohorte de pacientes con APs se analizaron la
presencia de afectacion axial y/o periférica y la gravedad de la enfermedad cutanea (utilizando
el indice de gravedad del area de Ps). Este ultimo también se analizd en pacientes con Ps, al
igual que la presencia de artritis asociada. En pacientes con LES, se anotaron variables
relacionadas con la enfermedad, como la presencia de manifestaciones graves del sistema
nervioso central, de serositis, de artritis, de sindrome antifosfolipido o de anticuerpos
antifosfolipidos. En la cohorte de pacientes con EC y con CU también se analizaron la

presencia de manifestaciones extraintestinales.

Las variables continuas se describieron utilizando la mediana y el rango intercuartilico. Las
variables categodricas fueron descritas usando proporciones. La comparacion entre las variables
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demogréficas y aquellas relacionadas con la ECV entre las distintas enfermedades IMID se
realiz6 mediante un analisis de varianza o prueba X2, respectivamente. Las comparaciones post
hoc se ajustaron usando la correccion de Bonferroni. Primeramente se analizd en cada
enfermedad IMID la asociacién entre las variables demogréficas y relacionadas con la clinica 'y
la ECV usando modelos de regresion logistica bivariados y multivariados. La seleccién del
modelo se realizo utilizando el criterio de informacion Bayesiano. Seguidamente, para evaluar
la asociacién entre las variables demogréaficas y clinicas comunes y la ECV en las IMID en
forma global, se realizaron modelos de regresion logistica bivariados y multivariados de efectos
mixtos. Finalmente, para comparar la prevalencia de la ECV entre las diferentes enfermedades
IMID se realizaron modelos de regresion logistica ajustados por enfermedad, factores
demograficos, FRCV tradicionales y variables comunes relacionadas con la enfermedad.

1.2.- Resumen de los resultados

Se incluyeron en el andlisis un total de 9.951 pacientes. Los pacientes con EC fueron los mas
jovenes (mediana de la edad de 39 afios), mientras que los pacientes con AR fueron los mas
mayores (mediana de la edad de 61 afios). Del mismo modo, los pacientes con EC tuvieron una
educacion secundaria o superior (62,8%) mientras que los pacientes con AR tuvieron la menor
(33,7%). El LES y la AR involucraron la mayor proporcion de mujeres (93,2% y 77,7%,
respectivamente). Las cohortes de pacientes con Ps y con APs presentaron la mayor prevalencia
de diabetes mellitus tipo 2 (8,1% y 8,0%, respectivamente) y de obesidad (25,8% y 24,6%,
respectivamente). Los pacientes con AR y con LES registraron la mayor prevalencia de
hipertension arterial (29,7% y 23,4%, respectivamente). Las cohortes de AR, de LES y de Ps
registraron la mayor prevalencia de dislipemia (20,1%, 16,5% y 17,5%, respectivamente). Asi
el tabaquismo se detectd en pacientes con EC, con Ps, con CU y con LES (74,6%, 69,7%,
62,1% y 62,0%, respectivamente). Finalmente, los pacientes con AR fueron tratados con el
mayor numero de medicamentos modificadores de la enfermedad (nimero de la mediana de 2)
y habian recibido terapias biologicas en un 42,5%. La prevalencia no ajustada de ECV en la
artritis reumatoide, en la artritis psoriasica, en la psoriasis, en el lupus eritematoso sistémico, en
la enfermedad de Crohn y en la colitis ulcerosa ha sido del 4,2%, 2,1%, 3,8%, 3,2%, 0,7% y
1,5%, respectivamente.
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El analisis de asociacion entre las variables demogréaficas, los FRCV tradicionales y las
variables clinicas especificas de cada enfermedad y la ECV en cada IMID se realizaron también
a través de modelos de regresion logistica bivariados y multivariados. Asi, la mayor edad en el
momento de la inclusidn en el estudio se asocié con un mayor riesgo de desarrollar ECV en
todas las cohortes, excepto en los pacientes con APs 'y con AR. El género femenino se asocio a
un menor riesgo de ECV en todas las enfermedades, excepto en los pacientes con EC. Ademas,
un mayor tiempo transcurrido desde el diagnostico de la enfermedad hasta la inclusion en el
estudio se asocié a un mayor riesgo de desarrollar ECV a excepcion de los pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). En relacion a los FRCV tradicionales, la dislipemia se
asocio con un mayor riesgo de ECV en pacientes con APs, con Ps y con CU, la hipertension
arterial en pacientes con Ell, con AR y con Ps. La diabetes mellitus tipo 2 se asocié a mayor
riesgo de ECV en pacientes con APs y Ps mientras que el tabaquismo se asocié a un mayor
riesgo de ECV en los pacientes con AR.

Con respecto a las variables especificas de cada enfermedad, en pacientes con APs la
afectacion axial se asocié con un menor riesgo de ECV; en pacientes con AR la presencia de
fibrosis pulmonar, de pericarditis y de concentraciones elevadas de anticuerpos anti-CCP se
asociaron con un mayor riesgo de ECV; en pacientes lUpicos los antecedentes familiares de
tiroiditis autoinmune, la presencia de sindrome antifosfolipido, de anticuerpos anti-Sm, de
serositis, de vitiligo y de convulsiones se asociaron con un mayor riesgo de ECV, y en
pacientes con Ps la presencia de artritis también se asocié con un mayor riesgo de ECV.
Finalmente, en relacion al tratamiento, ni la utilizacion de un mayor nimero de farmacos
modificadores de la enfermedad ni el uso de terapias bioldgicas se asociaron con mayor riesgo
de desarrollar ECV.

Posteriormente se analizaron el riesgo cardiovascular de las variables recogidas en todas las
cohortes en todo el IMIDC. Asi, el género masculino, una edad mayor en el momento de
inclusion en el estudio, el tiempo transcurrido desde el diagndstico IMID hasta la inclusién en
el estudio, y la presencia de FRCV tradicionales se asociaron independientemente con un
mayor riesgo de ECV. Aunque en el andlisis bivariado, la educacion superior y el tabaquismo
se asociaron significativamente con un riesgo cada vez mas bajo de ECV, respectivamente, en

el analisis multivariado, no se observé una asociacion significativa.
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Finalmente, se compararon el riesgo de desarrollar la ECV entre las diferentes enfermedades
IMID, ajustando las variables clinicas comunes y demogréaficas. Asi, se observo que antes del
ajuste y el uso de la AR como enfermedad IMID de referencia para comparar, los pacientes con
Ps y con LES presentaron un riesgo menor, aunque no significativo, de ECV, mientras que los
pacientes con EIl y con APs tenian un riesgo significativamente menor. Tras el ajuste de las
variables demogréficas, los pacientes psoriasicos continuaron presentando un riesgo menor
pero no significativo de ECV, mientras que los ldpicos demostraron un riesgo
significativamente mayor de ECV. Tanto los pacientes con EIl como con APs presentaron un
riesgo significativamente menor. Unos resultados similares se observaron después de ajustar las
variables demogréficas, los FRCV tradicionales y el grado de educacion; a excepcion de los
pacientes con EC, que presentaron un riesgo no significativo de ECV. Cuando se utilizé a los
pacientes con LES como enfermedad IMID de referencia para comparar, todas las
enfermedades IMID demostraron un riesgo significativamente menor de ECV. La prevalencia
estandarizada y el intervalo de confianza del 95% en el LES, en la AR, en la Ps, en la EC, en
APs y en la CU ha sido 4,5 (IC 95%: 2,2, 6,8), 1,3 (IC 95%: 0.8, 1.8), 0.9 (IC 95%: 0.5, 1.2),
0.8 (IC 95%: 0.2, 1.3), 0.6 (IC 95%: 0.2, 1.0), y 0.5 (IC 95%: 0.1, 0.8), respectivamente.
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Abstract
To analyze in several immune-mediated inflammatory diseases (IMIDs) the influence of demographic and clinical-related variables on \
the prevalence of cardiovascular disease (CVD), and compare their standardized prevalences.

Cross-sectional study, including consecutive patients diagnosed with rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis, psoriasis, systemic
lupus erythematosus, Crohn disease, or ulcerative colitis, from rheumatology, gastroenterology, and dermatology tertiary care
outpatient clinics located throughout Spain, between 2007 and 2010. Our main outcome was defined as previous diagnosis of
angina, myocardial infarction, peripheral vascular disease, and/or stroke. Bivariate and multivariate logistic and mixed-effects logistic
regression models were performed for each condition and the overall cohort, respectively. Standardized prevalences (in subjects per
100 patients, with 95% confidence intervals) were calculated using marginal analysis.

We included 9951 patients. For each IMID, traditional cardiovascular risk factors had a different contribution to CVD. Overall, older
age, longer disease duration, presence of traditional cardiovascular risk factors, and male sex were independently associated with a
higher CVD prevalence. After adjusting for demographic and traditional cardiovascular risk factors, systemic lupus erythematosus
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other IMIDs. Specific prevention programs should be established in subjects affected with these conditions to prevent CVD.
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1. Introduction

Cardiovascular diseases (CVDs) include numerous conditions
associated with a high and growing worldwide global burden,
representing the most common cause of death.!"! Atherosclerosis
is the most common cause of CVD, and several factors, both
nonmodifiable (such as genetic factors) and modifiable (including
traditional and nontraditional cardiovascular risk factors), are
involved i its development. Moreover, atherosclerosis is
considered an immune system-mediated process'?l: the accumu-
lation and interplay in the subendothelial region of the arterial
wall of several blood-borne inflammatory and immune cells
(including autoreactive lymphocytes), as well as resident cells,
such as endothelial, smooth muscle and dendritic cells, and other
components of the immune system, such as cytokines, chemo-
kines, and antibodies, results in the formation of atherosclerotic
plaques, leading to a narrowing of the arterial lumen and,
following plaque rupture, to thrombosis.

Considering the underlying mechanisms of this process, it is
not surprising that immune-mediated and inflammatory diseases
(IMIDs), such as rheumatoid arthritis, systemic lupus erythema-
tosus, psoriasis, psoriatic arthritis, and inflammatory bowel
disease, are associated with higher rates of cardiovascular
morbidity and mortality, primarily due to accelerated athero-
sclerosis.””! Although IMIDs can be associated with a higher
prevalence of well-known cardiovascular risk factors, such as
metabolic syndrome, smoking, type 2 diabetes, and obesity, these
factors do not fully account for the greater prevalence and
incidence of CVDs observed in patients with IMIDs when
compared to that of the general population.'*! Therefore, IMID-
associated factors, such as chronic systemic inflammation,”! a
predisposing genetic background, or the treatment used in these
conditions, must contribute to the higher cardiovascular risk.

The objective of this study was to analyze the contribution of
different demographic and disease-related variables and tradi-
tional cardiovascular risk factors in the prevalence of CVD in
subjects affected with rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis,
psoriasis, systemic lupus erythematosus, or inflammatory bowel
disease. Furthermore, we compared the prevalence of CVD
among these conditions while adjusting for demographic and
traditional cardiovascular risk factors.

2. Patients and methods
2.1. Setting and subjects

The data on patients included in this study were collected
between June 2007 and December 2010 as part of the immune-
mediated inflammatory disease consortium (IMIDC), a network
of Spanish researchers working on the genomic basis of IMIDs!®!
that includes patients diagnosed with rheumatoid arthritis,
psoriatic arthritis, psoriasis, systemic lupus erythematosus,
Crohn disease, and ulcerative colitis. Because the aim of IMIDC
is to uncover the common genomic background of IMIDs, we
included diseases with a known or suspected genetic overlap.!” In
addition, we selected conditions with a mayor associated burden,
in terms of prevalence, disability, and mortality.'*""! Subjects
were enrolled after giving informed consent, from rheumatology,

gastroenterology, and dermatology outpatient clinics belonging
to tertiary centers and located in several cities throughout Spain
(Fig. S1, http:/links.lww.com/MD/B771).

All of the patients with rheumatoid arthritis fulfilled the 1987
American College of Rheumatolgy (ACR) diagnosis criteria,'"!
all psoriatic arthritis patients fulfilled the CASPAR criteria,'* all
psoriasis patients fulfilled clinical criteria of plaque psoriasis, all
systemic lupus erythematosus patients fulfilled the 1997 ACR
criteria,"*! and all ulcerative colitis and Crohn disease patients
fulfilled the standard Lennard-Jones diagnostic criteria.!'*!

At the time of inclusion, demographic and clinical data were
collected and recorded following a standard protocol of
questionnaires, completed after a clinical interview with closed
questions and a review of medical records. Some items on the
questionnaires were common to all diseases (including those
regarding demographic data, traditional cardiovascular risk
factors, and cardiovascular events), whereas other items were
specific for each IMID. In addition, informed consent was
obtained from all participants, and a blood sample was
withdrawn for genomic, proteomic, and metabolomic studies.

Protocols and questionnaires were reviewed and approved by
the local institutional review boards. This study was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki.

2.2. Variables

The dependent variable in our analysis was the presence of CVD,
which was defined as a previous diagnosis (given by any
physician), of at least one of the following: angina, myocardial
infarction, peripheral vascular disease, and/or stroke. To be
classified as a case, all cardiovascular events had to have occurred
after the diagnosis of the IMID, except for psoriasis, in which we
considered as cases those diagnosed with CVD after disease
onset. Subjects diagnosed with CVD before the diagnosis of the
IMID were excluded from the analysis.

