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RESUMEN

El abordaje del riesgo cardiovascular (CV) en los pacientes con enfermedades reumaticas
inflamatorias crénicas se ha convertido en un punto clave de la practica clinica habitual desde que se
ha revelado la conexion entre inflamacion articular y sistémica y el riesgo de evento CV. No
obstante, no esta claro hasta qué punto las herramientas de evaluacién del riesgo CV, que se utilizan
ademas como umbral terapéutico, son aplicables al seguimiento de los pacientes con enfermedades
reumaticas cronicas inflamatorias.

Objetivos. El propdsito de este estudio es describir el perfil de riesgo CV en tres enfermedades
reumaticas inflamatorias crénicas y comprobar si la puntuacion de riesgo CV clasico (SCORE) debe
aplicarse con o sin modificaciones para guiar las decisiones terapéuticas en estos pacientes. Asi
mismo es objetivo de este estudio confirmar la existencia de determinantes de dicho riesgo CV,
incluidos determinantes genéticos.

Disefio. Se propone un estudio longitudinal prospectivo multicéntrico a 10 afos en pacientes con
artritis reumatoide (AR), artritis psoriasica (APs) y espondilitis anquilosante (EA) mas un grupo
control sin patologia de tipo inflamatorio (artrosis). El estudio constara de una visita basal, o de
prevalencia, y tres visitas de seguimiento a los 2, 5y 10 afos.

Sujetos. Pacientes con AR, EA, APs y controles sin enfermedad inflamatoria seleccionados de forma
consecutiva en las consultas de reumatologia de centros espafoles previamente seleccionados de
forma aleatoria.

Mediciones y variables. Se redactaran definiciones operativas de todas las variables a recoger en el
estudio. En la visita basal se calculara la prevalencia de los factores de riesgo CV, clasicos y no
clasicos, asi como de sindrome metabdlico y enfermedad CV establecida, en cada una de las tres
enfermedades consideradas y en su conjunto, comparando los resultados con los del grupo control.
En las visitas de seguimiento se estudiara la evolucion clinica de la enfermedad y de los factores de
riesgo, asi como la aparicion de nuevos eventos cardiovasculares. Por Gltimo, se calculara un SCORE
de riesgo CV a 10 afos para las tres enfermedades, tanto de forma individual como global.

Andlisis estadistico. Se ha calculado un tamano muestral total de 4.344 pacientes (1.086 por
patologia) para un seguimiento de 5 afnos. En la visita basal se realizaran los siguientes analisis: a)
estudio descriptivo; b) calculo de la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular; y c) analisis de
correlacion entre marcadores de inflamacion/actividad de la enfermedad y factores de riesgo
cardiovascular. En las visitas de seguimiento a 2 y 5 afnos se estudiaran: a) pérdidas al seguimiento;
b) asociacion entre factores de riesgo y aparicion de nuevos eventos cardiovasculares; c) calculo de
la incidencia de eventos cardiovasculares; y d) analisis de la funcién de riesgo cardiovascular
mediante modelos de riesgos proporcionales de Weibull. En la visita a 10 afos se validaran los
modelos construidos en las visitas de seguimiento anteriores. En todos los analisis se controlara el
efecto del diseno.
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INTRODUCCION

La prediccion del riesgo cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (CV) siguen siendo una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en Europa y Norteamérica. Los factores de riesgo CV clasico son la edad, el sexo, la
hipertension, el tabaquismo, el colesterol y la diabetes. Factores como la obesidad, la hipertrofia
ventricular izquierda, la historia familiar de cardiopatia coronaria prematura o la utilizacién de
terapia hormonal sustitutiva también han sido considerados en la definicion de riesgo CV. A partir de
datos de estudios poblacionales se han creado tablas de prediccion de la aparicion de eventos CV a
varios anos. La estimacion del riesgo CV en base a estas tablas tiene dos utilidades principales:
identificar a los pacientes de alto riesgo en prevencion primaria y ayudar en la toma de decisiones
para la intervencion farmacoldgica de la hipertension arterial y la hipercolesterolemia.

En Espana, como en el resto de Europa, el calculo del riesgo de presentar una enfermedad coronaria
se ha basado en la funcién de Framingham [1-3], aunque se ha constatado que esta funcion
sobrestima el riesgo en algunas de las poblaciones estudiadas, especialmente en paises del entorno
mediterraneo [4, 5]. De ahi el interés por encontrar una funcién que se adapte a la prevalencia real
de factores de riesgo e incidencia de enfermedades CV de los diferentes paises. En este contexto han
ido apareciendo diversos sistemas para calcular el riesgo CV en nuestro pais, entre los que se
encuentran las tablas de riesgo coronario de Framingham calibradas (REGICOR)[6] y adaptadas
(DORICA)[7] para la poblacion espafnola. También recientemente se han publicado las tablas del
SCORE (Systematic Coronary Risk Evaluation)[8], que estiman el riesgo de muerte CV y son las
actualmente recomendadas por las Sociedades Europeas y por el Comité Espainol Interdisciplinario
para la Prevencion Cardiovascular (CEIPC). No siendo la adaptacion espaiola de la tabla de
Framingham (REGICOR) ni el SCORE perfectos, Buitrago et al demostraron que la tabla del SCORE se
aproxima mas al riesgo real en una cohorte espainola y presenta mejores criterios de validez [9].
Finalmente se ha calibrado la tabla del SCORE para poblacion espafola [10]. Como puede observarse
en la Figura 1, esta tabla se basa en el sexo, la edad, la tension arterial sistolica, el tabaquismo y el
colesterol total para predecir el riesgo de muerte por causa CV a 10 anos.

La relacion artritis reumatoide-inflamacion vascular

Estudios recientes ponen de manifiesto una mayor incidencia de eventos CV, y de mortalidad de
causa CV, en pacientes con artritis reumatoide (AR) frente a poblacion de la misma edad y sexo [11-
13]. Este aumento del riesgo de enfermedad CV es, con una gran probabilidad, consecuencia de un
proceso de aterosclerosis acelerada [14-16].

La ateroesclerosis que acompafa a la AR ha sido demostrada en diferentes estadios evolutivos de la
enfermedad [17-19]. La mayor incidencia de eventos CV sélo es parcialmente explicable por la
presencia de factores clasicos de aterogénesis [13, 20, 21], jugando la inflamacion un papel
primordial en el desarrollo de este proceso. En este sentido, se ha demostrado una estrecha
correlacion entre los marcadores de inflamacion y la presencia de aterosclerosis subclinica, valorada
ésta por ultrasonografia de carotida [22, 23], y el desarrollo de eventos CV en el seguimiento de
pacientes con AR de larga evolucion [24].
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Figura 1. Tablas de riesgo SCORE calibradas para la poblacién esparfiola [10]
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Inflamacion vascular en otras enfermedades inflamatorias reumaticas

De manera similar a lo descrito para pacientes con AR, datos recientes indican que los pacientes con
espondiloartropatias, en concreto con artritis psoriasica (APs) y espondilitis anquilosante (EA),
también pudieran presentar un aumento de riesgo CV [25]. Como en la AR, el aumento del riesgo CV
en pacientes con espondiloartritis no puede ser totalmente explicado por la presencia de factores de
riesgo clasicos de aterosclerosis [26]. Los resultados de un estudio publicado este afio han mostrado
que la poblacion escandinava con espondiloartritis requiere cirugia coronaria a una edad mas
temprana que las personas sin esta enfermedad reumatica [27]. Ademas, el riesgo de cirugia
coronaria en pacientes con espondiloartritis es independiente de la presencia de factores de riesgo
clasicos de aterosclerosis [27].

La APs es una enfermedad reumatica inflamatoria cronica asociada a psoriasis, generalmente
seronegativa para el factor reumatoide, y que se clasifica generalmente dentro del grupo de las
espondiloartropatias. La psoriasis es una enfermedad inflamatoria cronica de la piel que
habitualmente presenta una elevada prevalencia de factores clasicos de aterogénesis, especialmente
en los casos con afectacion cutanea grave [28]. De hecho, se ha comprobado que los pacientes con
psoriasis cutanea aislada presentan un riesgo significativamente elevado de mortalidad CV en
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comparacion con la poblacion control [29-31]. Por otro lado, se ha observado que los pacientes con
APs presentan un aumento de la aterosclerosis subclinica esperada que es independiente de la
presencia de factores de riesgo CV clasicos [32, 33]. En este sentido, se ha descrito recientemente la
existencia de diferentes estadios de enfermedad CV subclinica —disfuncion endotelial y aterosclerosis
carotidea subclinica— en poblacion espaiiola con APs [32, 33].

