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RESUMEN

En las ultimas décadas, se ha observado una mayor incidencia de enfermedad
cardiovascular en los pacientes con lupus eritematoso sistémico. El aumento de esta
incidencia cobra atin mayor importancia en el intervalo de edad donde es mas frecuente
esta enfermedad, es decir, en mujeres en edad fértil. Al tratarse de una poblacion
minoritaria y joven, las escalas que utilizamos de forma habitual para valorar el riesgo
cardiovascular fallan a la hora de identificar qué pacientes tienen mds probabilidades de
tener un evento. En este sentido, numerosos estudios apuntan a la necesidad de generar
nuevos algoritmos donde intervengan formas de identificar la aterosclerosis subclinica y
nuevos biomarcadores que puedan suplir en las escalas clasicas al factor determinante
que es la edad. En este sentido, la esclerostina es un marcador precoz de calcificacion

vascular que se ha testado de forma eficaz en distintos grupos poblaciones.

Este trabajo establece, por primera vez, que la esclerostina puede ser un
biomarcador fiable de aterosclerosis subclinica en pacientes con lupus eritematoso
sistémico. Ademas, hemos analizado qué factores de riesgo cardiovascular cldsicos o
derivados directamente de la propia enfermedad puedan estar detrds de dicha relacion.
También, hemos objetivado una mayor concentracion de esclerostina en la poblacién con
lupus que no se explica completamente atendiendo sélo al riesgo cardiovascular,
pudiendo tratarse de un factor implicado en el eje 6seo-vascular que se suele ver afectado
en los pacientes con lupus eritematoso sistémico, y abriendo la puerta a futuras
investigaciones para intentar descubrir los mecanismos fisiopatolégicos que aumentan la

calcificacion vascular de estos pacientes.
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I. INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que puede
dafiar potencialmente cualquier 6rgano o sistema. La gran diversidad de manifestaciones
clinicas se debe a la complejidad de los factores (genéticos, hormonales y ambientales)
que la causan, asi como a la gran diversidad de mecanismos que derivan finalmente en la
expresion clinica. La multitud de campos que afecta hace que su estudio y tratamiento
supongan un enorme reto cientifico en toda la practica clinica, desde la investigacion

cientifica hasta la consulta médica (1).

1. Historia del lupus eritematoso sistémico

La palabra lupus proviene del latin y significa lobo, describiendo de esta forma
las lesiones cutdneas agresivas que recuerdan en algunos casos a la mordedura producida
por este animal. La primera vez que aparece escrita la enfermedad con este nombre data
del siglo X en la biografia de San Martin, aunque es Hipdcrates el que generalmente se
ha considerado como el primero en describirla como la “dermatosis que roe”. Incluso en
la Edad Media se llegd a suponer que los pacientes con LES eran personas capaces de
transformarse en animales, evocando el antiguo mito de los hombres lobo (2). La primera
descripcion clara del lupus es de Laurent Theodore Biett de la Escuela de Dermatologia
de Paris a principios del siglo XIX en el libro “lupus erythematosus” publicado en 1833,
haciendo referencia a “una condicion rara, que aparece con mayor frecuencia en mujeres
Jjovenes que por lo demds estdn sanas y que ataca principalmente la cara. Manchas rojas
redondas, ligeramente elevadas, del tamaiio de un chelin, aumentan gradualmente de
tamario y, a veces, se extienden por la mayor parte de la cara. Los bordes de las manchas
son prominentes y el centro, que conserva su color natural, estd deprimido. Hay calor y
enrojecimiento, pero no hay dolor ni picazon. Es esencialmente una afeccion cronica,
aunque su apariencia indicaria lo contrario”(3), tratdindose claramente de la descripcion
del lupus discoide. No es hasta finales del siglo XIX cuando Moriz Kaposi de la Escuela
de Medicina de Viena hace referencia a los sintomas sistémicos del lupus y finalmente
Sir William Osler el que acufa el término lupus eritematoso sistémico, asociando las

manifestaciones cutdneas con afectacion de otros érganos como el corazén, el pulmén o
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los rifiones (4). Desde entonces, el progreso en el conocimiento de la etiopatogenia y los
tratamientos han evolucionado de manera tan significativa que ha cambiado el curso
evolutivo y el prondstico de esta enfermedad, aunque son multiples los retos que quedan

pendientes y muy numerosos los campos de investigacion abiertos.