The presence or absence of traditional cardiovascular risk
factors (arterial hypertension, type 2 diabetes, obesity, dyslipi-
demia, and history of smoking) was assessed in all the cohorts
(except for the presence of arterial hypertension in psoriatic
arthritis patients; due to an informatics error, that information
was lost when recorded in our Web-based questionnaires). Other
variables common to all cohorts were sex; age at inclusion in the
study; elapsed time from IMID diagnosis (disease onset in the case
of psoriasis) to inclusion in the study (in years); number of
disease-modifying drugs used (categorized in tertiles), such as
methotrexate, antimalarials, leflunomide, sulfasalazine, cyclo-
phosphamide, cyclosporine, and acitretin; and use of biological
therapy (such as anti-Tumor Necrosis Factors, rituximab,
abatacept, efalizumab, and ustekinumab).

In each IMID cohort, several disease-related variables were
also analyzed: in the rheumatoid arthritis patients, the presence of
rheumatoid factor, the presence and levels of anti-citrullinated
peptide antibodies, and previous diagnoses of extra-articular
manifestations (such as subcutancous nodules, pulmonary
fibrosis [defined as any interstitial lung disease diagnosed
between the diagnosis of the rheumatoid arthritis and the
inclusion in the study|, and serositis) were included in the study.
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Demographic characteristics and p I of cardi di and traditional cardiovascular risk factors of the patients included
in this study.

Rheumatoid Psoriatic Systemic lupus Crohn Ulcerous

arthritis arthritis Psoriasis erythematosus disease colitis

(n=2152) (n=1147) (n=2497) (n=760) (n=1938) (n=1457)
Age at inclusion in the study, (n) median (QR} (1996) 61 (1113) 52 (2430) 47 (702) 44 (1913) 39 (1436) 47

(52-70) (41-63) {36-59) (35-55) (32-49) (37-58.12)

Women, n (%) 1567 (77.7) 522 (47.3) 1057 (43.5) 671 (93.2) 956 (49.8) 663 (46.0)
Calendar year at IMID diagnosis, (n) median (IQR} (2144) 1998 (1137) 2003 (2482) 1992 678) 1999 (1314) 1998 (975) 1998

(1991-2004) (1996-2007) (1980-2001) (1993-2004) (1993-2002) (1993-2002)
Elapsed time from IMID diagnosis to (2132) 10 (1076) 7 (2480) 17 (675) 10 (1313) 10 (6-15) (975) 10 (7-16)

inclusion, ™ in years, () median (IQR)
5-17) (3-13) (8-29) 6-17)

Secondary or higher education, n (%} 655 (33.7) 449 (44.5) 1278 (54.2) 378 (54.0) 1187 (62.8) 785 (55.5)
Cardiovascular disease, n (%) 91 (4.2) 24 2.1) 94 (3.8) 24 (3.2) 14 (0.7) 22 (1.5)
Current/past smoker, n (%) 828 (49.5) 533 (59.6) 1.411 (69.7) 369 (62.0) 1.282 (74.6) 727 (62.1)
Arterial hypertension, n (%) 638 (29.7) - 476 (19.1) 178 (23.4) 123 (6.4) 148 (10.2)
Dyslipidemia, n (%) 433 (20.1) 157 (13.7) 436 (17.5) 125 (16.5) 68 (3.5 127 (8.7)
Type 2 diabetes, n (%) 172 (8.0) 92 (8.0) 203 (8.1) 24 (3.2) 28 (1.4) 55 (3.8)
Obesity, n (%) 366 (19.0) 250 (24.6) 612 (25.8) 102 (15.4) 184 (10.0) 198 (14.3)
Number of disease-modifying drugs, median (1OR) 2 (1-3) 1(0-2) 0 (0-0) 2(1-2) 1(0-1) 0{0-1)
Patients with biological drugs, n (%) 914 (42.5) 299 (26.1) 493 (19.7) 47 (6.2) 282 (14.3) 70 (4.8)
IMID = mmune-medated y disease, IOR = interquartie range.

" In psoriasis patients, elapsed time from symptoms onset, in years.

In the psoriatic arthritis cohort, the presence of axial/peripheral
involvement and the severity of the skin disease were included
(using the Psoriasis Area Severity Index). The latter was also
analyzed in the psoriasis patients, as was the presence of
associated arthritis. In systemic lupus erythematosus patients, the
presence of vitiligo, family history of other IMIDs, and different
disease-related variables, such as the presence of severe central
nervous system manifestations, serositis, arthritis, antiphospho-
lipids syndrome, or antiphospholipids antibodies, were included.
In the Crohn disease and ulcerative colitis cohorts, the presence of
extraintestinal manifestations was also assessed.

2.3. Statistical analysis

Continuous variables were described using the median and
interquartile range. Categorical variables were described using
proportions.

Comparison of continuous and categorical demographic and
CVD-related variables among IMIDs was performed using
analysis of variance or x test, respectively. Post-hoc comparisons
were adjusted using the Bonferroni correction.

First, we analyzed separately in each IMID cohort the
association between the demographic and clinical-related variables
and CVD using bivariate and multivariate logistic regression
models. Model selection was performed using the Bayesian
information criterion.”*! Multicollinearity was essed by
calculating the variance inflation factors (VIFs) of the dependent
variables included in the final multivariate regression models.

Second, to assess the association between common demo-
graphic and clinical-related variables and CVD in the overall
IMIDC, we performed bivariate and multivariate mixed-effects
logistic regression models nested by IMID, due to the structure of
our sample, integrated by independent cohorts of patients
affected by different conditions.

Finally, to compare the prevalence of CVD among the different
IMIDs, we performed logistic regression models adjusted for
disease, demographic, traditional cardiovascular risk factors,
and common discase-related variables. From those models, the

standardized prevalence of each IMID was calculated using
marginal analysis. Analyses were performed using STATA 12
statistical software (STATA Corp, College Station, TX).

3. Results

We included 9951 patients in the analysis. The demographic
characteristics and the prevalence of CVD and traditional
cardiovascular risk factors are shown in Table 1. Patients with
Crohn disease were the youngest (median age 47), whereas
patients with rheumatoid arthritis were the oldest (median age
61). Similarly, Crohn disease had the highest prevalence of
secondary or higher education (55.5%) and rheumatoid arthritis
had the lowest (33.7%). Systemic lupus erythematosus and
rheumatoid arthritis involved the highest proportion of women
(93.2% and 77.7%, respectively). The psoriasis and psoriatic
arthritis cohorts had the highest prevalence of type 2 diabetes
(8.1% and 8.0%, respectively) and obesity (25.8% and 24.6%,
respectively). The rheumatoid arthritis and systemic lupus
erythematosus cohorts had the highest prevalence of arterial
hypertension (29.7% and 23.4%, respectively). Rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus, and psoriasis had the
highest prevalence of dyslipidemia (20.1%, 16.5%, and 17.5%,
respectively). Crohn disease, psoriasis, ulcerous colitis, and
systemic lupus erythematosus had the highest prevalence of
current/past smoking (74.6%, 69.7%, 62.1%, and 62.0%,
respectively). Finally, rheumatoid arthritis patients were treated
with the highest number of disease-modifying drugs (median
number 2) and biological therapy (42.5%). The unadjusted
prevalence of CVD for rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis,
psoriasis, systemic lupus erythematosus, Crohn disease, and
ulcerative colitis were 4.2%, 2.1%, 3.8%, 3.2%, 0.7%, and
1.5%, respectively.

Table 2 shows the results from the comparisons among IMIDs
regarding demographic and CVD-related variables. The disease-
specific clinical data from each IMID are shown in S1 Table
(hup:/Mlinks Iww.com/MD/B771).
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Table 2
Comparison of demographic and cardiovascular disease-related variables among the immune-mediated inflammatory diseases included in this study.

Patients with
biological

Number of

disease-modifying

Type 2

Arterial

Current/past  Cardiovascular
hypertension

or higher

Elapsed time fm‘m Secondary
education

IMID diagnosis

IMID
diagnosis

Year at

Age at

inclusion in

drugs

drugs

diabetes  Obesity

<0.001

Dyslipidemia

disease
<0.001

smoker
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

to inclusion

Women
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

the study
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

<0.001

<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
<0.001

Overall

0.86
<0.001

0.020
0.027
<0.001
<0.001
<0.001

0.42

RAvs Ps

0.035
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.001

0.19

1.00

<0.001

0.010
<0.001

RA vs SLE
RA vs PsA
RA vs UC
RA vs CD
Ps vs SLE

0.98
<0.001
<0.001
<0.001

0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

1.00

1.00
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.089
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.54

0.009

0.43

0.08
<0.001
<0.001

0.93
<0.001

0.44
<0.001
<0.001
<0.001

091
<0.001
<0.001
<0.001

0.004
<0.001
<0.001

0.034

0.12
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

Ps vs PsA

<0.001
<0.001

0.45
<0.001
<0.001

Ps vs UC

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.001
0.34

0.98
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

Ps vs CD

0.097
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.15

SLE vs PsA
SLE vs UC
SLE vs CD
PsA vs UC

017
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

051
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.46
0.04
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

0.52
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

1.00

1.00
<0.001

0.001

0.075

0.060

0.88
<0.001
<0.001

<0.001

0.24
<0.001
<0.001

0.52
0.18

0.001

0.027

PsA vs CD
UC vs CD

co

<0.001

1.00

0.028

ulcerous cofitis.

systemic lupus enthematosus, UC=

=rheumatoid arthritis, SLE=

psoriatic arthritis, RA

psoriasis, PsA=

=immune-mediated inflammatory disease, Ps=

Crobn disease, IMID

In psoriasis patients, elapsed time from symptoms onset, in years.

Medicine

3.1. Influence of demographic and clinical variables in
CVD in each IMID

Bivariate (S2 to S$6 Tables, hup:/links.lww.com/MD/B771) and
multivariate (Table 3) logistic regression models were used to
analyze the association between demographic, traditional
cardiovascular risk factors, and disease-specific clinical variables
and CVD in each IMID.

In the best fitting multivariate models, older age at inclusion in
the study was associated with a higher risk of CVD in all cohorts
except for psoriatic arthritis and rheumatoid arthritis. Women
were associated with a lower risk in all conditions except for
Crohn disease. In addition, a longer clapsed time from IMID
diagnosis to inclusion in the study was associated with a higher
cardiovascular risk except for inflammatory bowel disease.
Regarding traditional risk factors, dyslipidemia was associated
with a higher risk of CVD in psoriatic arthritis, psoriasis, and
ulcerative colitis; arterial hypertension in inflaimmatory bowel
disease, rheumatoid arthritis, and psoriasis; type 2 diabetes in
psoriatic arthritis and psoriasis; and current/past smoking in
rheumatoid arthritis.  With regard to the disease-specific
variables, in psoriatic arthritis, axial involvement was associated
with lower cardiovascular risk; in rheumatoid arthritis, the
presence of pulmonary fibrosis, pericarditis, and high antici-
trullinated peptide antibodies levels were associated with higher
risk; in systemic lupus erythematosus, family history of
autoimmune thyroiditis and the presence of antiphospholipid
syndrome, anti-Sm antibodies, serositis, vitiligo, and seizures
were associated with higher risk; and in psoriasis, the presence of
arthritis was also associated with higher risk of CVD. With
regard to treatment, neither the use of a greater number of
disease-modifying drugs nor the use of biological therapies was
associated with CVD in any cohort. No significant multi-
collinearity was observed among the variables introduced in the
final models (mean VIFs 1.135, 1.07, 1.17, 1.04, 1.12, and 1.10,
for rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis, psoriasis, systemic
lupus erythematosus, Crohn discase, and ulcerative colitis,
respectively).

3.2. Influence of the demographic and clinical-related
variables in CVD risk on the overall IMIDC, and
standardized prevalence of CVD

Next, we studied the cardiovascular risk of the variables collected
in all the cohorts in the entire IMIDC (S7 Table, htep:/links.lww.
com/MD/B771). We observed that male sex, older age at
inclusion in the study, longer elapsed time from IMID diagnosis
to the inclusion in the study, and the presence of traditional
cardiovascular risk factors were independently associated with a
higher risk of CVD. Although in the bivariate analysis, higher
education and current/past smoking were significantly associated
with lower and higher risk of CVD, respectively, in the
multivariate analysis, no significant association was observed.
Finally, we compared the risk of CVD among the different
IMIDs, adjusting for the demographic and common clinical
variables (Table 4). We observed that before adjustment and
using rheumatoid arthritis as the reference IMID for comparison,
psoriasis and systemic lupus erythematosus had a lower,
although not significantly lower risk of CVD, whereas
inflammatory bowel disease and psoriatic arthritis had a
significantly lower risk. After adjustment for demographic
variables, psoriasis continued to have a lower although not
significant risk of CVD, whereas systemic lupus erythematosus
exhibited a significantly higher risk of CVD. Inflammatory bowel
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Bivariate and multivariate logistic regressi dels to e the risk of cardi lard g the differentimmune-mediated
inflammatory diseases.
Variables OR (95% CI) P OR (35% CI)” P OR (95% CI)’ 4
Psoriasis vs rheumatoid arthyitis 0.89 (0.66-1.19) 42 0.78 (0.54-1.13) 19 0.67 (0.42-1.05) 078
Systemic lupus erythematosus vs rheumatoid arthritis 0.74 (0.47-1.17) 19 2.99 (1.79-4.99) <.00 3.64 (1.93-6.85) <.001
Psoriatic arthritis vs rheumatoid arthritis 0.48 (0.31-0.76) 002 0.50 {0.30-0.84) 009 0.46 (0.23-0.92) 028
Ulcerative colitis vs rheumatoid arthritis 0.35 (0.22-0.56) <.001 0.43 (0.25-0.76) 004 0.35 (0.16-0.75) 007
Crohn disease vs rheumatoid arthritis 0.16 (0.09-0.29) <.001 0.45 (0.24-0.83) o 0.50 {0.23-1.09) 083
Women 0.38 (0.29-0.49) <.001 0.25 (0.19-0.35) <001 0.30 (0.20-0.45) <.001
Age at inclusion in the study 1.07 (1.06-1.08) <.001 1.07 (1.06-1.08) <.001 1.07 (1.05-1.08) <.001
Elapsed time from IMID diagnosis to inclusion 1.04 (1.03-1.05) <.001 1.03 (1.02-1.04) <.001 1.03 (1.02-1.04) <.001
Current/past smoker 1.34 (1.004~1.79) 047 - - 1.47 (0.99-2.19) 059
Dyslipidemia 6.02 (4.70-7.71) <.001 - - 3.35 (2.43-4.61) <.001
Type 2 diabetes 5.61 (4.18-7.53) <.001 - - 2.20 (1.50-3.23) <.001
QObesity 1.94 (1.47-2.57) <.001 - - 1.58 (1.13-2.22) .008
Secondary or higher vs primary/none education 0.37 (0.28-0.49) - - 0.83 (0.58-1.18) 302
7)Number of disease-modifying drugs (tertiles)