La EA es una patologia inflamatoria cronica que afecta a las articulaciones sacroiliacas y a las de la
columna vertebral principalmente y que se observa en hasta el 1% de la poblacion [34]. Los pacientes
con EA tienen una mortalidad aproximadamente el doble de la encontrada en la poblacion general,
debido probablemente al elevado riesgo de desarrollo de eventos CV [26, 35, 36]. Aunque en la EA
existen alteraciones cardiacas especificas como dafo valvular aortico o alteraciones en la conduccion
cardiaca [37, 38], la responsable del incremento de riesgo CV, al igual que en la AR o en la APs,
pudiera ser una aterosclerosis acelerada [39, 40]. Esto es porque, como se ha descrito en la AR o0 en
la APs, la aterosclerosis acelerada en pacientes con EA sélo puede ser explicada parcialmente por
factores clasicos de aterogénesis como la dislipemia o la hipertension arterial [39, 40]. Por otra
parte, la presencia de una situacion de inflamacion cronica, caracteristica de la EA, puede hacer a
estos pacientes mas propensos al desarrollo de aterosclerosis y eventos CV.

Parece logico pensar que la AR, la APs y la EA por si mismas también pueden ser un factor de riesgo
CV independiente de los factores clasicos de aterosclerosis.

Determinantes genéticos e inflamatorios del riesgo cardiovascular

La AR es una enfermedad autoinmune donde los factores genéticos desempefan un papel
fundamental. Estudios de familias apoyan esta influencia genética, habiéndose descrito una mayor
concordancia para el desarrollo de AR en gemelos univitelinos que en el resto de hermanos. En la AR
se ha observado que varios genes dentro del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) influyen
en la susceptibilidad para el desarrollo de AR en diferentes poblaciones. Una serie de alelos HLA-
DRB1, dentro de la region de clase Il del MHC, codifican una secuencia comin de aminoacidos
correspondientes a los residuos 67-74 de la cadena DRBetal. Estos alelos, denominados “epitopo
compartido”, se han asociado a una mayor susceptibilidad a desarrollar AR y también a una mayor
gravedad en la expresion clinica de la AR, con mas erosiones y manifestaciones extra-articulares.

Se ha observado una asociacion entre el desarrollo de disfuncion endotelial, considerada una fase
precoz en el desarrollo de aterosclerosis, y la positividad de los alelos HLA-DRB1*04 “epitopo
compartido” [17, 21]. Los pacientes con AR homocigoticos para el epitopo compartido tienen mayor
riesgo de desarrollar una disfuncion endotelial grave y los portadores del alelo HLA-DRB1*0404 tienen
con mayor frecuencia disfuncion del endotelio vascular que el resto de los pacientes con AR [21].

Y no sdlo se asocia a disfuncion endotelial, sino que también se observa una incidencia aumentada de
eventos CV en pacientes HLA-DRB1*04 positivos para el epitopo compartido, mas clara si cabe en
asociacion al alelo DRB1*0404 [21]. En el Reino Unido se ha descrito ademas un aumento de la
mortalidad de causa CV por cardiopatia isquémica en AR portadoras del epitopo compartido, en
particular en relacion con los genotipos HLA-DRB1*0101/*0401 o 0404/*0404 [41, 42].

Aungue los resultados descritos arriba enfatizan la importancia de la region HLA en el desarrollo de
aterogénesis acelerada en los pacientes con AR, es importante tener en cuenta que la AR es una
enfermedad poligénica y que la contribucion de genes dentro del MHC para la susceptibilidad y
desarrollo de AR solo es de alrededor de 1/3 a 1/4 de la contribucion genética total [43]. Debido a
ello, para un mayor conocimiento de las bases genéticas implicadas en el proceso aterogénico de la
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AR es importante que se determinen otros genes potencialmente candidatos que puedan influir en el
proceso aterogénico en estos pacientes.

Numerosos estudios han sefalado al gen PTPN22 como un factor genético de susceptibilidad a
diferentes enfermedades autoinmunes, incluida la AR. De hecho, el gen PTPN22 es la asociacion
genética con AR mejor establecida y replicada, aparte de los genes HLA [43]. De forma muy
interesante un trabajo reciente ha reportado que el gen PTPN22, ademas de predisponer a
autoinmunidad, potencia el desarrollo de aterosclerosis [44] y de esta forma une estos dos
fendmenos, por lo que seria de gran interés estudiar el gen PTPN22, junto con los genes HLA-DR, en
los procesos CV de la AR.

En esta linea se ha sugerido que los procesos inmunologicos e inflamatorios podrian ser importantes
en el desarrollo o desestabilizacion de la placa de aterogénesis [45]. Uno de estos mecanismos que ha
despertado gran interés es la sefalizacion via receptores tipo toll (toll like receptors - TLR) y su
influencia en el desarrollo de aterogénesis [45]. Los TLRs son una familia de receptores (se han
identificado hasta 12 receptores en mamiferos) conocidos como “receptores de reconocimiento de
patron” y cuya funcion principal es el inicio de una respuesta inmune innata eficaz ante patogenos y
otros estimulos. Este tipo de receptores, en concreto TLR4, TLR1, y TLR2 se expresan en modelos de
raton de aterosclerosis asi como en placas aterogénicas de humanos [45]. Datos muy recientes
destacan la implicacion del TLR4 en la iniciacion y progresion de aterosclerosis [46]. El TLR4 se
expresa en distintos tipos celulares de la pared de vasos sanguineos ateroscleroticos como células
endoteliales, macrofagos, fibroblastos y células dendriticas [47]. El TLR4 presenta dos polimorfismos
que afectan a su dominio extracelular y que generan un cambio aminoacidico: Asp299Gly y Thr399ile.
Ambos polimorfismos se han relacionado con una menor respuesta ante estimulos bacterianos [48] y
por lo tanto con una menor inflamacion a nivel sistémico, lo cual podria constituir un efecto
protector para el riesgo CV. De hecho, se ha observado que el polimorfismo Asp299Gly se asocia con
un menor riesgo de padecer aterosclerosis de la caroétida asi como con un menor grosor de la capa
intima-media de esta arteria [49].

Ademas se sabe que durante la formacion y progresion de la placa de aterogénesis intervienen
mecanismos proinflamatorios. La exposicion de la superficie endotelial a distintos factores de riesgo,
como infecciones o inflamacion crénica, resulta en dano y en inflamacion local del tejido endotelial.
Se produce una interaccion entre células T y macréfagos con secrecion de citoquinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alpha (TNFa) o la interleukina 1 (IL-1),
resultando en la transformacion del endotelio hacia un estado protrombotico, caracterizado por un
aumento en la expresion de moléculas de adhesion y de quimioquinas. Muchas de estas moléculas se
consideran biomarcadores indicativos de una enfermedad aterosclerdtica activa, es el caso de la
proteina C reactiva (CRP), la cual estimula la secrecion de moléculas de adhesion y quimioquinas, o
de la IL-6, ICAM-1, TNFa, y VCAM-1 [50]. En un estudio reciente se han observado niveles elevados de
estos biomarcadores en pacientes con AR en comparaciéon con poblacion sana y una asociacion entre
los niveles de VCAM-1 y el espesor de la intima media carotidea [50]. Algunos polimorfismos en genes
pueden afectar los niveles de expresion de estas moléculas y se han asociado a enfermedades CV,
como es el caso de polimorfismos CRP 1059 G/C, IL-6- 174G/C, MIF- 173G/C, ICAM-1- 469E/K, y E-sel
Ser128Arg, que se han asociado con un mayor riesgo de padecer aterosclerosis o angina [51, 52].
Recientemente se ha informado de la existencia de variantes polimorficas del gen CRP que alteran la
actividad transcripcional del mismo y que se encuentran relacionados con los niveles basales en suero
de la proteina C reactiva [53, 54].