2. Epidemiologia del lupus eritematoso sistémico

La prevalencia y la incidencia de LES estan aumentando en las tltimas décadas
de forma progresiva, probablemente debido a la mejora en la identificacion de los casos
mas leves y al aumento de la supervivencia que alarga la duracion de la enfermedad. En
2007, la incidencia en Estados Unidos era de 5,1 por cada 100.000 habitantes/afio y la
prevalencia de 52,2 por cada 100.000, aunque esta incidencia varfa segun la etnia y la
localizaciéon geografica. En determinadas razas como la afroamericana esta incidencia
aumenta. El LES suele afectar a mujeres en edad fértil, con una ratio 9:1 con respecto a
los hombres (5). En cuanto a la epidemiologia en Espafa el estudio EPISER2000 estimé
una prevalencia de 91 casos por cada 100.000 habitantes en 1999. Este proyecto ha
continuado, y recientemente se han publicado los resultados con los datos del
EPISER2016 que estima la prevalencia en Espafia en 210 casos por cada 100.000
habitantes (6).

Segun los datos publicados por el proyecto Euro-lupus que realiz6 un seguimiento
prospectivo de 30 afios a una cohorte de 1000 pacientes de LES, la edad media de
comienzo de los primeros sintomas fue 29 afios, no siendo hasta dos afios de media
después, los 31 afios, cuando los pacientes fueron categorizados como LES, cumpliendo
los criterios clasificatorios de la American College of Rheumatology (ACR) (7). La tasa
de mortalidad general entre los pacientes con LES ha mejorado drasticamente en los
ultimos 50 afios, habiendo sido de hasta el 50% en la década de 1950, aumentando la tasa
de supervivencia a los 10 afios en todo el mundo a més del 90% desde la década de 1990.
Sin embargo, la tasa de mortalidad es aun mayor entre los pacientes con LES que entre la
poblacién general, con tasas de mortalidad estandarizadas de 2-5 en los estudios

epidemioldgicos (8).
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3. Fisiopatologia del lupus eritematoso sistémico

El LES es una enfermedad autoinmune caracterizada por la produccion de
anticuerpos dirigidos contra autoantigenos que afectan comtnmente a la piel, rifidn,
aparato locomotor y al sistema hematopoyético, entre otros (1). Algunos de estos
autoanticuerpos existen en un elevado porcentaje de la poblacion, en personas sanas, sin
que ello conlleve una evolucion de enfermedad. Es por ello, que debe existir una pérdida
de autotolerancia en la que se anule la capacidad de controlar la produccién y la cualidad
de los autoanticuerpos que lleve a la aparicion de enfermedad. En este proceso de pérdida
de autotolerancia estdn implicados tanto la predisposicidon genética como otras factores,
como son ambientales, tales como la nutricidn, las infecciones y las sustancias quimicas,
y los factores hormonales; sin embargo, no estd claro cudnto y por qué mecanismos

contribuyen cada uno de estos factores al desarrollo de la autoinmunidad (9).