2nd vs 1st 1.00 (0.68-1.45) .98 - - 0.80 (0.47-1.37) 41

3rd vs 1st 0.84 (0.63-1.11) 21 - - 1.17 (0.79-1.72) 43
Biological therapy 1.07 (0.80-1.44) 64 - - 1.13 (0.76-1.69) 54

Ci=confidence interval, IMID = immune-mediated inflammatory disease, OR =odds ratlo.
Model adjusted for demographic variables.
" Mode! adjusted for ic variables,

disease and psoriatic arthritis both had a significantly lower risk.
Similar results were observed after adjusting for demographic
variables, traditional cardiovascular risk factors, and educational
level, except for Crohn disease, which showed a nonsignificantly
lower risk of CVD. When systemic lupus erythematosus was used
as the reference comparison, all IMIDs showed a significantly
lower CVD risk. The standardized prevalence and 95%
confidence interval (95% CI) for systemic lupus erythematosus,
rheumatoid arthritis, psoriasis, Crohn disease, psoriatic arthriris,
and ulcerative colitis were 4.5 (95% CI: 2.2, 6.8), 1.3 (95% CI:
0.8,1.8),0.9(95% CI: 0.5, 1.2),0.8 (95% CI: 0.2, 1.3), 0.6 (95%
ClI: 0.2, 1.0), and 0.5 (95% CI: 0.1, 0.8), respectively (Fig. 1).

4. Discussion

In this study, we have analyzed, in 6 different IMIDs including
almost 10,000 patients, the association of several demographic
and clinical-related variables in the CVD risk. To our knowledge,
this is the first time such an analysis has been conducted in
patients affected by rheumatoid arthritis, psoriasis, psoriatic
arthritis, systemic lupus erythematosus, ulcerative colitis, or
Crohn disease, recruited in the same time frame, with similar
follow-up times, using the same inclusion/exclusion criteria, with
data collected using the same protocols and questionnaires. This
particular setting allowed us to compare the CVD risk among
different conditions and to perform a pooled analysis to identify
common risk factors.

4.1. Risk factors of CVD in IMIDs

The analysis of CVD risk factors in different IMIDs was
conducted in several previous studies (S Discussion and
References, http:/links.lww.com/MD/B771). With regard to
rheumatoid arthri(is,“""‘JI psoriatic arthritis, %21 psoria-
sis,2%2% systemic lupus erythematosus,**2! and inflammatory
bowel disease!>”**! similar findings were observed in our cohort.
However, some differences have also been observed: in psoriasis
and psoriatic arthritis, the severity of the skin disease was
previously associated with CVD,?"*3! but no significant

ular (CV) nsk factors and educational level.

association was observed in our cohorts. Different definitions
of severity were used, which may explain the different findings. In
addition, in our psoriasis cohort, no association between younger
age at disease onset and CVD was observed.!**!

In systemic lupus erythematosus, we described for the first time
2 new independent associations of CVD with vitiligo (which in
turn has been associated with a lower prevalence of abdominal
obesity and dyslipidemia)®”! and with a family history of
autoimmune thyroiditis (which in turn has been associated with a
higher risk of stroke)."*"! In addition, comparing with a Spanish
systemic lupus erythematosus registry,*'! we observed a lower
prevalence of CVD and a lack of influence of traditional
cardiovascular risk factors. However, surrogate markers of
disease severity were independent risk factors in both studies. The
fact that our patients came from systemic lupus erythematosus
specialized units with a tighter management of both disease and
CVD risk factors might explain these differences.

Affected patients per 100 subjects [95% CI)

SLE RA Ps (&3] PsA uc
Figure 1. Adjusted prevalence of cardiovascular disease, with 95%
confidence intervals, for each immune-mediated inflammatory disease.
CD=Crohn disease, Ci=confidence interval, Ps=psoriasis, PsA=psoriatic
arthritis, RA =rheumatoid arthritis, SLE = systemic lupus erythematosus, UC=
ulcerous colitis.
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Finally, regarding inflammatory bowel disease, shorter disease
duration was previously described as a risk factor for CVD in
Crohn disease patiems.l 32l However, in our cohort, this influence
was not observed.

4.2. Comparison of CVD risk among IMIDs

Several studies have compared the risk of CVD among different
IMIDs, although none of them included the 6 we analyzed. Zoller
etal* studied the risk of ischemic and hemorrhagic stroke in 32
different IMIDs (including psoriasis, rheumatoid arthritis,
ulcerative colitis, Crohn disease, and systemic lupus erythema-
tosus) using data from the entire Swedish population. An overall
higher risk was observed for these S conditions compared with
the general population, and although no direct comparisons were
performed, systemic lupus erythematosus exhibited a higher
standardized incidence rate, followed by rheumatoid arthritis and
Crohn disease or psoriasis. Ulcerative colitis patients had the
lowest risk for both ischemic and hemorrhagic stroke. In our
study, although our dependent variable included all cardiovas-
cular events, similar results were observed.

Regarding psoriasis and psoriatic arthritis, the latter was
associated with a higher cardiovascular risk, regardless of
whether the psoriatic arthritis patients were selected among
those with psoriasis>®! or the psoriatic arthritis and psoriasis
patients were selected separately in population-based studies.*?!
When considering only our psoriasis cohort, similar results were
observed: the presence of arthritis was independently associated
with a higher risk of CVD. However, when we compared the
psoriasis and the psoriatic arthritis cohorts, we observed the
opposite result: a lower risk of CVD, albeit not significant, among
the psoriatic arthritis cohort. To address this discrepancy, we
compared the subjects from the psoriasis cohort with psoriatic
arthritis, without psoriatic arthritis, and the patients from the
psoriatic arthritis cohort (S8 and S9 Tables, http:/links.lww.com/
MD/B771). In general, patients from the psoriasis cohort had a
higher prevalence of traditional cardiovascular risk factors and
higher skin disease severity, which could explain their higher
prevalence of CVD. Taking into account that the patients from
the psoriasis cohort were recruited from tertiary care outpatient
clinics, it is likely that we selected patients with a more severe
disease.

Few studies compared the risk of CVD between rheumatoid
arthritis and psoriatic arthritis, observing a lower, although not
significant, cardiovascular risk among the latter, regardless of
whether the patients from both conditions were enrolled from
different'*?! or similar'**! settings. In our study, psoriatic arthritis
patients had a significantly lower cardiovascular risk before and
after adjusting for demographic and traditional risk factors. This
observation may be related to the characteristics of the psoriatic
arthritis cohort. A recent population-based study performed by
Ogdie et al**! showed that rheumatoid arthritis and psoriasis had
similar standardized CVD hazard ratios, which were higher than
that of psoriatic arthritis (although no direct comparison was
performed).

Rheumatoid arthritis has also been compared with systemic
lupus erythematosus. The latter was associated with a higher rate
(compared with the general population) of first-time acute
myocardial infarction than rheumatoid arthritis (although no
direct comparison was performed).**! In our sample, although
rheumatoid arthritis showed a higher CVD prevalence in the
bivariate analysis, after adjusting for age and sex, systemic lupus
erythematosus showed a higher risk of CVD.
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Regarding inflammatory bowel disease, similar normalized
rates of ischemic heart disease and higher normalized rates of
stroke were described in Crohn disease compared with ulcerative
colitis, although no direct comparisons were performed.”*” In
our sample, considering all CVDs, no significant differences were
observed, although Crohn disease was associated with a higher
standardized prevalence of CVD.

4.3. Limitations

There are several limitations to our study. First, because the study
is cross-sectional, the directionality of the associations could not
be determined. In addition, the presence of CVD, traditional
cardiovascular risk factors, and disease-related variables was
based either on the previous existence of a diagnosis of such
conditions or manifestations, or on the indication by the patient
of their existence during the clinical interview. We did not
perform any complementary tests; therefore, the prevalence may
be underestimated, especially for arterial hypertension, dyslipi-
demia, and type 2 diabetes.

Patients were recruited from rheumatology (rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus, and psoriatic arthritis),
dermatology (psoriasis), and gastroenterology (ulcerative colitis
and Crohn disease) tertiary care outpatient clinics. Therefore, for
some IMIDs, especially psoriasis, the generalization of our results
to the whole population must be undertaken with caution
because it is likely that only patients with a more severe disease
were included. Moreover, patients were consecutively recruited,
favoring the inclusion of subjects with a more severe disease, who
tend to seek care more frequently. Because patients were recruited
from practices throughout the country, these cohorts may be
representative of the subpopulation of patients affected with
severe disease in Spain.

No replication cohorts were included in this study, and
therefore the newly described risk factors (such as vitiligo or a
familiar history of autoimmune thyroiditis) need to be assessed in
other cohorts.

This analysis was also limited by the inclusion of living
patients, that is to say, subjects who survived long enough to be
included in this study. Therefore, our sample may be biased
toward patients with milder CVD and IMID. Moreover, the
variables identified as associated with CVD may be predictors of
survival following a CVD event rather than its occurrence. These
conditions are important to consider when generalizing our
results.

No direct disease activity measure, either at diagnosis or
encompassing the whole disease duration, was available.
However, treatment with disease-modifying drugs and biological
therapy was used as a surrogate marker. Unfortunately, we
lacked data regarding corticosteroid use throughout the disease.

Finally, there has been a delay between the inclusion of patients
in this study and the presentation of the data used in this article. It
is important to consider that due to the large amount of patients
and centers that participated, it is expected logistic difficulties in
the collection, ensemble, and quality control of the data that defer
its use and dissemination.

5. Conclusions

We reported a direct comparison of CVD and cardiovascular risk
factors prevalence among 6 IMIDs. We observed that different
sets of demographic and clinical-related variables contribute to
the risk of CVD in the different conditions studied. Furthermore,
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we compared the standardized CVD prevalence among those
diseases, observing that systemic lupus erythematosus exhibited
the highest prevalence, followed by rheumatoid arthritis and
psoriasis. Our evidence provides a compelling argument to
prioritize the institution of specific prevention programs in
subjects affected with systemic lupus erythematosus, rheumatoid
arthritis, and psoriasis to reduce the burden of CVD associated
with these conditions.
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Cardiovascular genetic variation associated with cardiovascular risk in

autoimmune diseases. PL0oS ONE. 2017;12(10): October 5.

2.1.- Resumen de la metodologia

Un total de 6.485 pacientes fueron reclutados en el Consorcio IMID (IMIDC) entre junio de
2007 y diciembre de 2010. La cohorte de pacientes utilizada para el estudio incluyo6: (i) 1.281
pacientes con AR, (ii) 1.123 pacientes con Ps (iii) 989 pacientes de APs, (iv) 907 pacientes con
LES y (v) 2.185 pacientes con Ell, incluyendo 1.358 con EC y 827 pacientes con CU. Los
criterios diagnosticos utilizados para cada enfermedad fueron los mismos que los aplicados en
el Trabajo 1. Todos los pacientes presentaban origen europeo occidental y con los cuatro
abuelos nacidos en Espafia. Todos los procedimientos se siguieron de acuerdo con los
principios de la Declaracion de Helsinki y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de
todos los participantes. El estudio y el procedimiento de consentimiento fueron revisados y
aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Institut de Recerca Vall d”Hebron.

Los pacientes con ECV se definieron con al menos uno de los siguientes fenotipos clinicos:
enfermedad coronaria (EC), accidente cerebrovascular (ACV) y enfermedad arterial periférica
(EAP). EI historial médico de la ECV se obtuvo después de un interrogatorio detallado y
exhaustivo utilizando cuestionarios médicos estandarizados. El fenotipo de EC se definié como
antecedentes de angina, infarto agudo de miocardio o cardiopatias isquémicas. La historia de la
angina se evalud con la evidencia de sintomas de eventos agudos que incluyeron dolor en la
mandibula, el brazo o el pecho, asi como otros sintomas de isquemia cardiaca relacionados
clinicamente. La historia del infarto agudo de miocardio se examin6 con la evidencia de
necrosis de miocardio que concuerda con una isquemia de miocardio. Esto fue detectado por
una elevacion o descenso significativo de los niveles de los principales biomarcadores
cardiacos, junto con cambios caracteristicos en el electrocardiograma del paciente. La historia
de la cardiopatia isquéemica se confirmé si el paciente cumplia alguna de las siguientes
condiciones: (i) 1 arteria coronaria epicardica mayor con mas del 70% de obstruccion; (ii)
antecedentes de infarto agudo de miocardio asociado con anormalidad de movimiento de la
pared; o (iii) diagndstico de enfermedad arterial coronaria. El fenotipo ACV se definid en

aquellos pacientes que presentaron un ataque isquémico transitorio o un accidente
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cerebrovascular isquémico y/o hemorragico. La aparicion de un ataque isquémico transitorio se
definié como una breve disfuncion neuroldgica del cerebro (es decir, menos de 24 horas de
duracion) causada por una isquemia cerebral sin infarto agudo. La historia de un accidente
cerebrovascular isquémico y/o hemorragico se definid6 como un episodio agudo de disfuncion
focal, cerebral, espinal o retiniana causada por infarto y/o hemorragia del tejido del sistema
nervioso central. Finalmente la EAP se definio6 como el estrechamiento de las arterias
periféricas causado por la presencia de placas ateroscleréticas. Los sintomas de claudicacion
son uno de los subtipos de EAP mas importantes que se utilizaron para caracterizar el fenotipo
de ECV de pacientes con IMIDs. Aquellos pacientes que presentaron ECV previo al
diagndstico de la enfermedad IMID se excluyeron del estudio.