El 6xido nitrico (ON) es un importante mediador en la aparicion de la disfuncion endotelial previa al
dano vascular. En los vasos, el ON es producido por la expresion constitutiva de la enzima éxido

Pagina 7




m PROTOCOLO

!

nitrico sintasa endotelial (eNOS) o bien tras la activaciéon por diversos estimulos de la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS o NOS2). ElL ON tiene multitud de funciones en el organismo, pero su
capacidad de ejercer cambios funcionales y morfologicos sobre la pared de los vasos sanguineos,
como la vasodilatacién dependiente de endotelio (VED), es esencial en el mantenimiento de la
homeostasis vascular y en la prevencion de procesos de aterogénesis. La produccion de ON por la
eNOS permite un flujo sanguineo adecuado inhibiendo la contraccion de la musculatura lisa de los
vasos sanguineos y asi también inhibe la generacion de la placa de ateroma. En los vasos aterogénicos
la vasodilatacion dependiente de endotelio esta alterada y esto se cree es debido a una inhibicion de
la actividad de la eNOS [55]. El papel de la iNOS en la aterogénesis no esta claramente definido, pero
se ha observado un aumento de los niveles de ARN mensajero de esta enzima en macrofagos y células
del misculo liso de los vasos sanguineos aterogénicos. Se especula que el exceso en la produccion de
NO que mediaria la iNOS podria aumentar el dafio celular y asi contribuir a la muerte celular y
necrosis de tejidos que aparece en las lesiones aterosclerdticas avanzadas [55]. Los niveles de
produccion de estas enzimas se pueden ver afectados por polimorfismos genéticos en sus regiones
reguladoras. En el exdn 7 del gen de la eNOS se ha descrito un polimorfismo que genera un cambio
aminoacidico de acido glutamico por acido aspartico (-786T/C 6 Glu298Asp) que se ha asociado con
predisposicion a distintas enfermedades cardiovasculares y que se cree que afecta a la actividad de
la enzima [56, 57]. En la region promotora del gen de la iNOS se han descrito numerosos
polimorfismos, entre ellos destaca un microsatélite bialélico TAAA que afecta a la actividad del
promotor de la iNOS y que ademas se ha asociado con enfermedades cardiovasculares [58].

Podemos concluir que el estudio a nivel genético y molecular pone de manifiesto una estrecha
relacion entre moléculas inflamatorias relacionadas etiopatogénicamente con las enfermedades
reumaticas y con las enfermedades CV.

Justificacion del estudio

Un estudio que permita establecer el riesgo de muerte por causa CV en poblaciéon con enfermedades
reumaticas inflamatorias y que permita adaptar o calibrar las tablas de riesgo en uso seria de gran
utilidad, puesto que habitualmente se toman decisiones de iniciar un tratamiento hipolipemiante o
antihipertensivo en pacientes con enfermedades reumaticas inflamatorias basandonos en riesgo de
poblacion sin el riesgo de la inflamacion cronica. ;Es necesario bajar los niveles de colesterol, o de
tension arterial o la edad a la que se deberia empezar a tratar? ;Hay otros factores que se deban
anadir a las tablas de riesgo y que mejoren la utilidad predictiva en nuestros pacientes? ;Es igual el
riesgo en todas las artritis? ;Hasta qué punto los factores genéticos que se proponen estan presentes
en poblacion con o sin enfermedades inflamatorias articulares o sistémicas entendiendo por
sistémicas a la inflamacion vascular?
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El riesgo de padecer un evento CV, mortal o no, parece ser mayor en pacientes con AR, APs o EA que
en poblacion de igual edad y sexo sin enfermedad inflamatoria reumatica.

Las tablas de riesgo CV deberian adaptarse a la enfermedad reumatica de base, pudiéndose
beneficiar, desde el punto de vista de la utilidad predictiva, de la estratificacion por factores de
riesgo CV no clasicos o de tipo inflamatorio.

Algunos parametros inflamatorios de deteccién habitual en clinica y genes candidatos, por su
relevancia funcional e implicacion en los procesos que conducen a aterogénesis, riesgo vascular,
inflamacion o respuesta inmune, podrian estar asociados con la predisposicion genética de los
pacientes con enfermedades reumaticas a padecer afecciones de tipo vascular.

OBJETIVOS

Objetivo principal

El objetivo principal del estudio CARMA es evaluar el papel de la inflamacion cronica y de los factores
de riesgo CV clasicos sobre la aparicion de eventos CV y de mortalidad de causa CV en pacientes con
AR, APs y EA en nuestro medio. Si se demuestra que el riesgo es distinto a una poblacién control, se
calibraran o modificaran las tablas de riesgo SCORE para poder utilizarlas en pacientes con AR, APs o
EA.

Objetivos secundarios

Se plantean los siguientes objetivos secundarios:

1. Describir la situacion CV de la patologia reumatica inflamatoria (AR, APs, EA), tanto en cuanto a
factores de riesgo como a enfermedad establecida.

2. Calcular el SCORE de riesgo CV a 10 anos para las enfermedades estudiadas, tanto de forma
individual como en su conjunto.

3. Analizar la prevalencia de riesgo elevado (SCORE >5%) en las poblaciones de pacientes y en un
grupo control.

4. Estudiar la evolucion clinica de la enfermedad y de los factores de riesgo, asi como la aparicion
de nuevos eventos CV.

5. Realizar estudios genéticos para evaluar la asociacion entre distintos marcadores genéticos y la
predisposicion a presentar eventos CV en las enfermedades estudiadas (AR, EA y APS). En
concreto se pretende:

a. caracterizar a la muestra desde el punto de vista del tipaje HLA-DR;

b. analizar la influencia del gen PTPN22, variante 1858;
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C. determinar la influencia los polimorfismos Asp299Gly y Thr399Ile del gen TLR4;

d. investigar la relacion entre polimorfismos de las citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-1A,
IL-1B, IL-1RN, TNFA y MIF, asi como de las moléculas de adhesion ICAM-1 y ELAM y
definir posibles haplotipos en interacciones gen-gen;

e. determinar la influencia los polimorfismos de la region promotora del gen CRP;

f. estudiar los polimorfismos de la eNOS e iNOS y su influencia en el desarrollo de evento
CV durante el seguimiento.

METODOS

Diseiio
Estudio observacional longitudinal prospectivo de una cohorte clinica de pacientes con AR, EA y APs

para describir el perfil de riesgo cardiovascular y calcular un SCORE de riesgo a 10 afos. La duracion
total del estudio sera de 11 afos.

Se realizara un corte transversal en el afo basal para el estudio de la prevalencia de factores de
riesgo y de enfermedad CV establecida asi como para el analisis de marcadores e interacciones
genéticas relacionadas con la gravedad del proceso.

Se llevaran a cabo tres visitas de seguimiento a los 2, 5y 10 afios de la visita basal o inicial.

Pacientes

Poblacién diana

Los resultados de este estudio deben ser extrapolables a todos los pacientes con AR, EA o APs. Los
hallazgos en la muestra de control deberian ser extrapolables a pacientes sin patologia inflamatoria
(artrosis, osteoporosis y otras).

Poblacion accesible

Pacientes con los diagndsticos anteriores que estén siendo atendidos en consultas de Reumatologia
de centros de atencion terciaria o secundaria espanoles. Los pacientes atendidos en consultas de
reumatologia en nuestro pais son, en general, representativos de todos los pacientes con dichos
diagnosticos. El Sistema Nacional de Salud espaiol es de acceso universal y las consultas de
reumatologia extra-hospitalarias sin conexién con un servicio de reumatologia hospitalario muy
escasas. Aunque es esperable que los pacientes con estas enfermedades que acudan a visitas médicas
por reumatologos sean pacientes con algo mas de gravedad que los no atendidos en hospitales, o solo
en consultas privadas, hay una alta probabilidad de que sean representativos del paciente medio,
como ya hemos demostrado en estudios previos con similares muestras [59-61].

Muestreo
Se realizara un muestreo probabilistico por conglomerados en dos fases.

En primer lugar se seleccionaran de forma aleatoria centros espaioles con atencion especializada en
Reumatologia a partir de la base de datos de la Sociedad Espafiola de Reumatologia. Se seleccionaran
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tantos centros como sean necesarios para cubrir el tamafo muestral previsto, mas un 20% de centros
que quedaran en reserva para sustituir a los centros que no deseen participar.