3.1 Factores genéticos y epigenéticos:

Los estudios de genes candidatos y las exploraciones de todo el genoma han tenido
éxito en la identificacion de nuevos loci que contribuyen a la susceptibilidad a la
enfermedad. En conjunto, estos estudios han identificado y confirmado alrededor de 90
loci que contribuyen a la patogenia del LES. Estos datos resaltan la importancia de varias
vias, incluidas las que involucran la activacion y funcién de los linfocitos, la eliminacion
de complejos inmunes, la respuesta inmunitaria innata y las respuestas de la inmunidad
adaptativa (10). La sobreexpresion de los genes en la via del interfer6n (IFN),
especialmente el IFN tipo I mediado por las células plasmocitoides dendriticas y el
aumento en la produccion del IFN-a., juegan un papel central en la susceptibilidad a la
pérdida de la autotolerancia inmune (11). Existen, a su vez, polimorfismos genéticos
especificos de la descendencia que pueden justificar la diferente expresion clinica de la
misma enfermedad en distintas localizaciones geograficas o razas, tales como la proteina
tirosina fosfatasa no receptora de tipo 22 (PTPN22) o proteina 3 inducida por alfa o A20
(TNFAIP3), entre muchos otros (11).
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Ademads, en las ultimas décadas, cada vez mas pruebas han demostrado los roles
de la desregulacion epigenética en la patogenia de las enfermedades autoinmunes,
especialmente el lupus eritematoso sistémico (LES), dando forma a una nueva era de la
investigacion en la autoinmunidad. En particular, la hipometilaciéon del 4acido
desoxirribonucleico (ADN), la modificacion de histonas aberrantes y la reactivacion del
cromosoma X son caracteristicas epigenéticas del LES (12). Aun estamos lejos de poder
aportar un enfoque mas practico-clinico a estos conocimientos, aunque se conoce que las
alteraciones epigenéticas especificas en las enfermedades autoinmunes pueden
proporcionar biomarcadores potenciales para estas patologias (13). Por ejemplo, el nivel
de metilacion del ADN del promotor IFI44L es sensible y especificamente menor en
pacientes con nefritis lipica (NL) (14). El alto coste, la baja disponibilidad general y la
ausencia de base experimental hacen por el momento que estos biomarcadores no estén

disponibles en la poblacién general.

Por tanto, el LES tiene lugar cuando un individuo con susceptibilidad genética se
encuentra con factores ambientales desencadenantes. Esto provoca la pérdida de la
autotolerancia inmune al hacer que los linfocitos T reconozcan a los autoantigenos
proporcionando ayuda a los linfocitos B autorreactivos, que finalmente son los

encargados de producir el conjunto de autoanticuerpos que desarrollaran la enfermedad.

3.2 Factores ambientales:

La asociacidn de la aparicion de LES con exposicion a determinadas sustancias o
circunstancias como la silice, el tabaquismo, los anticonceptivos orales, la terapia
hormonal posmenopédusica o la endometriosis, es positiva en distintos trabajos
publicados, siendo esta la evidencia epidemioldgica mas fuerte en el momento actual. En
otra direccion, estudios recientes también han proporcionado pruebas de la asociacion
entre consumo de alcohol y disminuciéon del riesgo de LES. Otros factores que
hipotéticamente pueden ser desencadenantes como la polucion, la luz ultravioleta, las
infecciones, las vacunas, los pesticidas o algunos metales pesados como el mercurio,

presentan datos preliminares, contradictorios o insustanciales por el momento (15).
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Aunque existen estudios contradictorios en cuanto a la asociacion con el tabaco,
un metandlisis reveld una relacion positiva entre los fumadores activos y la aparicién de
LES, sin que existiera relacion con los exfumadores (16). La exposiciéon a los
componentes toxicos del tabaco puede inducir a estrés oxidativo y dafiar de forma directa
las proteinas enddgenas y el ADN, conduciendo a mutaciones genéticas y a la activacion
de genes susceptibles induciendo al desarrollo de la enfermedad (17). En cuanto al
alcohol, al igual que con el tabaco, los estudios individuales revelaban conflictos en
cuanto a resultados, siendo un metandlisis de seis estudios de casos y controles el que
demostré que el consumo moderado de alcohol tiene un efecto protector sobre el
desarrollo del LES (18). Esto puede deberse a que el consumo habitual de esta sustancia
induce a una disminucion de la respuesta a los inmunogenes y a la supresion de la sintesis
de citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina

(IL) — 6 ¢ IL-8 (19).