Para evaluar el componente genético asociado a la ECV en las IMID se llevo a cabo un estudio
de asociacién de genoma completo (GWAS) en las cinco cohortes de pacientes con IMIDs. Se
seleccionaron los 582.539 SNP para cada paciente, para el analisis de control de calidad (QC).
En este analisis, se excluyeron los SNP que tenian una frecuencia del alelo menor (minor allele
frequency, MAF) <0,05 y >5% de los datos faltantes (5,6% de SNP). Con el fin de identificar
los marcadores que se desvian del equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizamos una cohorte
adicional de 1.558 controles sanos de la misma poblacién. Se eliminaron un total de 1.649
SNP. Para evaluar la presencia de estratificacion potencial de la poblacion en las cohortes de
pacientes con IMID, se utilizé el andlisis de componentes principales (Principal Component
Analysis, PCA) implementado en el software EIGENSOFT (v4.2). Después del control de
calidad, se dispuso de un conjunto final de datos de 506.919 SNP y 5.317 pacientes para el

andlisis de asociacion.

Las variantes genéticas previamente asociadas con los fenotipos de riesgo de ECV en la
poblacién general se obtuvieron a través de una busqueda exhaustiva de datos electronicos
utilizando PubMed y solo los loci de riesgo de ECV establecidos (P <5E-8) se seleccionaron
para el presente estudio. Se identificaron un total de 115 variantes significativas de todo el
genoma Yy, posteriormente, se comprobd su asociacion con la ECV en cada una de las seis
enfermedades IMID.

A partir de los GWAS publicados recientemente se obtuvieron las variantes genéticas asociadas
con la susceptibilidad a cada enfermedad IMID. Un total de 341 variantes fueron identificadas
y aprobadas para el estudio de asociacion con el riesgo de ECV.
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La imputacion del genotipo se realizé utilizando los datos de genotipificacion de la cohorte
caucasica europea (N= 379 muestras) generados por el Proyecto 1000 Genomas. Solo aquellos
SNP con indices de alta calidad (definidos como que tienen una métrica de calidad de
informacién >0.8) fueron seleccionados para el analisis. Un total de 73 SNP de riesgo de ECV
y 218 SNP de riesgo de enfermedad IMID pasaron el control de calidad. Posterior a este paso,
se dispuso de un numero final de 103 SNP de riesgo de ECV y de 315 SNP de riesgo de
enfermedad IMID para el analisis de asociacion de candidatos.

Es conocido que los FRCV tradicionales contribuyen al riesgo de ECV tanto en la poblacion
general como en pacientes con IMIDs. Por lo tanto, si no se controlan adecuadamente, estos
factores de riesgo clinicos y epidemioldgicos podrian confundir los resultados de los estudios
de asociacion genética de ECV. Con el fin de evitar el efecto de estos factores de confusion, se
incluyeron los factores de riesgo de ECV establecidos como covariables en el analisis de
asociacion estadistica. En consecuencia, la edad, el género la dislipemia, la hipertension
arterial, la diabetes mellitus tipo 2, el indice de masa corporal, la inactividad fisica y el
tabaquismo se incluyeron como covariables en el modelo de regresion logistica. Con el fin de
comparar el efecto genético de los SNP asociados a las enfermedades IMID, utilizamos la
prueba de Breslow-Day para la homogeneidad de la odds ratio. Con la finalidad de poder
identificar los patrones genéticos asociados con el riesgo de ECV en enfermedades IMID,
realizamos un metaanalisis de fenotipo cruzado de genoma completo (cross-phenotype meta-
analysis aproach, CPMA), el cual es un enfoque novedoso que permite la identificacion de
variantes genéticas asociadas con multiples fenotipos mediante la integracion de estadisticas de
GWAS.

Tras identificar los SNP independientes que demuestran una mayor evidencia de pleiotropia, se
analizaron la presencia de patrones genéticos asociados con el riesgo de ECV en las
enfermedades IMID. Siguiendo el enfoque descrito anteriormente, se calcularon las distancias
SNP-SNP vy fueron clasificadas en cuatro categorias de asociacién estadistica (es decir, 1> P>
0.05, 0.05> P> 0.02, 0.02> P> 0.005, P <0.005). La matriz categdrica definida por estas cuatro
categorias (es decir, cada fila representa un SNP asociado a ECV y cada columna una
enfermedad IMID en particular) se utilizo para calcular la distancia euclidiana entre cada par de
SNP usando el método de Gower para datos discretos. La matriz resultante de las distancias
euclidianas SNP-SNP finalmente se utiliz6 para realizar el analisis de agrupamiento jerarquico

81



utilizando el método de Ward. Todos los pasos del anélisis de fenotipo cruzado se realizaron
usando el software estadistico R.

Para cada patrén de riesgo genético, se ha calculado la significacion estadistica de la asociacion
con el riesgo de ECV mediante el método de Fisher. Para caracterizar funcionalmente cada
patron genético, se ha realizado un andlisis de enriquecimiento funcional. Para este objetivo, se
ha utilizado la base de datos "Conjuntos de genes Hallmark", una coleccién de conjuntos de
genes seleccionados que muestran una fuerte expresion coordinada de los genes y que
representan genes especificos bien definidos de procesos biologicos. El anélisis de
enriquecimiento estadistico para cada conjunto de genes funcionales se ha calculado utilizando
la prueba hipergeométrica. EI método de False Discovery Rate (FDR) se utilizé para corregir
las multiples pruebas.

2.2.- Resumen de los resultados

En las cohortes de enfermedades IMID del presente estudio se ha observado un total de 140
pacientes con enfermedades IMID que han desarrollado ECV mientras que 5.317 pacientes con
enfermedades IMID no desarrollaron ECV.

Se ha replicado con éxito la asociacién entre 17 variantes genéticas y el riesgo de desarrollar
ECV en las diferentes enfermedades IMID (P <0,05, mismo alelo de riesgo). De relevancia,
ninguno de los SNP asociados se superponen entre las diferentes enfermedades autoinmunes.
La asociacion més significativa se observd entre el gen HHIPL1 (SNP intronic rs2895811) y el
riesgo de ECV en EC (P = 5.62E-4). De las 17 variantes genéticas que se asociaron
significativamente con el riesgo de ECV, solamente 4 SNP mostraron una heterogeneidad
significativa de los efectos genéticos a través de las seis enfermedades IMID (PBreslow-Day
<0.05). Tres de estas variantes que mostraron una asociacion heterogénea significativa con el
riesgo de ECV se asociaron con Ell: SNP rs17465637 (gen MIA3; P = 0,03; OR = 6,76; I1C del
95%: 1,20-37,96) y SNP rs2895811 (gen HHIPL1; P = 0,001; OR = 8.51; IC del 95%: 1.80-
80.02) se asociaron con EC, y el SNP rs6789378 (locus OTOL1-TOMM22P6; P = 0.004; OR =
7.52; IC 95%: 2.11-40.78) con CU. Comparando el efecto genético sobre el riesgo de ECV
entre las enfermedades IMID mas semejantes clinicamente, hemos detectado efectos
significativamente diferentes en 5 de los 17 SNP de riesgo de ECV (PBreslow-Day <0.05).
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También se encontrd que un total de 6 SNP asociados con el riesgo de enfermedad IMID se
asociaron significativamente con el riesgo de ECV (P <0.05). Cuatro de estas variantes fueron

SNP de riesgo de Ell y dos fueron marcadores asociados con la susceptibilidad de la AR.

Un total de 406 SNP pleiotrdpicos independientes se utilizaron para realizar un intercambio
global de asociaciones genéticas con el riesgo de ECV a través de las seis enfermedades IMID.
Utilizando el enfoque de agrupamiento en las 406 variantes pleiotropicas, se identificaron 10
grupos genéticos diferentes (GC) asociados con el riesgo de ECV en enfermedades IMID. De
los 10 GCs identificados, encontramos que 3 GCs fueron significativamente enriquecidos en 7
conjuntos de genes funcionalmente relacionados. Tras la correccién por multiples pruebas, se
observaron que 4 GC y 7 GC estaban significativamente enriquecidos en genes que estan
implicados en vias relacionadas con el sistema inmune fuertemente asociadas con la
etiopatogénesis de la autoinmunidad como el gen que codifica el TNF-o (PFDR = 0.02) o el
gen que codifica el IFN-y (PFDR = 0.02), respectivamente.
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Abstract

Autoimmune diseases have a higher prevalence of cardiovascular events compared to the
general population. The objective of this study was to investigate the genetic basis of cardio-
vascular disease (CVD) risk in autoimmunity. We analyzed genome-wide genotyping data
from 6,485 patients from six autoimmune diseases that are associated with a high socio-
economic impact. First, for each disease, we tested the association of established CVD risk
loci. Second, we analyzed the association of autoimmune disease susceptibility loci with
CVD. Finally, to identify genetic patterns associated with CVD risk, we applied the cross-
phenotype meta-analysis approach (CPMA) on the genome-wide data. A total of 17 estab-
lished CVD risk loci were significantly associated with CVD in the autoimmune patient
cohorts. From these, four loci were found to have significantly different genetic effects
across autoimmune diseases. Six autoimmune susceptibility loci were also found to be
associated with CVD risk. Genome-wide CPMA analysis identified 10 genetic clusters
strongly associated with CVD risk across all autoimmune diseases. Two of these clusters
are highly enriched in pathways previously associated with autoimmune disease etiology
(TNFa and IFNy cytokine pathways). The results of this study support the presence of spe-
cific genetic variation associated with the increase of CVD risk observed in autoimmunity.
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Introduction

Autoimmune diseases are a group of highly disabling chronic disorders characterized by the
activation of multiple immune and inflammatory pathways against the self [1]. Overall, the
estimated prevalence of autoimmunity is 5-7% in the general population [2]. Among these,
the six autoimmune diseases that are associated with a high socio-economic impact are psoria-
sis (PS), rheumatoid arthritis (RA), psoriatic arthritis (PA), systemic lupus erythematosus
(SLE) and inflammatory bowel diseases (IBDs), including Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC). Importantly, patients with autoimmune diseases have shown to have a higher risk
to develop cardiovascular diseases (CVD) compared to the general population [3]. Under-
standing the genetic and biological mechanisms underlying CVD risk in autoimmunity could
therefore be fundamental to develop more efficient preventive and therapeutic strategies.

Autoimmune diseases are genetically complex diseases [4]. In the last years, genome-wide
association studies (GWAS) have proven highly successful for identifying a large number of
disease susceptibility loci [5]. In IBDs, for example, there are now more than 160 risk loci
known to be associated to these autoimmune diseases of the gut [6]. Importantly, GWAS have
enabled the identification of a shared genetic risk across autoimmune diseases [7]. However,
little is known yet about the genetic variation that contributes to clinically relevant phenotypes
within each autoimmune disease.

From a clinical perspective, one of the most important phenotypes in autoimmune diseases
is the development of CVD. The marked reduction of the life expectancy observed in autoim-
mune patients has been clearly associated with an increased risk of CVD [8]. To date, multiple
epidemiological and clinical factors have been associated with CVD risk both in autoimmune
diseases and in the general population. These include age, dyslipidemia, arterial hypertension
and obesity. However, there is increasing evidence that the elevated risk of CVD observed in
autoimmune diseases is only partially explained by these classical risk factors [9]. In turn,
GWAS in case-control cohorts from the general population have demonstrated the existence
of a genetic risk background for CVD [10]. To date, more than 25 GWAS for CVD have been
performed, resulting in the identification of more than 100 genetic risk variants [11-13]. So
far, however, little is known on the impact of these established genetic variants in the risk of a
cardiovascular event in autoimmune diseases.

A large number of the genetic variation associated with the susceptibility to autoimmune
diseases involves genes associated with the innate and adaptive immune responses [14]. In
particular, these include variation at pathways from pro-inflammatory cytokines like Tumor
Necrosis Factor alpha (TNF«) and interferon gamma (IFNY) [15]. There is increasing evidence
that inflammation and immune response activity are also important factors to CVD risk in
the general population, both at the genetic and at the functional level [16, 17]. Consequently,
genetic variants associated with autoimmune disease susceptibility could also contribute to the
increase in CVD risk observed in this group of diseases. To date, however, no comprehensive
study of the association between autoimmune susceptibility variants with CVD risk has been
performed.

GWAS have revealed that many autoimmune risk loci are associated with multiple autoim-
mune diseases but not necessarily in the same direction (i.e. a risk allele for a particular auto-
immune disease can act as a protective allele for other autoimmune diseases) [7]. These
complex cross-phenotype associations underscore the importance of pleiotropy in the genetic
epidemiology of autoimmunity. Pleiotropy occurs when a gene or genetic variant affects more
than one phenotypic trait. Accordingly, the use of GWAS methods embracing this prevalent
property should increase the power to identify relevant genetic variation in autoimmune
diseases.
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In the present study, we have used a large cohort of patients to investigate the genetics of
CVD in six of the most clinically relevant autoimmune diseases. For this objective we have
tested, for the first time, the association between established CVD risk loci and the develop-
ment of CVD in autoimmunity. Conversely, we have also analyzed the association between
autoimmune-disease loci and CVD risk. Finally, in order to identify new genetic variation
associated with CVD risk across autoimmune diseases, we have performed a genome-wide
cross-phenotype analysis. Together, the results of this study provide novel insights into the
genetic basis of CVD in autoimmune diseases.