En cada uno de los centros participantes se seleccionara un mismo nimero de pacientes consecutivos
por patologia (AR, EA y APS) y un grupo control (pacientes con patologia no inflamatoria) hasta
completar la cantidad necesaria para el tamafo muestral calculado.

Criterios de seleccion de los sujetos

Se seleccionaran pacientes consecutivos de las tres patologias y del grupo control siempre que
cumplan, o hayan cumplido, las siguientes condiciones:

1.

En el caso de AR, que haya cumplido, de forma demostrable a lo largo de la evolucion, al menos
4 criterios del ACR 1987 [62]:

a. Rigidez matutina de al menos 1 hora de duracion

b. Artritis de 3 6 mas grupos articulares

C. Artritis de articulaciones de las manos

d. Artritis simétrica

e. Nodulos reumatoides

f. Factor reumatoide presente, determinado por cualquier método
g. Alteraciones radioldgicas compatibles con AR

En el caso de EA, que haya cumplido, de forma demostrable a lo largo de la evolucién, los
criterios de Nueva York modificados para EA definida [63]. Se incluirian, por tanto, pacientes
con el criterio radiologico presente y al menos uno de los criterios clinicos.

a. Criterios clinicos:

i. Dolor en la zona lumbar o dorso-lumbar de mas de tres meses que mejora con el ejercicio
pero no con otras medidas;

ii. Limitacién de la movilidad de la espina lumbar en los planos sagital y frontal;
iii. Limitacion de la expansion respiratoria
b. Criterio radiologico: sacroileitis.

En el caso de APs, que haya cumplido, de forma demostrable a lo largo de la evolucién, todos
los criterios de Moll y Wright [64]:

a. artritis inflamatoria (periférica o sacroilitis o espondilitis)
b. presencia de psoriasis
C. ausencia de factor reumatoide

Como controles se seleccionaran pacientes que no cumplan ningln criterio de enfermedad
inflamatoria cronica, indicando el diagnostico por el que se esta siguiendo en reumatologia. Se
aceptaran diagnosticos de artrosis, de cualquier localizacion, osteoporosis u otros procesos no
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encuadrables dentro de artritis o conectivopatias tales como lumbalgia mecanica bien
caracterizada y reumatismos de partes blandas (tendinitis). Se excluiran como controles los
pacientes con artrosis erosiva de manos o gota.

La duracion de la enfermedad no se considerara un criterio de exclusion ni para los casos ni para los
controles.

Reclutamiento

Se reclutaran aleatoriamente centros espanoles con unidad de Reumatologia, a partir de la base de
datos de la Sociedad Espaiiola de Reumatologia, la cual cubre adecuadamente (mas del 90%) de los
centros con reumatologia del pais.

En cada uno de los centros, los pacientes seran reclutados en funcion de su orden de llegada al
servicio, no teniendo en cuenta su gravedad ni la duracion de su enfermedad.

Existiran pdsters disponibles para la sala de espera en los que se informara a los pacientes de la
existencia del estudio.

A los pacientes y controles se les entregara una hoja informativa del estudio, previa comprobacion de
que cumplen los criterios de seleccion y que no se ha alcanzado ya el tamafo muestral para el
centro.

Si el paciente accede a participar, se obtendra su consentimiento informado y se le citara para una
visita especifica del mismo. De esta manera se evitara interferir con la dinamica de las consultas.

De los pacientes que no deseen participar se recogera un minimo de informaciéon mediante una breve
entrevista que puede ser administrada en ese mismo momento. Estos datos seran analizados
posteriormente para valorar las diferencias con la muestra elegida.

Se reclutaran tantos pacientes como sea necesario por centro para llegar al tamafo muestral total.
Se incluiran mas centros si el nimero de pacientes a reclutar por centro se considerara poco factible.

Los pacientes con dificultades para la participacion en el estudio (rechazo, problemas para acudir a
la visitas basal o a las de seguimiento) seran reemplazados por los siguientes que cumplan los
criterios de seleccion hasta completar el nUmero previsto en cada centro (ver apartado de Tamano
muestral mas adelante).

Para el reclutamiento de los controles, se comprobara que tienen la edad (+ 5 afos) y sexo de un
paciente incluido.

Se han disenado materiales para facilitar el reclutamiento de los tres tipos de pacientes y controles
por los médicos participantes.

Pérdidas de seguimiento

Con el fin de disminuir al maximo las pérdidas al seguimiento se realizara un seguimiento activo de
los pacientes incluidos en la cohorte. Para cumplir este objetivo en la visita basal se recogera
informacion completa sobre datos de contacto propios y de al menos dos personas de contacto con
quien poder comunicarse en caso de no localizar al paciente en su domicilio habitual. Ademas, se
estableceran mecanismos para fomentar la participacion de los centros y pacientes y mantener su
motivacion, incluido acceso a la informacion sobre el estudio, cartas de agradecimiento y tarjetas
recordatorio.
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En las visitas de seguimiento se recogera informacion sobre las causas de las pérdidas (rechazo a
seguir participando o defuncion). En el caso de cambio de domicilio se facilitara la visita al estudio a
pesar de estar en otro centro, incluso cubriendo el desplazamiento si es necesario. En el caso de
pérdida por fallecimiento se recogera la fecha de la defuncién asi como su causa. La fuente de esta
informacion sera triple: registro hospitalario, familia y registro oficial de la comunidad de origen. Si
el paciente no puede acudir a la visita en la fecha fijada, se intentara que acuda en un plazo menor a
4 meses de la fecha fijada. En cualquier caso, es preferible que se retrase la visita a que no se
produzca una visita. En el caso de pérdidas por otras causas, y siempre que el paciente se encuentre
accesible, se intentara recoger la informacion necesaria mediante entrevista telefénica y a partir de
registros hospitalarios.

Se disefiaran estrategias para mantener el contacto con los pacientes y los centros durante los
periodos entre visitas para evitar el abandono de los primeros y las pérdidas de los segundos. Por
ejemplo mediante el empleo de cartas de agradecimiento dirigidas a los pacientes y de informes
periodicos para los centros.

Mediciones y variables

Variables principales: Puntuacion SCORE y eventos cardiovasculares

La variable principal del estudio es el SCORE de riesgo cardiovascular que se calculara en todas las
visitas. El SCORE se basa en:

- Sexo

- Edad

- Fumador'

- Tension arterial sistolica, en mmHg y medida por esfigmomandémetro habitual

- Colesterol total, en mmol/L (puede recogerse en mg/dl, dato disponible con mayor frecuencia en
nuestro pais)

Para el calculo del SCORE se utiliza la siguiente ecuacion:

En primer lugar se calcula la probabilidad de supervivencia base para enfermedad coronaria (EC) y no
coronaria (ENC) para la edad actual del paciente y a los 10 afos, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Sp(Edad) = exp] - exp (@) ( Edad - 207}
Sy (Edad +10) = exp{— expla) (Adad - 10)?}

Los coeficientes a y p se obtienen de la siguiente tabla (para poblaciones con riesgo bajo):

EC ENC

a p a P
Hombre -22.1 4.71 -26.7 5.64

1. Los pacientes exfumadores cuentan como no fumadores tras un aflo de abandono de su habito
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Mujer  -29.8 6.36 -31.0 6.62

Se calcula el valor de la siguiente ecuacion para enfermedad coronaria y no coronaria:
w =bo(Colesteral — 6) + bp(TAS - 1200 + b5

donde los coeficientes se obtienen de la siguiente tabla:

EC ENC
bc Colesterol [mmol/I] 0.24 0.02
br TAS [mmHg] 0.018 0.022
br Fumador = SI 0.71 0.63

El colesterol viene dado en mmol/l. Para convertir el valor de mg/dl a mmol/l basta con multiplicar
por 0.02586.

El siguiente paso consiste en calcular la probabilidad de supervivencia con esos factores de riesgo a
esa edad y a 10 anos:

S(Bdad) = Sy( Edad)** ™"

S(Edad +10) = Sy( Bdad +10)™FW)

Ahora para cada tipo de enfermedad calculamos la probabilidad de supervivencia a los 10 anos
condicionada a la supervivencia a la edad actual:

Si( Edad) = §(Edad + 10}/ §(Fdad)

Siendo entonces el riesgo a 10 afos:
Rigsgey = 1- &gl Bdad)

Asi obtenemos dos valores de riesgo REC, para Enfermedad Coronaria, RENC;, para Enfermedad No
Coronaria. El riesgo total correspondera a la suma de ambos.