En cuanto a las infecciones, en particular las infecciones por virus de Epstein-Barr
(VEB), parvovirus B19, retrovirus y citomegalovirus (CMV), podrian desempefar un
papel patogénico fundamental. Las interacciones multifacéticas entre las infecciones y la
autoinmunidad revelan muchas posibilidades de asociaciones causales o protectoras (20).
Se conoce que durante el curso agudo de una infeccién viral, bacteriana, parasitaria o
fungica se pueden dar situaciones aberrantes y alteraciones de los procesos fisiologicos y
protectores del sistema inmunoldgico en sujetos genéticamente predispuestos (21). En
general, se ha demostrado la asociacion entre distintos procesos infecciosos,
especialmente infecciones virales, con la aparicion de LES. La pérdida de autotolerancia
puede desencadenarse por mimetismo molecular entre las estructuras del huésped y del
patogeno, en el contexto de la presencia conjunta de inmunocomplejos y fracciones
virales o bacterianas. Sin embargo, se necesitan mas investigaciones para dilucidar los
mecanismos moleculares involucrados con el fin de desarrollar enfoques preventivos

(22).

3.3 Factores hormonales:

El LES es una enfermedad mucho mds prevalente en el sexo femenino, con una
ratio 9:1, y con especial incidencia en los afios fértiles. Tanto las hormonas sexuales como

los factores asociados al cromosoma X parecen estar implicados en la disparidad
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intersexos de la incidencia del LES. Los esteroides sexuales, que incluyen el 17-p-
estradiol, la testosterona, la prolactina, la progesterona y la dehidroepiandrosterona
(DHEA), influyen en la regulacion del sistema inmunolégico y la gravedad de la
enfermedad en pacientes con LES (15). Aunque estda demostrado que existen relaciones
causales o0 moduladoras entre el lupus y la actividad de la enfermedad con las distintas
hormonas descritas previamente, el ciclo menstrual, la red tan compleja de
retroalimentacion de los sistemas hormonales, las conversiones hormonales constantes y
las relaciones de la cronologia bioldgica con el desarrollo complican de manera
significativa la interpretacion de las relaciones causa-efecto y el establecer una terapia

inmunomoduladora dirigida a estas dianas (23).

3.4 Patogenia:

Aun falta mucho para conocer completamente la patogenia del LES, los distintos
mecanismos de activacion y de pérdida de autotolerancia, existiendo una gran variedad
tanto en la expresion clinica como en la expresion molecular. En sujetos con
predisposicion genética un mecanismo “gatillo” inicia una cascada inflamatoria que
finalmente se asocia con deficiencias a la hora de eliminar los restos de la apoptosis
celular. Defectos en el aclaramiento apoptético dan como resultado un actimulo de restos
intranucleares exponiendo un gran nimero de autoantigenos y generando un mayor riesgo
de que fragmentos de particulas nucleares sean capturadas por células presentadoras de
antigeno y que, a través de la interaccion con linfocitos T y B, se desarrollen anticuerpos

antinucleares (ANA), presentes en todos los pacientes con LES (24).

Los linfocitos T regulan las respuestas de las células B e infiltran los tejidos diana
causando dafio directo. Ademads, dichos linfocitos T, tienen varias anomalias bioquimicas
en los pacientes con LES que les confieren un fenotipo hiperexcitable a pesar de presentar
una defectuosa capacidad en la transcripcion de genes. Esto da como resultado un tipo de
linfocito peculiar con propiedades de células activadas/efectoras, por un lado, pero un
estado anérgico por el otro (25). Todo ello se relaciona con un aumento de citoquinas
estimuladoras de los linfocitos B (IL-6,1 IL-17, IL-18 o el TNF-a., entre otras) que estan

implicadas en la cascada inflamatoria que acaba en el dafio tisular de los 6rganos diana
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de los pacientes con LES (26). Estas moléculas se han convertido en posibles dianas

terapéuticas (26).

En resumen, la patogenia del LES dista mucho de estar completamente explicada,
quedando clara la gran complejidad de la misma, y teniendo implicacién gran parte del
sistema inmune en la evolucion de la sintomatologia. La presentacion de autoantigenos,
la predisposicion genética para una respuesta anormal de los linfocitos T y la incapacidad
de control de las citoquinas proinflamatorias parecen tener un papel determinante en el

desarrollo de esta enfermedad.

4. Manifestaciones clinicas del lupus eritematoso sistémico

Las manifestaciones clinicas del LES engloban un amplio y heterogéneo grupo de
sintomas que pueden afectar a distintos Organos y sistemas. Los datos clinicos mas
frecuentes y que afectan a practicamente la totalidad de los casos son también los
sintomas maés inespecificos, como la fiebre o febricula, la astenia, la anorexia y la pérdida

de peso (27).