Materials and methods
Study population

A total of 6,485 patients were recruited by the Immune-Mediated Inflammatory Disease Con-
sortium (IMIDC) between June 2007 and December 2010 [18]. The IMIDC is a Spanish net-
work of clinical researchers aimed at characterizing the genetic basis of autoimmune diseases.
All patients were collected from the outpatient’s clinics of more than 80 departments of rheu-
matology, dermatology and gastroenterology from 51 Spanish University Hospitals belonging
to the IMIDC. The cohort of patients used for the present study included: (i) 1,281 RA patients
that fulfilled the American College of Rheumatology (ACR) diagnostic criteria; (ii) 1,123 PS
patients that were diagnosed based on the dermatologist clinical criteria; (iii) 989 PA patients
that fulfilled the Classification Criteria for Psoriatic Arthritis (CASPAR); (iv) 907 SLE patients
that fulfilled four or more of the 1982 revised ACR criteria for SLE classification; and (v) 2,185
IBD patients, including 1,358 and 827 patients that were diagnosed using the Lennard-Jones
criteria as having CD and UC, respectively (S1 File). All patients were of Western European
descent and with all four grandparents born in Spain. The main features of the different
patient cohorts are summarized in S1 Table.

All the procedures were followed in compliance with the principles of the Declaration of
Helsinki and informed written consent was obtained from all participants. The study and the
consent procedure were reviewed and approved by the Ethics Committee of Clinical Research
from Vall d'Hebron Hospital Research Institute.

Cardiovascular disease phenotype

CVD is a heterogeneous phenotype that includes diverse clinical endpoints. In the present
study, CVD patients were defined as having > 1 out of the 3 most frequent cardiovascular phe-
notypes: coronary heart disease (CHD), cerebrovascular accident (CVA) and peripheral arte-
rial disease (PAD). The medical history of CVD was obtained after a detailed and exhaustive
interrogation using standardized medical questionnaires provided. These medical question-
naires were filled by medical specialists from all Spanish Hospitals involved in the IMID Con-
sortium according to the CVD definitions described below.

The CHD phenotype was defined as history of angina, acute myocardial infarction or ische-
mic heart diseases. The history of angina was assessed as evidence of acute-event symptoms
including jaw, arm or chest pain as well as other clinically-related cardiac ischemia symptoms.
The history of acute myocardial infarction was examined as the evidence of myocardial necro-
sis that is consistent with a myocardial ischemia. This was detected by a significant increase/
decrease of the levels of the main cardiac biomarkers, together with a characteristic change in
the electrocardiogram of the patient. The history of ischemic heart disease was confirmed if
the patient fulfilled any of the following conditions: (i) =1 major epicardial coronary arteries
having more than 70% of obstruction; (ii) history of acute myocardial infarction associated
with wall motion abnormality; or (iii) diagnosis of coronary artery disease.
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The CVA phenotype was used to characterize those autoimmune disease patients that had a
transient ischemic attack or an ischemic/hemorrhagic stroke. The appearance of a transient
ischemic attack was defined as a brief neurological dysfunction of the brain (i.e. lasting < 24
hours) caused by a cerebral ischemia without acute infarction. The history of an ischemic/
hemorrhagic stroke was defined as an acute episode of focal, cerebral, spinal, or retinal dys-
function caused by infarction/hemorrhage of the central nervous system tissue.

The PAD phenotype was defined as the narrowing of the peripheral arteries that is caused
by the presence of atherosclerotic plaques. Claudication symptoms are one of the most impor-
tant PAD subphenotypes that were used to characterize the CVD phenotype of autoimmune
disease patients. Clinical data from surgical and non-surgical interventions like coronary
revascularization or percutaneous stenting were not collected in the IMID medical question-
naires and, consequently, these clinical subphenotypes were not evaluated in the present study.

Importantly, to identify genetic variation specifically associated with CVD risk in autoim-
munity, all patients that had a cardiovascular event before the date of autoimmune disease
diagnosis were excluded from the study (N = 127 patients).

GWAS genotyping and quality control

Genome-wide genotyping data from RA, PS, PA, CD and UC patients were obtained from the
five cohorts of autoimmune patients that we previously genotyped [18-22]. For the SLE
cohort, whole blood samples (5 mL) were collected from 907 SLE patients. From each sample,
genomic DNA was isolated using the Chemagic Magnetic Separation Module I (PerkinElmer,
Waltham, MA). Whole genome genotyping in the SLE patient cohort was performed using the
same array platform (Illumina Quad610 BeadChip). Genotype calling was performed using
the GenomeStudio software (v2011.1, Illumina, San Diego, California, USA).

From the 598,258 SNPs genotyped for each patient, we selected all 582,539 autosomal SNPs
for the quality control (QC) analysis. In this analysis, we excluded those SNPs that had a minor
allele frequency (MAF) < 0.05 and > 5% of missing data (5.6% SNPs). In order to identify
markers deviating from Hardy-Weinberg equilibrium, we used an additional cohort of 1,558
healthy controls from the same population and genotyped with the same array [19]. A total of
1,649 SNPs that deviated significantly from Weinberg equilibrium in this cohort were subse-
quently removed (0.03% SNPs, P<1e-4). To evaluate the presence of potential population
stratification in the autoimmune patient cohorts, we used the principal component analysis
(PCA) implemented in EIGENSOFT (v4.2) software (v4.2) [23]. Using the first 10 PCs of vari-
ation over 10 iterations we identified and discarded 201 patients showing an outlier genetic
background (Npa = 32, Nps = 50, Npy = 20, Ng g = 18, Ncp = 64, Nyc = 17, S1 Fig). After the
quality control, a final data set of 506,919 SNPs and 5,317 patients was available for association
analysis.

Selection of candidate markers for CVD risk

Genetic variants associated with CVD risk in the general population. Genetic variants
previously associated with CVD risk phenotypes (including IHD, CVA or PAD) in the general
population (S2 Table) were obtained through a comprehensive electronic data search using
PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, 4th February 2016). Only established CVD risk loci
(i.e. genetic variants that were significant at the genome-wide scale, P<5E-8), were selected for
the present study. A total of 115 genome-wide significant variants were identified and subse-
quently tested for association with CVD in each for the six autoimmune diseases.

Genetic variants associated with autoimmune disease susceptibility. Genetic variants
associated with disease susceptibility were obtained from recently published GWAS:s [6, 24~
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27]. A total of 341 genome-wide significant autoimmune disease variants were identified and
tested for association with CVD risk (S3 Table).

Genotype imputation

The CVD and autoimmune risk SNPs that were not directly genotyped in the GWAS array (N
=85 CVD risk SNPs and N = 244 autoimmune risk SNPs) were imputed using the data from
the six patient cohorts. After pre-phasing the haplotypes of each genomic region using SHA-
PEIT V2-644 software (Oxford, UK), imputation was carried out using IMPUTE V2 software
(Oxford, UK) [28]. Genotype imputation was performed using the dense genotyping data
from the Caucasian European cohort (N = 379 samples) generated by the 1000 Genomes Proj-
ect (phase 1, version 3) [29]. Only those SNPs with high quality scores (defined as having an
info quality metric > 0.8) were selected for downstream analysis. A total of 73 CVD risk SNPs
and 218 autoimmune risk SNPs passed imputation quality control. After the imputation step,
a final set of 103 CVD risk SNPs and 315 autoimmune risk SNPs was available for the candi-
date association analysis.

Statistical association analysis

Using the final data set of QC-filtered SNPs, the statistical association analysis between each
variant and CVD risk was performed using the logistic regression model based on the expected
genotype counts and implemented in SNPTEST v2 software (Oxford, UK) [30]. In this
method, the allele dosage is defined as follows:

Allele Dosage, = Z Pr(G=g)+g

g=0

Where g represents each genotype of a particular genetic variant i, and Pr(G = i) is the mar-
ginal posterior probability obtained by imputation. The allele dosage therefore can take values
between 0 and 2.

Traditional CVD risk factors are known to contribute to CVD risk both in the general pop-
ulation and in patients with autoimmune diseases [3]. Therefore, if inadequately controlled,
these clinical and epidemiological risk factors could confound the results from CVD genetic
association studies. In order to avoid the effect of these confounding factors, we included the
established CVD risk factors as covariates in the statistical association analysis. Accordingly,
age, sex, dyslipidemia, arterial hypertension, diabetes mellitus type 2, body mass index, physi-
cal inactivity and smoking were included as covariates in the logistic regression model (S1
File). Also, in order to control for genetic ancestry the 2 first PCs of variation were included as
covariates in the logistic regression model. The summary statistics of the traditional CVD risk
factors for each autoimmune disease are shown in S1 Table.

In order to compare the genetic effect of the associated SNPs across autoimmune diseases,
we used the Breslow-Day test for homogeneity of the odds ratio. This method was applied to
compare the genetic effect across all autoimmune diseases and also across the two most closely
related autoimmune diseases at the clinical level: (i) PS and PA; (ii) CD and UC; and (iii) RA
and SLE.

Genome-wide cross-phenotype analysis of CVD risk

In order to identify genetic patterns associated with CVD risk in autoimmune diseases, we per-
formed a genome-wide cross-phenotype meta-analysis (CPMA) as described previously [7].
Briefly, CPMA is a novel approach that allows the identification of genetic variants associated
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with multiple phenotypes by integrating statistics from GWAS., First, genome-wide signifi-
cance P-values for CVD risk were calculated for each autoimmune disease using a total of
507,051 SNPs. The SNPs that were found to be nominally associated with CVD risk were then
selected (P<0.05, N = 10,163 SNPs, here) and used to calculate the CPMA statistic. The CPMA
statistic efficiently integrates the evidence from multiple phenotypes and tests for the presence
of pleiotropic associations. After selecting the SNPs with significant evidence of pleiotropy
(Pepara<0.01), we filtered those variants that were in moderate to high linkage disequilibrium
(r*>0.2) in order to avoid the inclusion of redundant signals from neighboring markers.

After identifying the independent SNPs showing higher evidence of pleiotropy, we next
analyzed the presence of genetic patterns associated with CVD risk in autoimmune diseases.
Following the previously described approach, we computed the SNP-SNP distances and we
classified them into four categories of statistical association (i.e. 1>P>0.05, 0.05>P>0.02,
0.02>P>0.005, P<0.005) [7]. The categorical matrix defined by these four categories (i.e. each
row represents a SNP associated with CVD and each column a particular autoimmune disease)
was used to compute the Euclidean distance between each SNP pair using the Gower’s method
for discrete data. The resulting matrix of SNP-SNP Euclidean distances was finally used to per-
form the hierarchical clustering analysis using Ward’s method. All the steps from the cross-
phenotype analysis were performed using the R statistical software.

For each genetic risk pattern, we computed the statistical significance of the association with
CVD risk by combining the association statistics using Fisher’s method. According to the number
of genetic patterns and autoimmune diseases tested for association with CVD risk, the statistical
significance was then corrected for multiple testing using the Bonferroni method [31]. In order to
functionally characterize each genetic pattern, we performed a functional enrichment analysis.
For this objective, we used the "Hallmark Gene Sets" database (Molecular Signatures Database,
Boston, www.broadinstitute.org/gsea/msigdb), a collection of curated sets of genes that show
strong coordinated gene expression and represent specific well-defined biological processes. The
statistical enrichment analysis for each functional gene set was calculated using the hypergeomet-
ric test. The False Discovery Rate (FDR) method was used to account for multiple testing [32].

Results
CVD characterization in autoimmune disease cohorts
A total of 140 autoimmune patients with CVD and 5,317 event-free autoimmune patients

were identified in the autoimmune disease cohorts of the present study. The epidemiological
and clinical characteristics of the present cohort are shown in S1 Table.

Identification of established CVD risk variants associated also with CVD
in autoimmune diseases

We successfully replicated the association between 17 genetic variants and CVD risk in the dif-
ferent autoimmune diseases (P<0.05, same risk allele, Table 1). Of relevance, none of the asso-
ciated SNPs overlapped between the different autoimmune diseases. The most significant
association was observed between HHIPLI gene (intronic SNP rs2895811) and CVD risk in
CD (P = 5.62E-4).

Identification of heterogeneous effects on CVD risk across autoimmune
diseases

From the 17 genetic variants that were significantly associated with CVD risk, we found that 4
SNPs showed significant heterogeneity of genetic effects across the six autoimmune diseases
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Table 1. Established CVD risk variants associated with CVD risk in the six autoimmune diseases.