Posteriormente la variable se utilizara para obtener una variable dicotomica de riesgo, “Riesgo alto”
y “Riesgo bajo”, segln las Terceras Recomendaciones Europeas de Prevencion Cardiovascular [65].
Seglin estas recomendaciones, se definen las siguientes prioridades (cualquiera de ellas) para la
prevencion de enfermedades CV (Riesgo alto) en la practica clinica:
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1. Pacientes con enfermedad coronaria establecida, enfermedad arterial periférica o enfermedad
cerebrovascular aterosclerotica

2. Individuos asintomaticos que se encuentran en alto riesgo de desarrollar enfermedades CV
ateroscleroéticas a causa de:

a. varios factores de riesgo resultantes en un SCORE (riesgo de muerte a 10 afos) > 5%
b. aumento excesivo de los niveles de factores de riesgo individuales:
- colesterol = 8 mmol/l (320 mg/dl)
- colesterol LDL 6 mmol/l (240 mg/dl)
- presion arterial 2180/110 mmHg
C. diabetes tipo 2 o diabetes tipo 1 con microalbuminuria
d. familiares de primer grado con:

- enfermedad CV ateroesclerética de inicio temprano

alto riesgo aln siendo asintomaticos (esto no podra comprobarse, asi que no se
incluira en la creacion de la variable)

Si el paciente recibe tratamiento hipolipemiante o antihipertensivo el riesgo esta relacionado con el
control de sus factores de riesgo.

En cada visita se recogera la incidencia de eventos CV nuevos durante el periodo de observacion
previo junto con la fecha en que ocurrio el evento o de diagnostico.

Definiciones operativas de eventos CVy mortalidad de causa CV

Se recogeran tanto del pasado (antecedentes de eventos cardiovasculares) como de forma
prospectiva (eventos incidentes).

Cardiopatia isquémica. Documentacion o aportacion de datos suficientes para el diagnéstico de un
infarto de miocardio o de angina no silente. En el caso de cardiopatia isquémica silente, se recogera
el dato, pero no computara como evento.

Accidente cerebrovascular. Cualquier proceso documentado, transitorio o establecido, de caracter
hemorragico o isquémico, que esté documentado.

Insuficiencia renal de causa arteriosclerética: Si existen datos de insuficiencia renal crénica
(creatinina sérica mayor o igual a 1,3 mg/dl con disminucion del filtrado glomerular a lo largo del
estudio) habiéndose descartado una causa no aterosclerédtica de la insuficiencia renal (ejemplos de
causas no ateroscleroticas: nefropatia IgA, glomerulonefritis rapidamente progresiva, nefropatia
intersticial por farmacos).

Insuficiencia cardiaca. Se consideraran aquellos casos de insuficiencia cardiaca demostrada, no
disnea no filiada, segln criterios de Framingham. Para establecer el diagnostico de insuficiencia
cardiaca congestiva se necesitan, como minimo, un criterio mayor y 2 menores [66]:
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CRITERIOS DE FRAMINGHAM

Mayores Menores Mayores o menores

DPN Edema en MMII Adelgazamiento >0= 4.5 kg
dp de 5 dias de tto

Distension venosa yugular Tos nocturna
Crepitantes Disnea de esfuerzo
Cardiomegalia Hepatomegalia
Edema agudo de pulmoén Derrame pleural
Galope por S3 CV disminuida en 1/3
PVY > 16 cm H20 Taquicardia (>6=120lpm)
Reflujo hepatoyugular +

Arteriopatia periférica. Enfermedad arterial aterosclerética en las extremidades que cursa con dolor
espontaneo o con claudicacion con el ejercicio fisico y que se confirma por hallazgos de imagen
consistentes con alteracion vascular arterial mediante eco Doppler o arteriografia/angio resonancia.

Mortalidad de causa CV. Se considerara que la muerte ha sido de causa CV segln la definicion de del
proyecto europeo SCORE [8]. Esta incluye los siguientes cédigos del CIE-9:

401 a 414

401:
402:
403:
404:
405:
410:

411

426 a 443,

426:
427:
428:
429:
430:
431:
432:
433:
434:
435:
436:
437:
438:
440:
441:
442
443:

HTA esencial

Cardiopatia hipertensiva

Enfermedad renal hipertensiva
Enfermedad cardiaca y renal hipertensiva
HTA secundaria

Cardiopatia isquémica

: Formas agudas y subagudas de cardiopatia isquémica
412:
413:
414:

Infarto de miocardio antiguo
Angina de pecho
Otras formas de cardiopatia isquémica cronica

Trastornos de conduccion

Disritmias cardiacas

Insuficiencia cardiaca

Descripciones y complicaciones de enfermedad cardiaca mal definidas
Hemorragia subaracnoidea

Hemorragia intracerebral

Otra hemorragia intracraneal y hemorragia intracraneal no especificada
Oclusion y estenosis de las arterias precerebrales

Oclusién de arterias cerebrales

Isquemia cerebral transitoria

Enfermedad cerebro vascular aguda mal definida

Otra enfermedad cerebrovascular y enfermedad cerebrovascular mal definida
Efectos tardios de enfermedad cerebrovascular

Ateroesclerosis

Aneurisma aortico y disecante

Otros aneurismas

Otra enfermedad vascular periférica
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Dentro de este grupo se excluyen las siguientes causas de muerte no arteriosclerdtica:
426.7: Excitacion auriculoventricular anémala
429.0: Miocarditis no especificada
430.0: Hemorragia subaracnoidea (hemorragia meningea, ruptura de aneurisma cerebral
congénito o aneurisma cerebral saculado)
432.1: Hemorragia subdural
437.3: Aneurisma cerebral, no roto
437.4: Arteritis cerebral
437.5: Enfermedad Moyamoya

También se incluyen los dos codigos siguientes:
798.1: Muerte instantanea
798.2: Muerte que tiene lugar en menos de 24 horas desde el inicio de los sintomas, sin
explicacion de otro tipo

Variables secundarias

Las variables secundarias son los factores de riesgo, clasicos (HTA, Diabetes, Hipercolesterolemia,
Obesidad, Tabaquismo e Insuficiencia renal) y no clasicos (Inflamacion), las variables descriptivas
(caracteristicas de los pacientes, parametros de laboratorio) y los posibles factores de confusion
(actividad, duracién y tratamiento).

Definiciones operativas de factores de riesgo cardiovascular

Hipertension arterial (HTA). Se definira por la existencia de cifras de presion arterial sistélica de
140 mmHg o superior, presion arterial diastélica de 90 mmHg o superior, o la necesidad de tomar un
antihipertensivo. La aplicacion de la definicion se basara en el promedio de dos o mas lecturas de TA
tomadas en diferentes dias [67]. El procedimiento para la definicion de hipertension sera el
siguiente:

» Revision de la historia clinica en busca del diagndstico de HTA, tratada o no, por
documentacion o por cifras tensionales elevadas en repetidas ocasiones.

* Interrogatorio sobre tratamientos antihipertensivos.

« Determinacion de la tension arterial con el manguito disponible en consultas®. En el caso de
que se encuentre elevada en la exploracion, se indicara al paciente que acuda bien a su
farmacéutico, bien a su médico de cabecera, para su medicion y comunique por teléfono la
presion arterial de tres dias distintos.

Hipercolesterolemia. La hipercolesterolemia se definira por:

« Aparicion en la historia clinica de cifras de colesterol plasmatico en ayunas superiores a 240
mg/dl (6,5 mmol/L) al menos en dos ocasiones.

» Diagnéstico previo de hipercolesterolemia y tratamiento actual con hipolipemiantes o dieta.

« Casos sin determinaciones previas y cifras de colesterol plasmatico en ayunas actual superior
a 240 mg/dl, repetida en dos ocasiones.