_ Gene_ | sNp_ | chr | Position | loM | RA | AD | P OR(95%Cl) | ADen | Poo
BSND,PCSK9 | rs11206510 | 1 | 55030366 | DG | T | UC | 0.041 6.56(1.07-40.09) | CD | 0.303
_ MA3_ | rs17465637 | 1 | 222650187 | 100 | C | CD | 0029 | 676(1.20-37.96) | UC | 0.058
SORT1,CELSR2,PSRCT | 15602633 1 | 109278889 | 096 | T | PA | 0027 257(1.11-590) | PS 0.108
OTOL1,TOMM22P6* | 1s6789378 3 | 162449608 | 100 | G | UC | 0.004 5.54(1.72-17.8) | CD | 0.014
OTOL1TOMM22P6 | rs11924705 | 3 | 162443828 | 100 | T | PA | 0.009 290(1.30-650) | PS | 0.085
STK32B | rs7673097 4 | 5366497 | 099 | G | uUC | 0039 1.79 (1.01-12.50) CD | 0.935
MTND1P22,GUCY1A3 | 151842896 4 | 155590307 | DG | T | SLE | 0046 1.96 (1.01-3.80) RA | 0210
LPA | 110755578 | 6 | 160548706 @ 089 | C | UC | 0027 4.16 (1.17-14.74) CcD | 0632

ZPR1 | 15964184 11 | 116778201 | DG | G | CD | 0037 1.10 (1.01-4.98) uc | 0917
PTCSC3 | rs1952706 | 14 | 36205321 | 098 | C | SLE | 0.036 2.11(1.05-4.23) RA | 0.053
HHIPLT* | rs2895811 14 | 99667605 | DG | C | CD | 562E-4 | 34.11(4.58-254.06) uc | 0025
ADAMTS7* | rs3825807 | 15 | 78796769 | 1.00 | A | SLE | 0.049 1.93(1.03-3.74) RA | 0.020
ZFHX3 |  rs879324 16 | 73034779 | 098 | A | UC | 0016 4.75 (1.34-16.78) cD | 0.358
UBE2Z* | rsd6522 17 | 48911235 | 1.00 | T | PA 0.012 2,67 (1.24-5.77) PS 0.027
SMARCA4* | rs1122608 | 19 | 11052925 | 098 | T | RA | 0039 1.69 (1.03-2.78) SLE | 0.013
AP3D1,SF3A2,DOT/L | rs3803915 = 19 | 2160530 & DG . C | PA 0.029 3.09 (1.21-126.53) PS 0.286
APOE | rs2075650 19 | 44892362 = DG G PA | 0.024 3.50 (1.17-10.41) PS 0.122

Gene: closest mapping gene/s to the associated SNP; SNP: Single Nucleotide Polymorphism; Chr: chromosome; IQM: Information quality metric obtained
in the imputation step for the indicated genetic variant (DG indicates that a particular genetic was directly genotyped); RA: allele associated with CVD risk in
the original publication; AID: autoimmune disease where the CVD risk variant was replicated; P- P-value of association of variant with CVD risk in the
autoimmune diseases; OR (95% Cl): odds ratio and 95% confidence interval of the association between the SNP and CVD risk; AlDgg: most closely related
autoimmune disease; Pgp: significance of Breslow-Day test for heterogeneity of effect of the CVD risk SNP between the two most closely related

autoimmune diseases.

* Genes showing a significantly different genetic effect on CVD risk between the two most closely related autoimmune diseases (Pgp<0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0185889.t001

(Ppreston-pay<0.05, Fig 1). Three of these variants displaying significant heterogeneous associa-
tion with CVD risk were associated with IBDs: SNP rs17465637 (MIA3 gene; P = 0.03; OR =
6.76; 95% CI, 1.21-37.96) and SNP rs2895811 (HHIPLI gene; P = 0.001; OR = 8.51; 95% CI,
1.80-80.02) were associated with CD, and SNP rs6789378 (OTOL1-TOMM22P6 locus; P =
0.004; OR = 7.52; 95% CI, 2.11-40.78) with UC. Comparing the genetic effect on CVD risk
between the most clinically similar autoimmune diseases, we detected significantly different
effects in 5 out of the 17 CVD risk SNPs (Ppegiow-pay<0.05, Table 1).

Identification of autoimmune disease risk variants associated with CVD
risk
A total of 6 SNPs associated with autoimmune disease risk were also found to be significantly

associated with CVD risk (P<0.05, Table 2). Four of these variants were IBD risk SNPs and
two were markers associated with RA susceptibility.

Genetic patterns associated with CVD risk in autoimmune diseases

A total of 765 SNPs were found to have a significant multi-phenotype association (P¢pp 4, <0.01,
Priviomia <5.74E-28). After removing the markers in linkage disequilibrium (r*>0.2), a final set
of 406 independent pleiotropic SNPs was used for downstream analysis (54 Table). The global
sharing of genetic associations with CVD risk across the six autoimmune diseases is represented
in S2 Fig.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0185889 October 5, 2017

7117



:@‘ PLos I ONE Genetics of CVD risk in autoimmune diseases

a) b)
rs17465637 (MIA3) Incidence CVO (%) rs11924705 (OTOL1-TOMM22P6) Incidence CYD (%)
Protective Risk oI Meerorygowes MO P Protective Risk MOITY  Heterupes  TODUONS »
SLE (neP00) . I % I oo SLE (neT00) . 2 A e oxm
|
BA s @ 3 am 541 awr A go1145) I. 591 n 308 ans
5 (rear) . sz 281 1 oze LU = m 3 s omt
A neES0) @ 148 14 s aos PR (830) ‘ e 36 168 083 Qe
e st - o8 m 1= ot ey @ | o8 o a8 o0
|
CO (owse) ° > 10 0 ° oam CO (weise) I o " o om oA
Mm@ 260 20 32 o548 AD (ms317) T Ft] 204 a0 asm
‘ P-value Breslow-Day Test = 0.024 —_— - P-value Breslow-Day Test = 0.003
0 1 2 3 ¢« s 87 8 9 w0 001 2 3 4 8 8 7T 8 090
Oss Rat (35% Conidence rtarca Oss Rat (35% Contcnce o)
) 4
rs2895811 (HHIPL1) Incidence CVO (%) rs6789378 (OTOL1-TOMM22P6) Incidence VD (%)
Preseceve Rk e ol i o tard P Protectrve Risk o Hetrozygos SR P
SUE (re700) 100 342 s 0504 SLE (o700} . 3 e E oxn
RA (ne1148) 38 ase 4 06es A (netv4s) . Ee ] au 59 0129
PS qoeiTT) s o an o PS (1T . as m am omn
P (d50) 238 2 25 0ast " e0) @ o 188 142 one
uC (neeea) 2 [ 126 0 UC peeas) ° > an o 081 004
€0 (wass) o> 12 043 ° 0001 O el @ o3 021 " o
AO (wsT) EE) 24 2. 0 A (n8317) £ 3 304 204 m osn
e ——— = P-value Bresiow-Day Test = 0.011 —————— e p————y P-value Breslow-Day Test = 0.005
L] ) & %S s 0 T e W e 1 2 3 4 8 T 8 0 10
0as Raso (35% Condindence irterval) Odds Raso (5% Costindenc intenval)
Fig 1. Genetic variants showing heterog g ic effects on CVD risk across i di For each associated SNP (A:

rs17465637. B: rs11924705. C: rs2895811. D: rs6789378) the Odds Ratio (OR, black dots) and 95% confidence intervals (horizontal lines) are shown for
each of the 6 autoimmune diseases and the combined autoimmune cohort (AID). The SNPs showing a significant association with CVD risk in an
autoimmune disease are highlighted in red. For each of the three genotypes of each SNP (risk allele homozygous, heterozygous, non-risk allele
homozygous), the incidence of CVD is described in the accompanying table.

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0185889.9001

Using the clustering approach on the 406 pleiotropic variants, we identified 10 different
genetic clusters (GC) associated with CVD risk in autoimmune diseases (Fig 2A and S5 Table).
For each autoimmune disease, the statistical association between each GC and CVD risk is
shown in Fig 2B. From the 10 GCs identified, we found that 3 GCs were significantly enriched

Table 2. Established autoimmune susceptibility variants also associated with CVD risk.

Autoi di | SNP Chr Position am Gene RA P . OR (95% ClI)
Rheumatoid arthritis | rs6732565 2 110850255 1.00 ACOXL A 0.021 1.74 (1.09-2.79)
Rheumatoid arthritis | rs6715284 2 201289674 0.99 CFLAR-CASP8 G 0.028 2.35(1.09-5.04)

Crohn's disease J 1s7702331 5 73255307 DG LOC 105379031 A 0.029 5.52 (1.19-25-71)
Crohn's di | rs212388 6 159069404 DG TAGAP C 0.044 5.51 (1.04-29.11)
Crohn'’s di: \ rs3897478 1 119908567 1.00 ADAM30 X 0.038 1.83 (1.01-78.24)
Ulcerative colitis | rs4728142 7 128933913 DG IRF5 A 0.011 | 4.68(1.43-15.30)

SNP: Single Nucleotide Polymorphism; Chr: chromosome; IQM: Information quality metric obtained in the imputation step for the indicated genetic variant
(DG indicates that a particular genetic was directly genotyped); Gene: closest mapping gene/s to susceptibility variant; RA: allele associated with
autoimmune disease risk; P: significance of association between the indicated genetic variant and CVD risk; OR (95%Cl): Odds ratio and 95% confidence
interval for the observed association.

https://doi.org/10.1371/journal pone.0185889.1002
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in 7 sets of functionally-related genes (Table 3 and S6 Table). Importantly, after multiple test-
ing correction, GC4 and GC7 were found to be significantly enriched in genes that are
involved in immune-related pathways strongly associated with the autoimmunity etiopatho-
genesis like the TNFa. (Prpr = 0.02) and INFy cytokine pathways (Prpr = 0.02), respectively.

Discussion

CVD represents one of the most clinically relevant phenotypes in autoimmune diseases. In
this work, we have used a large multicenter cohort of six autoimmune diseases to characterize
the genetic risk for CVD in this group of diseases. First, we have replicated the association of
established CVD risk Joci with CVD in autoimmune diseases. Second, we have found that mul-
tiple autoimmune susceptibility loci are also associated with CVD risk. Finally, using a cross-
phenotype genome-wide analysis we have identified genetic patterns significantly associated
with CVD risk in autoimmune diseases. Taken together, these findings support the existence
of a differential genetic component for CVD risk in autoimmunity.

We have successfully validated the association of 17 established CVD risk SNPs in autoim-
mune diseases. This result confirms that genetic variation associated with the development of
cardiovascular events in the general population can also be associated with CVD risk in this
group of chronic inflammatory diseases. Several of these associated genes have relevant func-
tional implications that could link both disease etiopathogenesis. For example, ADAMTS7
(rs3825807) encodes a metalloproteinase that has been associated with arthritis and also with
the thickening of the neointima occurring in cardiovascular events [33, 34]. The association
between CVD risk and SMARCA4 (rs1122608) in RA patients is also consistent with the dis-
ease pathogenesis. RA is characterized by the predominant infiltration of CD4+ T lymphocytes
in the synovial joints. SMARCA4 (also known as BRG1) has been shown to be essential for the
differentiation of Th1 CD4+ T cells [35], which is the predominant T cell subset in RA synovial
joints. Conversely, variation at SMARCA4 gene has been recently associated to low-density
lipoprotein cholesterol and apolipoprotein B levels [36], thereby providing a direct etiological
contribution to CVD risk.

One of the most important findings of the present study is the identification of differential
effects in established CVD risk genes across autoimmune diseases. This result suggests that the
proinflammatory state that characterizes each autoimmune disease modulates specifically the
CVD risk conferred by the known CVD genetic risk factors. For example, the genetic risk vari-
ant rs2895811 at HHIPLI gene showed a significantly stronger association with CVD risk in
CD than in the other five autoimmune diseases. The protein encoded by this gene participates
in the Hedgehog (HH) signaling pathway, a biological process known to be involved in the
pathogenesis of IBDs [37]. Very recently, this signaling pathway has been shown to play also a
cardio-protective role in cardiomyocytes [38]. This result therefore suggests that the pathologic
role of the HH signaling pathway in CVD is enhanced by the specific autoimmune processes
activated in CD and, therefore, that CD patients carrying the risk allele for the HHIPL locus
have a higher probability to develop a cardiovascular event than patients with the non-risk
allele. To our knowledge, it is the first time that genetic risk factors for CVD have been shown
to be modulated by the presence of an autoimmune disease.

The use of GWAS to identify new genetic risk loci for autoimmune diseases has greatly
improved our understanding of the genetic basis of autoimmunity risk [39]. Together with the
characterization of the missing heritability, the challenge ahead is to investigate whether these
autoimmune disease risk loci are also associated to the most clinically relevant disease pheno-
types. CVD is clearly one of the most relevant phenotypes since it has a direct impact in the
patient’s life expectancy. In the present study we have analyzed the association between known
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Fig 2. Identification of the genetic clusters associated with CVD risk across autoimmune diseases. A: Hierarchical clustering dendrogram showing
the similarity between SNPs with significant evidence of pleiotropy with CVD risk. B: Statistical significance of the association between each genetic cluster
and CVD risk for the six autoimmune diseases. Significant associations after multiple test correction are highlighted in white boxes. Abbreviations: GC:
genetic cluster.

https/doi.org/10.1371/journal.pone.0185889.9002
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Table 3. F ional ch ization of the g ic cl iated with CVD risk across autoimmune diseases.

GC | Gene Set | Description | Gene# Puyrer [ Pror
GC4 \ Apical surface | Genes encoding proteins over-represented on the apical surface of epithelial cells. = 44 | 7,17E-4 \ 0.019
GC4 | TNFasignalingviaNFKB | Genes regulated by NFKB in response to TNF. | 200 | 766E-4 | 0019
GC6 \ Estrogen response early | Genes defining early response to estrogen. | 200 | 521E-4 \ 0.013
GC6 |  Estrogen response late Genes defining late response to estrogen. | 200 | 521E-4 | 0.013
GC7 \ Adipogenesis | Genes up-regulated during adipocyte differentiation. | 200 | 1,01E-3 \ 0.017
GC7 \ Complement | Genes encoding components of the complement system. | 200 | 1,01E-3 | 0.017
GC7 \ Interferon Gamma response Genes up-regulated in response to IFNy. 200 1,01E-3 \ 0.017

GC: genetic cluster; Gene Set: Hallmark gene set associated with CVD risk; Gene#: number of genes in the indicated gene set; Pyypeg: Significance of
association between the indicated GC and biological process using the hypergeometric test; Prpg: significance of the functional association after correcting
for multiple testing using the False Discovery Rate method.

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0185889.t003

susceptibility variants for autoimmune diseases and CVD risk. For most of these loci it is the
first time that this association has been tested. Despite immune activation is now considered a
necessary biological process for CVD development [40], to date, very few established CVD risk
genes are known to be associated with immunity. Our findings support the existence of a
genetic risk component for CVD that is functionally associated with the immune response.

In the association analysis between candidate loci and CVD risk, we were able to identify a
significant association for 6 out of 315 autoimmune-associated SNPs and 17 out of 103 CVD-
associated SNPs. Although GWAS are a very powerful approach to identify new disease risk
genes, this methodology is not always able to identify the exact causal variant [41]. The genetic
variation analyzed in the present study (i.e. reference SNPs for both CVD and autoimmunity
risk) could be in linkage disequilibrium with the exact causal SNP rather than being the precise
causal variant itself. Also, different genetic variation at the same gene has been associated with
multiple autoimmune diseases [42]. This suggests that causative SNPs for CVD could differ
between di which is consistent with the differences observed across the six autoimmune
diseases analyzed. Future studies using independent cohorts of CVD-characterized autoim-
mune disease patients will provide deeper insights into the disease-specific genetic basis for
CVD risk in autoimmunity.

In the present study we have also identified the existence of genetic patterns associated with
CVD risk across autoimmune diseases. Based on the existence of pleiotropic effects among
genetic variation associated with autoimmune disease risk, we have been able to combine the
results across six autoimmune diseases and identify 10 genetic patterns associated with
CVD risk. Of relevance, two of these genetic patterns are significantly enriched in genes from
immune response pathways that are crucial for this group of autoimmune diseases: TNFa
and IFNy cytokine pathways. The GC enriched in TNFu pathway genes was found to be very
strongly associated with CVD risk in RA and SLE (P = 1.8E-38 and P = 4.36E-42, respectively).
TNFa is one of the main mediators of multiple cardiovascular pathological mechanisms
underlying CVD [15]. In addition, TNFa is one of the most abundant cytokines produced by
the inflamed synovium in RA. Blocking TNFa systemically has proven to be a highly effica-
cious approach to treat RA, and is currently the predominant biologic therapy after failure of
conventional disease-modifying anti-rheumatic drugs. Consequently, genetic variation influ-
encing this shared pathway could contribute to increase the risk of a cardiovascular event in
RA patients. Evidence from national registers suggesting that patients treated with anti-TNF
agents have a lower probability to develop CVD supports this possibility [43]. In order to iden-
tify the therapeutic potential of these results, further studies evaluating the role of TNFa in the
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development of CVD in RA and SLE patients as well as the role of IFNy in PA and RA patients
are needed.

The functional enrichment analysis of the genetic clusters associated with CVD risk in
autoimmune diseases also showed a genetic cluster (GC6) significantly enriched in genes
that participate in the estrogen response. For decades, it has been known that there is a higher
prevalence of CVD in males compared to females. This observation has contributed to the
hypothesis that sex-related hormones like estrogens, which are also potent stimulators of
autoimmunity, contribute to the risk of developing CVD [44, 45]. The finding that estrogen
response genes (GC6) are associated with CVD in PS and RA suggests that, within these two
autoimmune diseases, the role of sex hormones in increasing CVD risk is partially mediated
by genetic variation at genes participating in the estrogen response.

This study represents the first comprehensive analysis of genetic variation associated with
CVD risk in autoimmune diseases. Our findings provide new insights into the molecular mech-
anisms that contribute to increase the risk of a cardiovascular event in autoimmune diseases.
Nevertheless, this study has limitations. Despite that the sample size used in each of the six auto-
immune diseases is large, the number of patients with CVD events is relatively low. The main
reason is the low prevalence of this severe phenotype within each disease cohort but also the
exclusion of patients that had a CVD event before the autoimmune disease initiation. This
former selection criteria, although reduced the total number of CVD patients available for anal-
ysis, was essential to identify the genetic variation that is relevant for CVD in autoimmunity.
Another limiting factor in this study is the heterogeneity in the CVD phenotype. Similar to pre-
vious studies, we included patients with different forms of CVD, and this could have prevented
the identification of additional genetic associations. It is likely that stratified analyses for each of
the different CVD subphenotypes will help to reveal new risk variation, although this would
require much larger patient cohorts than the ones used in the present study. Future studies inte-
grating data from different multicenter cohorts like the present one will be necessary.

In the present study we have performed a comprehensive analysis of genetic variation associ-
ated with CVD risk in autoimmune diseases. Using large cohorts of six autoimmune diseases
that are associated with a high socio-economic impact, we have replicated the association of
established CVD risk loci. Importantly, we have found that several of these loci are differentially
associated across autoimmune diseases. This result supports the hypothesis that the disease-spe-
cific inflammatory component contributes differentially to increase CVD risk in autoimmunity.
In addition, we have identified genetic variation previously associated with autoimmune dis-
eases susceptibility that is also associated with CVD risk. This result could contribute to explain
the increased prevalence of CVD observed in autoimmune diseases. Replication in additional
independent cohorts will be needed to confirm this finding. Finally, we have identified the
major genetic patterns associated with CVD risk in autoimmune diseases. These results suggest
novel biological mechanisms underlying the development of CVD in autoimmunity.
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Durante los ultimos 20 afios, se han publicado importantes estudios en los que se analiza el rol
de las enfermedades inflamatorias mediadas por mecanismos inmunes en la prevalencia e
incidencia de la enfermedad cardiovascular y de los factores de riesgo cardiovascular. Como se
ha comentado en apartados previos, es conocida la relacion que existe entre las enfermedades
IMID vy el riesgo de desarrollar una ECV. Asi, es importante resaltar que en los pacientes con
enfermedades IMID se ha demostrado que existe un mayor riesgo de desarrollar ECV en
comparacion con la poblacion general y que comprender los mecanismos genéticos y
biolégicos subyacentes al riesgo de ECV en la autoinmunidad podria ser fundamental para
desarrollar estrategias preventivas y terapéuticas mas eficientes.

Las cohortes estudiadas en ambos trabajos incluyen a pacientes con diagndstico de 6 diferentes
enfermedades IMID: artritis reumatoide, artritis psoridsica, psoriasis, lupus eritematoso
sistémico, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, y se analizaron variables demograficas,
clinicas y genéticas, asi como el riesgo de desarrollar una ECV. El analisis se realizé en forma
conjunta y posteriormente cada enfermedad en forma individual, tanto en el Trabajo 1 como en
el Trabajo 2.

Es importante resaltar que en el momento de la escritura del presente proyecto, no hemos
identificado en la literatura estudios en donde se hayan realizado analisis similares en estas seis
enfermedades por separado y en forma global. En este sentido, nuestros resultados
proporcionan informacion nueva y de gran valor para el control y prevencion a largo plazo del

riesgo de desarrollar ECV en estos pacientes.
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1.- Factores de riesgo cardiovascular no genéticos en las IMID

Al considerar el andlisis entre la asociacién de variables demograficas y clinicas con los
factores de riesgo cardiovascular no genéticos (entre ellos la hipertension arterial, la diabetes
mellitus tipo 2, la obesidad, la dislipemia y el tabaquismo) y el desarrollo de enfermedad
cardiovascular en las diferentes enfermedades IMID, hemos observado en algunos casos una
cierta variabilidad en nuestros resultados comparados con los datos reportados en los diferentes
estudios.

En relacién a los pacientes con artritis reumatoide, se ha observado que el género, la edad
avanzada, el tiempo transcurrido desde el inicio de la enfermedad, la presencia de HTA, de
DM2, de DL vy el antecedente de tabaquismo influyeron significativamente sobre el riesgo de
desarrollar una ECV. Estos datos coinciden con la literatura revisada 2°2?**, donde se encontro,
ademas, una asociacion entre el desarrollo de ECV vy la presencia de obesidad, dato que si bien

ha sido registrado en nuestra cohorte, no obtuvimos una asociacion significativa.

De forma similar a lo descrito para los pacientes con AR, tanto en los pacientes con artritis
psoriasica como en los pacientes con psoriasis se ha observado que el género, la edad al
momento de la inclusion en el estudio, el mayor tiempo desde el diagnéstico, la presencia de
DL y de DM2 se asocian a una mayor probabilidad de desarrollar una ECV, al igual que se
observa en los datos de la literatura 2°°%>?°. En el grupo de pacientes con Ps se obtuvo,
ademas, que el grado de educacion, la HTA y la obesidad también influyen significativamente
sobre la probabilidad de presentar una ECV. En ninguna de las dos cohortes se objetivd una
asociacion significativa con el tabaquismo. Es reconocido que la gravedad de la enfermedad
cutdnea se asocia a un mayor riesgo de ECV 2°22%2% en |os pacientes con Ps y APs. El hecho
de no observar dicha asociacién de forma significativa en nuestro estudio puede ser debido a
que se han utilizado diferentes definiciones de gravedad °*.

Siguiendo esta linea y como se comentd previamente, también es bien conocido el rol de la
afectacion cutanea sobre el desarrollo de ECV en los pacientes con Ps y con APs. Esta Ultima
se asocid con un mayor riesgo de ECV, independientemente de si los pacientes con APs fueron
seleccionados entre aquellos con psoriasis 2°® o por separado en estudios poblacionales %*. Al
considerar nuestra cohorte de pacientes con Ps, se observaron resultados similares: la presencia
de artritis se asocio de forma independiente con un mayor riesgo de ECV. Sin embargo, cuando

comparamos las cohortes de psoriasis Yy artritis psoriasica, observamos el resultado opuesto: un
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menor riesgo de ECV en la cohorte de artritis psoriadsica. En general, los pacientes de la cohorte
de psoriasis tenian una mayor prevalencia de factores de riesgo cardiovascular y una mayor
gravedad de la enfermedad de la piel, lo que podria explicar su mayor prevalencia de ECV.
Teniendo en cuenta que los pacientes de la cohorte de psoriasis fueron reclutados en clinicas de
atencion terciaria para pacientes ambulatorios, es probable que se hayan seleccionados

pacientes con una enfermedad maés grave.

Con respecto a la cohorte de pacientes con lupus eritematoso sistémico, se ha observado que
el género, la edad avanzada, el tiempo transcurrido desde el inicio de la enfermedad, la
presencia de HTA y de DL han influido en forma significativa en un mayor riesgo de

desarrollar una ECV, al igual que los datos registrados en la literatura 202

, mientras que la
asociacion con la DM2, la obesidad y el antecedente de tabaquismo no demostraron
significancia estadistica. En este presente proyecto, se ha descrito por primera vez 2 nuevas
asociaciones independientes de ECV con el vitiligo (que a su vez se ha asociado con una menor

269

prevalencia de obesidad abdominal y de DL) ©>° y con los antecedentes familiares de tiroiditis

autoinmune, aunque esta ultima sin significancia estadistica. Ademas, al comparar con un

registro espafiol de pacientes con LES **

, observamos una menor prevalencia de ECV y una
falta de influencia de los FRCV tradicionales. El hecho de que nuestros pacientes provengan de
unidades especializadas en LES con un manejo mas estricto tanto de la enfermedad como de

los FRCV podria explicar estas diferencias encontradas.

Finalmente, en relacién a los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, también se ha
observado una influencia significativamente mayor para el desarrollo de ECV del género, la
edad avanzada, el tiempo transcurrido desde el inicio de la enfermedad, la presencia de HTA,
de DM2, de DL, tal y como se describe en la literatura revisada /°%*®, a excepcion de la
obesidad y el antecedente de tabaquismo en donde la asociacién no ha sido de forma
significativa. Similares resultados se han observado en relacion con el género masculino en la
enfermedad de Crohn (EC) asi como con la duracion de la enfermedad en los pacientes con
colitis ulcerosa (CU) en donde la asociacién no alcanz6 significacion estadistica, datos que no

coinciden con la literatura revisada 2%°.
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2.- Enfermedad cardiovascular en las IMID

Como se comentd previamente, varios estudios publicados han comparado el riesgo de
desarrollar una ECV entre las diferentes enfermedades IMID, aunque ninguno incluia las 6
cohortes estudiadas de forma conjunta en este proyecto doctoral. Por ejemplo, Zoller et al
analizaron en su poblacion sueca, el riesgo de desarrollar un accidente cerebrovascular en 32
diferentes enfermedades IMID en donde se habian incluido a pacientes con AR, con Ps, con
LES, con Ell y con otras enfermedades IMID, observando un mayor riesgo global de accidente
cerebrovascular para estas enfermedades IMID en comparacion con la poblacion general,
siendo algo menor para los pacientes con colitis ulcerosa 2”°. Unos resultados similares se han

observado en nuestro trabajo cuando realizamos los andlisis de riesgo de ECV global.

Existen pocos estudios en la literatura que hayan comparado el riesgo de desarrollar ECV entre
pacientes con algunas de estas enfermedades IMID entre si. Al utilizar de referencia los
pacientes con AR y compararlos con las demas enfermedades IMID se registraron datos muy
interesantes. Al comparar los pacientes con AR y con APs, se ha observado un menor riesgo de
desarrollar ECV en los Gltimos, asi también se ha observado similares resultados al comparar
pacientes con AR y pacientes con Ell 22, El hecho de que los pacientes con APs de nuestro
estudio hayan presentado un riesgo cardiovascular menor antes y después de ajustarlo por los
FRCV asi como con las variables demograficas puede deberse a las caracteristicas de nuestros
pacientes de la cohorte de APs. Un reciente estudio poblacional realizado por Ogdie et al
demostré que la AR y la Ps tenian tasas de riesgo de ECV estandarizadas similares, aunque
siempre eran més altas que las de la APs *.