2 Se recogeran las determinaciones de presion arterial sistolica (PAS) y diastélica (PAD), en mmHg.
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Diabetes mellitus (DM). Se utilizaran los criterios establecidos por el Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus en 2003 [68]. Segln estos criterios, en los estudios
epidemioldgicos las estimaciones de la prevalencia e incidencia de diabetes debe basarse Unicamente
en una concentracion plasmatica de glucosa, tras ayuno nocturno, igual o superior a 7,0 mmol/L (126
mg/dl). Esta recomendacion tiene por objetivo estandarizar y facilitar el trabajo de campo,
especialmente teniendo en cuenta las dificultades de las pruebas de sobrecarga oral de glucosa. Es
evidente que esta aproximacion al diagnostico producira una infraestimacion de la prevalencia que
podria obtenerse con el uso combinado de la glucosa en ayunas y las pruebas de sobrecarga.

Para considerar a un paciente como diabético, se revisara la historia en busca de un diagnostico
documentado y se recogera informacion sobre el uso de hipoglucemiantes orales o insulina. La
documentacion historica o el tratamiento con hipoglucemiantes es definitorio. En caso negativo, y
siempre que no se tenga acceso a analitica de los Gltimos 6 meses, se utilizara la determinacion basal
de glucosa en ayunas, estableciéndose el diagnostico de diabetes si el valor es superior a 126 mg/dl.

Esta variable se recogera ademas en varios niveles: 1) DM no insulino-dependiente, 2) DM insulino-
dependiente sin repercusion organica demostrada (retinopatia, cardiopatia o nefropatia), 3) DM
insulino-dependiente con repercusion organica demostrada.

Obesidad. El diagndstico de obesidad se basara en el indice de masa corporal (kg/m?) utilizandose los
criterios OMS para su clasificacion:

e Peso bajo: IMC<18,5

e Peso normal: IMC 18,5-24,9

» Sobrepeso: IMC 25-29,9

+ Obesidad: IMC =30
El peso, en Kg, y la talla, en metros con dos decimales, se obtendran directamente de su medicion

por balanza y tallimetro durante la visita del estudio.

Antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular. Se definiran por la existencia de familiares
de primer grado con cardiopatia isquémica (mortal o no) antes de los 50 afios en el caso de los
varones y antes de los 60 en el de las mujeres.

Sindrome metabélico. Para la definicion de sindrome metabdlico se utilizaran los criterios del Adult
Treatment Panel Ill actualizados en 2005 [69], basados en la presencia de al menos tres de los
siguientes factores:

« Obesidad central: Perimetro de cintura[70]* >102 cm en varones 6 >88 cm en mujeres

« Hipertrigliceridemia: Concentracion de triglicéridos en suero® >1,7 mmol/l (150 mg/dl) o
tratamiento farmacologico para los triglicéridos

3 La determinacién del perimetro abdominal se llevard a cabo segin las recomendaciones de la
Sociedad Espariola para el estudio de la Obesidad (SEEDO) esto es con una cinta métrica flexible y
milimetrada estando el sujeto en bipedestacion, sin ropa y relajado. Se localizara el borde superior
de las crestas iliacas y se rodeara la cintura con la cinta métrica por encima de este punto y de forma
paralela al suelo, asegurando que la cinta esté ajustada pero sin comprimir la piel. La lectura se
realiza después de una espiraciéon normal.

4 Extraccién en ayunas.
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e Disminucion del c-HDL: <1,0 mmol/l (40 mg/dl) en varones 6 <1,3 mmol/l en mujeres (50
mg/dl) o tratamiento farmacoldgico

» HTA (ver arriba definiciones operativas de factores de riesgo clasicos)

e Glucemia en ayunas 26,1 mmol/l (110 mg/dl)

Habitos de vida. Para la recogida de esta informacion se utilizaran las definiciones y codificacion de
la ultima Encuesta Nacional de Salud del aiio 2006 [71].

« Tabaquismo. Se recogera en tres categorias: 1) Fumador actual y magnitud del habito (<10;
10-20; >20 cigarrillos/dia), 2) Ex fumador (tiempo sin fumar >1 afo) y 3) Nunca fumador

» Actividad fisica: 1) En el trabajo, 2) En el tiempo libre

Hiperuricemia. No se trata de un factor de riesgo clasico. Se recogera el dato del acido Urico en
sangre en una extraccion en ayunas.

Caracteristicas de los pacientes

Para la descripcion de los pacientes y para poder realizar analisis de subgrupos o de factores
modificadores o confusores, se incluiran los siguientes datos sociodemograficos:

 Sexo.

 Edad. Tanto en el momento de iniciar el seguimiento, como en el momento de ocurrir el
evento o en el momento de censurar el archivo de datos (edad a la visita) o al diagndstico.
Todos los datos de edad se obtendran de las respectivas fechas menos la fecha de nacimiento.

» Nivel de estudios. Se recogera en 7 categorias: 1) Menos de primarios, 2) Primarios, 3)
Formacion profesional, 4) EGB / ESO, 5) BUP / COU / Bachillerato, 6) Estudios de Grado Medio
y 7) Estudios Universitarios.

Datos de la enfermedad reumadtica inflamatoria

e Duracion de la enfermedad en afos. Se recogera la fecha del inicio de los sintomas y la fecha
del diagnostico. Siempre que sea posible se utilizara la duracion desde el inicio de los
sintomas; en los casos en los que no se disponga de esta informacién se empleara la duracion
desde el diagndstico.

 Parametros de inflamacion-actividad en AR:

v" Proteina C reactiva (PCR) ultrasensible

v Velocidad de sedimentacion eritrocitaria

v Factor reumatoide (FR) positivo en alguna ocasion y valor actual (Nefelometria, ELISA o el
método disponible)

v Anticuerpos anti péptidos citricos citrulinados (anti-CCP) en alguna ocasion y valor actual
(ELISA o el método disponible)

v" DAS-28 (4 variables)

v HAQ

> Extraccion sanguinea para la determinacion del colesterol en ayunas. Se recogeran: Lipoproteinas
de alta densidad (HDL); lipoproteinas de baja densidad (LDL), Apolipoproteinas Ay B y lipoproteina a

(Lp(a)).
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 Parametros de inflamacion-actividad en EA:

Proteina C reactiva (PCR) ultrasensible

Velocidad de sedimentacion eritrocitaria

BASDAI

BASFI

Antigeno HLA-B27, aunque no se considere un parametro de inflamacion
Recuento de articulaciones tumefactas (sobre 44 articulaciones)
Recuento de entesis dolorosas (sobre 13 entesis)

AN N NN

 Parametros de inflamacion-actividad en APs:

Onicopatia (si/no)
Afectacion cutanea: indice de gravedad cuantificada por area PASI
Proteina C reactiva (PCR) ultrasensible
Velocidad de sedimentacion eritrocitaria
DAS adaptado a APs, con recuento de 78 articulaciones dolorosas y 76 tumefactas
Recuento de entesis dolorosas (sobre 13 entesis)
v HAQ
Los parametros de inflamacion-actividad sélo se recogeran en la visita basal.

NN NN

« Tratamiento actual para la enfermedad reumatica. Se recogera la utilizacion actual y desde
la ultima visita, sin dosis, pero si con tiempo de exposicion total.

v Metotrexato

v Acido folico/folinico

v" Ciclosporina

v' Salazopirina

v Antipaludicos (s6lo en AR)

v Sales de oro (s6lo en AR)

v’ Bioldgicos: Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Rituximab, Anakinra

v" AINEs: Naproxeno, Diclofenaco, Aceclofenaco, Ibuprofeno, Indometacina, Inhibidores de la
COX-2

v' Esteroides en tratamiento continuado (>3 meses)

v' Otros

En el caso de los controles Unicamente se recogera tratamiento con AINEs, esteroides y otros

farmacos.

Comorbilidad

Se recogera la presencia o no de comorbilidad distinta a la cardiovascular mediante lista de
comprobacion. Se recogera una bioquimica de rutina®. Ademas se recogera el tratamiento de la
comorbilidad y de los factores de riesgo:

v" Hipoglucemiantes orales
v" Insulina
v'  Estatinas

® Esta se realizara a partir de sangre extraida en ayunas e incluira: glucemia, urea, creatinina, acido
Urico, proteinas totales, funcion hepatica, iones, y determinacion de microalbimina en orina,
ademas de las determinaciones necesarias para la evaluacion de la actividad de la enfermedad
inflamatoria y el perfil lipidico.
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Diuréticos

IECA

Inhibidores directos de la renina
ARA-I

Bloqueantes de los canales del calcio
Antiagregantes plaquetarios
Anticoagulantes

Nitratos

Beta-bloqueantes

Estrogenos

Raloxifeno

AN N NN VU N N NN

Determinantes genéticos

En la visita basal se obtendra una muestra de saliva para la extraccion centralizada de DNA y el
analisis genético subsiguiente.