Finalmente, al comparar los pacientes con AR y con LES, en el analisis bivariado se evidencid
una mayor prevalencia de ECV para la AR, aunque tras el ajuste por edad y género, los
pacientes con LES demostraron mayor desarrollo de ECV. Asi lo demuestra Fischer et al
analizando pacientes con LES y AR y evidenciando que los primeros se asociaron a un mayor
desarrollo de 1AM al comparar con los pacientes con AR asi como con la poblacién sana ™.

En resumen, en nuestra gran serie de pacientes con enfermedades IMID se ha podido observar
que los pacientes con AR presentan una mayor probabilidad de desarrollar ECV respecto a los
pacientes con APs y con Ell, mientras que no se han observado diferencias estadisticamente
significativas en la probabilidad de desarrollar ECV entre la cohorte de pacientes con Ps

comparando con la cohorte de AR y entre la cohorte de pacientes con LES comparando con la
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cohorte de pacientes con AR. Asi mismo, hemos demostrado que las variables demograficas y
aquellas relacionadas con la clinica de la enfermedad contribuyen al riesgo de desarrollar la
ECV en las diferentes condiciones estudiadas. Ademas, al comparar la prevalencia
estandarizada de la ECV entre esas enfermedades, se observo que el LES registrd la mayor
prevalencia, seguida de la AR y de la Ps.

Nuestra evidencia proporciona un argumento convincente para priorizar la elaboraciéon de
programas de prevencién especificos en sujetos que padecen estas enfermedades y asi poder
reducir la carga de la ECV asociada con estas afecciones.

En el momento de la escritura de la memoria del presente proyecto de tesis doctoral, no existen
estudios que analicen de forma conjunta el riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular
entre estas diferentes enfermedades. En este sentido, nuestros resultados podrian proporcionar
informacion nueva y de gran valor para el control y prevencion a largo plazo del riesgo de

desarrollar ECV en estos pacientes.
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3.- Factores de riesgo cardiovascular genéticos en las IMID

El uso de GWAS para identificar nuevos loci de riesgo genético para enfermedades
autoinmunes ha mejorado enormemente nuestra comprension de la base genética del riesgo de
autoinmunidad *%. El desafio actual es poder determinar si estos loci de susceptibilidad de
enfermedad autoinmune también estan asociados a los fenotipos de ECV clinicamente mas
relevantes. En el presente estudio, hemos analizado la asociacion entre estas variantes de
susceptibilidad para enfermedades autoinmunes y aquellas de riesgo de ECV. Es necesario
remarcar que para la mayoria de estos loci, es la primera vez que se realiza este analisis de
asociacion. Actualmente, es poco el conocimiento sobre que genes de riesgo de ECV estan

asociados con la inmunidad.

En relacién a la asociacién de loci de riesgo de ECV establecidos en las diferentes
enfermedades estudiadas, hemos validado con éxito la asociacion de 17 SNP de riesgo. Estos
hallazgos confirman que las variaciones genéticas asociadas con el desarrollo de ECV en la
poblacion general también pueden estar asociada con el riesgo de desarrollar ECV en este
grupo de enfermedades inflamatorias cronicas. Es necesario afiadir que estos genes, en su gran
mayoria, desempefian funciones relevantes dentro de la etiopatogenia de cada una de estas
enfermedades. Tal es el caso por ejemplo del gen ADAMTS7 (A Disintegrin and
Metalloproteinase  with  Thrombospondin  motifs) (rs3825807) que codifica una
metaloproteinasa que se ha asociado con la artritis y también con el engrosamiento de la
neofntima que ocurre en eventos cardiovasculares “’*?™*, Asi mismo, la asociacion entre el
riesgo de ECV y SMARCA4 (SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator
Of Chromatin, Subfamily A, Member 4) (rs1122608) en pacientes con AR también influye con
la patogénesis de la enfermedad. De manera similar, la variacion en el gen SMARCA4 se ha
asociado recientemente a los niveles de colesterol de lipoproteinas de baja densidad y
apolipoproteina B 2", lo que proporciona una contribucion etiolégica directa al riesgo de ECV.

Uno de los hallazgos mas importantes del presente estudio es la identificacion de los efectos
diferenciales en los genes de riesgo de ECV establecidos entre las enfermedades autoinmunes.
Esto sugiere que el estado proinflamatorio que caracteriza a cada enfermedad autoinmune
modula especificamente el riesgo de desarrollar ECV determinado por los FRCV genéticos
conocidos. Por ejemplo, la variable de riesgo genético rs2895811 en el gen HHIPL1 (Hedgehog

Interacting Protein-Like 1) demostré una asociacion significativamente méas robusta con el
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riesgo de ECV en la EC que en las otras cinco enfermedades autoinmunes. La proteina
codificada por este gen participa en la via de sefializaciéon Hedgehog (HH), un proceso
biolégico conocido por su participacion en la patogénesis de las EIl 2’°. Muy recientemente, se
ha demostrado que esta via de sefializacion desempefia también un papel cardioprotector en los
cardiomiocitos 2”’. Por lo tanto, este resultado sugiere que el papel patolégico de la via de
sefializacion HH en la ECV se potencia por los procesos autoinmunes especificos activados en
la EC y, por lo tanto, los pacientes con EC que portan el alelo de riesgo para el locus HHIPL
tienen mayor probabilidad de desarrollar un ECV que aquellos pacientes con el alelo sin riesgo.
Es la primera vez que se ha demostrado que los factores de riesgo genéticos para la ECV se

modulan por la presencia de una enfermedad autoinmune.

En el analisis de asociacién entre los loci candidatos y el riesgo de ECV, hemos identificado
una asociacion significativa para 6 SNP de 315 de susceptibilidad de enfermedades
autoinmunes asociados a ECV y como se comentd previamente hemos replicado 17 SNP de
103 de riesgo de ECV asociados entre estas enfermedades autoinmunes siendo la variable de
riesgo genético rs2895811 en el gen HHIPL1 la de asociacion méas robusta con el riesgo de
ECV en la EC.

Estos resultados respaldan la hipdtesis de que el componente inflamatorio especifico de la
enfermedad contribuye diferencialmente a aumentar el riesgo de ECV en la autoinmunidad.
Ademas, hemos identificado la variacidén genética previamente asociada con la susceptibilidad
a enfermedades autoinmunes que también esta asociada con el riesgo de ECV. Este resultado
podria contribuir a explicar la mayor prevalencia de ECV observada en las enfermedades
autoinmunes. La replicacion en cohortes independientes adicionales serd necesaria para

confirmar este hallazgo.
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4.- Patrones genéticos de riesgo cardiovascular en las IMID

En base a la existencia de efectos pleiotropicos entre la variacion genética asociada con el
riesgo de enfermedad autoinmune, hemos podido combinar los resultados en seis enfermedades
autoinmunes en identificar 10 patrones o clusters genéticos (GC) asociados con riesgo de ECV.
De relevancia, dos de estos patrones genéticos estan significativamente enriquecidos en genes
que actlan en vias de respuesta inmune y que son cruciales para este grupo de enfermedades
autoinmunes: TNF-a y rutas de citocinas IFN-y. EI GC enriquecido con los genes de la via del
TNF-a se asocié muy robustamente con el riesgo de ECV en la AR y el LES. ElI TNF-« es uno
de los principales mediadores de multiples mecanismos patoldgicos cardiovasculares
subyacentes a la ECV *®. Ademas, el TNF-a es una de las citoquinas mas importantes que se
encuentra en la membrana sinovial inflamada en la AR. El bloqueo sistémico de dicha
citoquina ha demostrado ser un enfoque altamente eficaz para el tratamiento de pacientes con
AR, y actualmente es la terapia biologica de eleccion tras el fracaso de los FAMESs. Por lo
tanto, la influencia genética sobre esta via podria influir en el desarrollo de ECV en pacientes
con AR. La evidencia de registros nacionales que sugiere que los pacientes tratados con agentes
anti-TNF-« tienen una menor probabilidad de desarrollar ECV respalda esta posibilidad 2”°. De
todas maneras, son necesarios mas estudios que evallan el papel del TNF-« en el desarrollo de
ECV en pacientes con AR y con LES, asi como el papel del IFN-y en pacientes con APs y con
AR.

Otro de los patrones genéticos asociados a ECV, han sido aquellos enriquecidos con genes que
participan en la respuesta estrogénica. Durante décadas, se ha sabido que hay una mayor
prevalencia de ECV en los hombres en comparacion con las mujeres y esta observacion ha
contribuido a la hipétesis de que las hormonas relacionadas con el género como los estrogenos,
que también son potentes estimuladores de la autoinmunidad, contribuyen al riesgo de
desarrollar ECV #%%!_E| hallazgo, en el presente estudio, de que los genes de respuesta
estrogénica estan asociados con ECV en pacientes con Ps y con AR sugiere que, dentro de estas
dos enfermedades autoinmunes, el rol de las hormonas sexuales en el aumento del riesgo de
ECV esta parcialmente mediado por la variacion genética en los genes que participan en la
respuesta estrogénica. Esto sugiere nuevos mecanismos bioldgicos subyacentes al desarrollo de

ECV en la autoinmunidad.
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Estos hallazgos contribuyen a explicar la mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular
observada en pacientes con enfermedades IMID en comparacion con la poblacion general, asi
como representan un paso importante hacia la caracterizacién de la base genética de la ECV en

enfermedades IMID.
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5.- Limitaciones del estudio

Los estudios presentados en esta tesis doctoral no estan libres de limitaciones. A pesar de que el
tamafio de muestra utilizado en cada una de las seis enfermedades autoinmunes es grande, el
namero de pacientes con ECV es relativamente bajo. La razon principal es la baja prevalencia
de este fenotipo severo dentro de cada cohorte de enfermedad, pero también la exclusion de
pacientes que tuvieron ECV antes del inicio de la enfermedad autoinmune. Este criterio de
seleccidn, si bien redujo el numero total de pacientes con ECV disponibles para el analisis, fue
esencial para identificar la variacion genética que es relevante para la ECV en la
autoinmunidad. Otro factor limitante en este estudio es la heterogeneidad en el fenotipo de
ECV. Al igual que en estudios previos, incluimos pacientes con diferentes subfenotipos de
ECV vy esto podria haber evitado la identificacion de asociaciones genéticas adicionales. Es
probable que los andlisis estratificados para cada uno de los diferentes subfenotipos de ECV
ayuden a revelar nuevas variaciones de riesgo, aunque esto requeriria cohortes de pacientes
mucho méas grandes que las utilizadas en el presente estudio. Ser&n necesarios futuros estudios

que integren datos de diferentes cohortes multicéntricas como el presente.
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CONCLUSIONES
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1.- En nuestra cohorte de pacientes con enfermedades inflamatorias inmune mediadas (artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, artritis psoriésica, enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa), una mayor edad, una mayor duracién de la enfermedad inflamatoria y el
género masculino fueron los factores de riesgo cardiovascular asociados de forma

independiente a todas las enfermedades inflamatorias inmune mediadas.

2.- La presencia de factores de riesgo cardiovascular tradicionales se asoci6 de forma
independiente al riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular. Los distintos factores de
riesgo cardiovascular tradicionales tienen una diferente contribucién al riesgo de desarrollar
una enfermedad cardiovascular en cada una de las enfermedades inflamatorias inmune

mediadas.

3.- El lupus eritematoso sistémico y la colitis ulcerosa son las enfermedades inflamatorias
inmune mediadas que presentan una mayor y menor prevalencia estandarizada de enfermedad
cardiovascular, respectivamente. La prevalencia estandarizada de enfermedad cardiovascular
tras ajustar por los factores de riesgo cardiovascular ha sido para el lupus eritematoso sistémico
4.5, la artritis reumatoide 1.3, la psoriasis 0.9, la enfermedad de Crohn 0.8, la artritis psoriésica
0.6 y la colitis ulcerosa 0.5.

4.- En un primer analisis de asociacién de genoma completo, 17 loci de riesgo cardiovascular
establecidos se han asociado de forma significativa con la presencia de enfermedad
cardiovascular en nuestra cohorte de pacientes con enfermedades inflamatorias inmune
mediadas. 4 de estos loci presentaron un efecto genético diferente entre las distintas
enfermedades.

Estos hallazgos confirman que las variaciones genéticas asociadas con el desarrollo de
enfermedad cardiovascular en la poblacion general también estan asociadas con el riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular en este grupo de pacientes. Se ha demostrado por
primera vez, que los factores de riesgo genéticos para la enfermedad cardiovascular se modulan

por la presencia de una enfermedad inflamatoria inmune mediada.
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5.- En un segundo andlisis de asociacion de genoma completo, 6 loci de riesgo establecidos
para el desarrollo de enfermedades inflamatorias inmune mediadas se han asociado de forma
significativa con el riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular. Cuatro de estas
variantes fueron polimorfismos de un Gnico nucleétido de riesgo de enfermedad inflamatoria

intestinal y dos fueron marcadores asociados con la susceptibilidad a la artritis reumatoide.

6.- En un metaanalisis de fenotipo cruzado de genoma completo se han identificado 10 clusters
genéticos fuertemente asociados al riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular en
todas las enfermedades inflamatorias inmune mediadas. Dos de estos clisters estan altamente
enriquecidos con vias génicas previamente asociadas con la etiologia de estas enfermedades, en

concreto la via del TNF-a y la via del IFN-y.
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