Métodos de identificacion de polimorfismos -SNPs- conocidos. Técnica de PCR a tiempo real:

La reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (Real Time PCR) es un método cuantitativo
preciso para determinar niveles de DNA y RNA en los tejidos. Sus aplicaciones son muy diversas
permitiendo la deteccion de SNPs, determinacion de niveles de expresion genética, deteccion de DNA
viral en tejidos y tipaje de SNPs. Se basa en la deteccion y cuantificacion de un marcador
fluorescente, cuya sefal ira aumentando proporcionalmente a medida que aumenta la cantidad de
producto de PCR. En la reaccion de PCR se incluye una sonda oligonucleétidica unida a un marcador
fluorescente en un extremo y un “quencher” en el opuesto (sonda TagMan). La proximidad del
guencher reduce la senal fluorescente emitida por el fluoroforo. Esta sonda hibrida especificamente
con la secuencia diana entre los oligonucleotidos utilizados, durante las fases de alineamiento y
extension. Durante la reaccion, la actividad 5 nucleasa de la Taq polimerasa va liberando la sonda
que previamente se habia unido al DNA y al aumentar la separacion entre el quencher y el fluoréforo
se produce un aumento de la fluorescencia.

Para la discriminacion alélica de SNPs, se disefia una sonda especifica para cada alelo que se
diferencian en el fluoréforo que la marca (fluorescent dye 6-carboxyfluorescein (FAM), tetracloro-6-
carboxifluoresceina (TET). Un cambio entre la sonda y la secuencia diana reduce la eficiencia de la
hibridacién de la sonda y su posterior liberacion, asi un incremento significativo en la seial de uno de
los fluordforos indicara que alelo se encuentra presente en la muestra que se esta analizando. La
instrumentacion empleada son real-time PCR ABI PRISM 7500Fast o 7900.

Evaluacién de la gravedad

Se evaluara la gravedad de cada una de las patologias en estudio mediante la presencia en la historia
clinica de los siguientes criterios:

a) Artritis Reumatoide: Presencia de artritis erosiva (si/no)
b) Espondilitis anquilosante:

» Actividad persistente (VSG o PCR persistentemente elevadas)

» Existencia de artritis periférica
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» Afectacion precoz de la cadera definida como aquella que aparece en los primeros 10
anos desde el inicio de la enfermedad con afectacion clinica (dolor y limitacion de
movimiento) y afectacion en pruebas de imagen (radiologia o resonancia)

» Cambios radioldgicos en columna vertebral en el momento del diagnostico

» Falta de respuesta a AINEs

c) Artritis psoriasica:
* Inicio de enfermedad como poliartritis
*  N°de articulaciones inflamadas acumuladas (al menos mas de 5)
»  N°de FAMEs utilizados (al menos mas de 2)
*  Presencia de dactilitis
. Presencia de erosiones

A partir de estos parametros se construira un indice de gravedad para cada enfermedad.

Recogida de datos

Cada centro designara un responsable que se encargara de mantener el proyecto activo y de asegurar
que la recogida de la informacion se realiza de forma estandarizada.

Una vez seleccionados los centros participantes, y antes del inicio del estudio, se estableceran
consensos sobre los métodos de analisis de datos de laboratorio, limites de deteccion de los
parametros, puntos de corte de las escalas incluidas y definiciones operativas a utilizar.

Se han disenado cuadernos de recogida de datos (CRD), uno por tipo de paciente y control, mas otro
minimo para aquellos pacientes que no deseen participar tras haber sido seleccionados. Estos CRDs
estaran disponibles en formato electronico pdf con filtros y podran imprimirse y ser enviados a la
central logistica.

Codificacion
Las bases de datos del proyecto se disefaran para que los pacientes incluidos no puedan

identificarse. Se llevara a cabo un enmascaramiento reversible. Cada reumatélogo participante
dispondra de un listado de pacientes con sus codigos al que sélo él tendra acceso.

El codigo del paciente incluira tres digitos de la codificacion del centro, uno de la codificacion del
tipo de paciente (1=AR, 2=EA, 3=APs, 4=control) y dos digitos por el orden de inclusion, segin la
figura:

Centro (001-150) Paciente (01-50)
. I_1_l

Pagina 22




m PROTOCOLO

!

CONTROL DE CALIDAD

Se realizara un estudio piloto para evaluar las dificultades y problemas del CRD. Los resultados del
estudio piloto permitirdn modificar los apartados necesarios hasta conseguir la comprension
adecuada del CRD y una mayor sencillez en su cumplimentacion. Una vez realizadas las correcciones
oportunas se llevara a cabo un entrenamiento sobre estandarizacion de la recogida de la informacion
necesaria.

Se redactara un manual del investigador para describir y estandarizar el proceso asi como para
resolver las posibles dudas que puedan surgir durante la cumplimentacion del CRD. Este manual
también contendra informacion sobre el control de las pérdidas durante el seguimiento y los procesos
de verificacion y control de calidad de los datos.

Los filtros del CRD evitaran la inclusion de valores fuera de rango y de valores perdidos.

Se llevara a cabo una monitorizacion in situ de centros seleccionados al azar por monitores
acreditados. Estos validaran los datos en los CRDs enviados con los disponibles en las historias
clinicas.

CONSIDERACIONES ESTADISTICAS

Tamaino muestral

Para el calculo del tamaio muestral nos basamos en los siguientes supuestos:
1. En la poblacién general la prevalencia de riesgo elevado (>5%) es del 10% [10].

2. Asumimos que es necesario modificar las tablas de riesgo si este supera en un 40% al que
predicen las tablas. Esto significa que queremos detectar un 40% de mas riesgo (14%) en
enfermedades inflamatorias crénicas si realmente existe.

3.  Aceptamos un error alfa=0,05 y un error beta=0,20

Para detectar una diferencia de proporciones de 4 puntos (10% frente a 14%) necesitamos una
muestra de 1.085 para cada uno de los grupos.

Redondeamos a 1.100 por grupo para asumir pérdidas en el seguimiento, corregir el efecto de disefio
en el calculo de prevalencias y para permitir el analisis de modelos de regresion multiple.

La muestra prevista total es de 4.400 pacientes (AR, EA y APS mas controles de enfermedades no
inflamatorias). Dependiendo del nimero total de centros participantes, el niUmero final de pacientes
por centro sera de:

N a reclutar por grupo

Centros participantes en cada centro N total por centro N total
100 11 44 4400
75 15 60 4500
70 15 60 4200

Pagina 23




m PROTOCOLO

50 22 88 4400

44 25 100 4400

No consideramos que mas de 100 pacientes por centro sea un reclutamiento factible.

Analisis estadistico

Una vez finalizada la recogida de datos se realizara un proceso de depuracion de la base de datos y
una descripcion de los centros participantes y los pacientes seleccionados. Se estudiara la
distribucion de las variables y se realizaran pruebas de normalidad para definir los métodos
estadisticos a utilizar.

Todos los analisis se ajustaran por la duracion de la enfermedad, bien mediante estratificacion o
anadiendo la variable duracion de la enfermedad en los modelos. El analisis se llevara a cabo con el
paquete estadistico Stata/IC 10.1 (StataCorp LP, College Station, TX 77845 USA).

Se tendra en cuenta el efecto del disefio por conglomerados, ajustando los analisis por una variable
que defina a cada centro y utilizando las herramientas de encuestas poblacionales de este paquete
estadistico.

En cada una de las visitas se realizaran diferentes tipos de analisis.

Visita basal

- Estudio descriptivo de todas las variables de interés mediante medidas de tendencia central y de
dispersion (media, mediana, desviacion estandar, rango intercuartilico) en el caso de variables
cuantitativas y distribucion de porcentajes en el caso de las cualitativas, comparando los
resultados entre los diferentes grupos de pacientes y entre éstos y el grupo control.

- Estimacioén (intervalo de confianza del 95%; 1C95%) de la prevalencia de factores de riesgo CV,
tanto clasicos como no clasicos, tanto para cada una de las patologias como de forma global.

- Estimacién del SCORE medio (IC95%) global y por sexos y de la prevalencia de Riesgo Alto segln la
definicion operativa. Los pacientes con eventos CV previos se excluiran del calculo del score
puesto que son pacientes de alto riesgo ya definido.

- Analisis del efecto de confusion del IMC y de la inflamacion en las posibles diferencias entre
pacientes y controles en los factores de riesgo CV, mediante el empleo de modelos de regresion
ajustados.

- Estudio de correlacion entre los marcadores de inflamacion o actividad de las tres patologias
seleccionadas y los factores de riesgo CV.

Visitas de seguimiento

Se realizaran tres visitas de seguimiento, a los 2,5; 5; y 10 afos. En cada una de ellas se llevaran a
cabo los siguientes analisis:

- Estudio de las pérdidas: se contabilizaran las pérdidas y se definiran sus posibles causas. Ademas,
se analizara la magnitud y direccion del posible sesgo mediante la comparacién de las
caracteristicas basales entre las pérdidas al seguimiento y los sujetos que permanecen en el
estudio.
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- Estimacién de la incidencia (IC95%) de eventos CV, segun definiciones operativas. Se excluiran
del calculo de incidencia a aquellos pacientes con eventos cardiovasculares previos a la basal
debido a que ya tenian alto riesgo antes de entrar en el estudio.

- Estimacion de la tasa estandarizada de mortalidad por causa CV (IC95%).

- Asociacion entre diversos factores de riesgo y aparicion de nuevos eventos CV mediante analisis
bivariantes.

Calculo de la funcidn de riesgo

El riesgo de enfermedad cardiovascular mortal en 10 afos se calculara mediante un modelo de
riesgos proporcionales de Weibull. En este modelo la funcion de riesgo se basa en la edad del
individuo en lugar de en su tiempo de observacion. El empleo de la edad como variable de tiempo
permite hacer estimaciones para todo el rango de edad observado en el estudio. Por otra parte, este
modelo permite hacer estimaciones para seguimientos superiores a la duracion del periodo de
seguimiento del estudio; el calculo del riesgo a 10 afos se basara en la probabilidad condicionada de
mortalidad cardiovascular para los siguientes 10 anos, suponiendo que el individuo ha sobrevivido a la
edad indice. En los modelos se introduciran los factores de riesgo, clasicos y no clasicos, que en el
analisis bivariante asi como los posibles factores de confusion. Se efectuaran dos estimaciones de
riesgo independientes (modelo para enfermedad coronaria y para enfermedad no coronaria) y con dos
métodos de evaluacion (colesterol y relacion colesterol/HDL). El riesgo cardiovascular total sera la
suma de los riesgos de enfermedad coronaria y no coronaria. Los modelos construidos para el
seguimiento a los 2,5 y 5 afos se validaran con los datos del dUltimo corte a 10 afos.

Por ultimo, se disefaran tablas de riesgo y se calculara la prevalencia de riesgo elevado (Score >5%)
en las poblaciones de pacientes (independientes y global) y en el grupo control.

Analisis de la influencia alélica o genotipica

El equilibrio de Hardy-Weinberg se investigara empleando una prueba de bondad de ajuste que
analiza las frecuencias génicas de los individuos control [Arlequin 5.1]. Este test analiza si los
genotipos observados corresponden a la distribucion teodrica esperada. Las diferencias en las
frecuencias observadas de los distintos genotipos, haplotipos o alelos, entre el grupo de los pacientes
y el grupo control, se evaluaran mediante el método de la Chi-cuadrado (Mantel-Haenszel) a partir de
tablas de contingencia 3 x 2 6 2 x 2; la prueba exacta de Fisher se aplicara cuando alguno de los
valores esperados sea inferior a 5. Se calculara la odds ratio (1C95%) segun el método de Woolf con la
modificacién de Haldane.

También se evaluara, en los casos necesarios, el posible desequilibrio de uniéon entre dos loci
mediante el valor r2 [Haploview v2.03].

Aspectos éticos

El presente estudio sera desarrollado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y sus revisiones
posteriores. Todos los participantes invitados a participar en el estudio recibiran informacion sobre
los objetivos del mismo y sobre el caracter confidencial de sus datos, tras lo que se les pedira que
firmen un consentimiento. Se recabara un consentimiento separado para el analisis genético.
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Los centros participantes asignaran un codigo de identificaciébn a cada uno de sus pacientes y
mantendran la confidencialidad de los datos de acuerdo a la normativa vigente de la Agencia Oficial
de Proteccion de Datos.

Evaluacion beneficio-riesgo para los sujetos de investigacion

El riesgo para los pacientes participantes en el estudio sera el mismo que si no participaran en el
mismo, puesto que no se realizan pruebas invasivas ni se modificaran tratamientos como
consecuencia del proyecto.

El beneficio esperado para los pacientes participantes en el estudio tampoco se vera afectado. No
obstante, un mayor conocimiento sobre el riesgo CV de este tipo de pacientes podra ser beneficioso
para dichos pacientes en el futuro.

Informacion y consentimiento

Cada paciente recibira un texto de informacion en el que se ofrecera una explicacion completa en
términos coloquiales de la finalidad del estudio, asi como informacion sobre los datos que se van a
recoger (datos clinicos y obtencion de muestras de sangre u orina). Los médicos participantes son
responsables de explicar a los todos los pacientes, antes de su inclusion en el estudio, la naturaleza,
finalidad, procedimientos y duraciéon esperada del estudio, asi como los datos que se recogeran
durante la participacion en el mismo. Se le concedera a cada paciente el tiempo necesario para
tomar una decision y realizar las preguntas oportunas. El paciente debe ser informado acerca de su
derecho a abandonar el estudio en cualquier momento sin que ello le suponga perjuicio alguno.

El consentimiento informado sera siempre por escrito. Dicho documento permanecera bajo la custodia
del investigador, pudiendo ser requerido por monitores del estudio para ser auditado. El
consentimiento informado en ninglin caso debera salir del centro ni ser archivado en ningln otro lugar.

Confidencialidad de los datos
Se guardaran las normas de seguridad y confidencialidad propias de este tipo de estudios.

El tratamiento de los datos de caracter personal requeridos en este estudio se rige por la Ley
Organica 15/1999 de 13 de diciembre. El anonimato del paciente se mantendra en todo momento, al
utilizarse exclusivamente un codigo numérico de identificacion. Las anotaciones recogidas en la
historia clinica de los pacientes podran ser revisadas por las autoridades sanitarias. Los detalles
permaneceran siempre confidenciales y no se revelara el nombre del paciente en ningln caso.

Interferencia con los habitos de prescripcion del médico

En ningln caso se interferira ni se incentivara la utilizacion de ningln tratamiento especifico ni para
la enfermedad inflamatoria reumatica ni para la CV si la hubiera. La naturaleza del estudio es
Unicamente observacional. Los médicos participantes seguiran su practica médica habitual y las
recomendaciones vigentes.
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LIMITACIONES

Una limitacion importante es el reclutamiento de un elevado nimero de pacientes. En especial
preocupa el elevado nimero de pacientes con APs a reclutar por centro. Hemos considerado que el
maximo numero por centro seria de 25 pacientes de este tipo. Si no se lograra el tamafo muestral de
alglin grupo especifico se podrian utilizar las siguientes estrategias: aumentar el nimero de centros
participantes, solicitar a centros grandes que recluten a mas pacientes con la patologia en cuestion,
calcular el poder estadistico en el primer afo con la muestra reclutada y decidir si es factible
continuar sin apurar la muestra.

Otra limitacion importante es la necesidad de realizar un seguimiento prolongado (10 afos) a una
cohorte de mas de 4.000 pacientes. Para obtener estimaciones fiables y no sesgadas es preciso
conseguir un seguimiento lo mas completo posible. Para ello se disenaran e implementaran
estrategias que fomenten la participacion y el seguimiento de los centros, médicos y pacientes
participantes.
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