Entre las dianas mas frecuentes y destacables de afectacion en el LES destacamos
las siguientes manifestaciones, recogidas en su mayoria en la Tabla 1 junto con la

incidencia y prevalencia de las mismas:

4.1 Mucocutaneas

Las manifestaciones cutdneas son las segundas en frecuencia en el LES tras las
del aparato musculoesquelético. Clasicamente se han diferenciado entre "especificas" y
"no-especificas" (28). Entre las especificas del LES se encuentran el lupus eritematoso
discoide (LED) que se encuentra hasta en el 80% de los casos (29). Por otro lado, el lupus
eritematoso cutdneo subagudo (LECS) se observa en aproximadamente el 15% de los
casos, mientras que menos del 5% de los casos presentan otros tipos de LEC, como el

lupus profundo. Las manifestaciones cutdneas inespecificas del LES son amplias y

28



heterogéneas, como las ulceras orales, la alopecia no cicatricial y los diferentes tipos de
manifestaciones vasculares asociadas de forma variable (fenémeno de Raynaud, livedo
reticularis, entre otras) (30). En todas las afectaciones cutidneas del LES la
fotosensibilidad juega un papel importante (31). En los nuevos criterios clasificatorios
actualizados en 2019, las lesiones cutdneas se dividen en 4 subtipos, con diferentes
puntuaciones entre ellas segun el riesgo de estar presente en el lupus sistémico (alopecia
no cicatricial - 2 puntos; ulceras bucales - 2 puntos, LED crénico o subagudo - 4 puntos;

LECS - 6 puntos) (32).

Tabla 1. Sintomas y signos mds frecuentes del LES a excepcion de las manifestaciones
hematoldgicas, y su prevalencia al diagndstico y durante el curso evolutivo de la
enfermedad, adaptado de la pdgina web “Clinical manifestations and diagnosis of

systemic lupus erythematosus in adults — UpToDate” (33).

Sintomas y signos % al diagndstico % en la evolucion
Artritis o artralgias 62 - 67 83-95
Piel 73 80-91

LED (rash malar) 28 - 38 48 — 54

Fotosensibilidad 29 41 - 60

Aftas orales 10-21 27-52

Alopecia 32 18-71

Fenémeno de Raynaud 17-33 22-71
Renal 16 - 38 34-173
Gastrointestinal 18 38 - 44
Pulmonar 2-12 24 -50

Pleuritis 17 30-45

Derrame pleural 24

Neumonia 29
Cardiaca 15 20 - 46

Pericarditis 8 8-48
Linfadenopatia 7-16 21-50
Esplenomegalia 5 9-20
Hepatomegalia 2 7-25
Sistema nervioso central 12-21 25-175

Psicosis 1 5-52

Convulsiones 0,5 2-20
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4.2 Musculoesqueléticas

Las articulaciones se ven afectadas hasta en el 95% de los pacientes con LES y la
afectacion articular puede ser el sintoma guia o de presentacion en mas del 50% de los
casos (34). Esta afectacion articular se caracteriza por tener una amplia heterogeneidad
en los fenotipos y la gravedad, considerdndose afectacion desde la artralgia (dolor
articular persistente sin evidencia de sinovitis) a la artropatia deformante (artropatia de
Jaccoud) y la artritis erosiva. Debido a esta heterogeneidad, su inclusion en los criterios
de clasificacion ha sido siempre inconsistente, asi como su utilidad en los indices de
actividad de la enfermedad (35). El desarrollo de nuevas técnicas de imagen como la
ecograffa o la resonancia magnética estan facilitando el diagndstico, la diferenciacion y
el seguimiento de la afectacion articular, aunque presentan problemas en la aplicacion
practica al existir diferencias observador dependiente en el caso de la ecografia y poca

accesibilidad por el tiempo y los costes econdmicos en el caso de la resonancia (36).

Al margen de las articulaciones, el resto de estructuras del aparato locomotor
también pueden verse afectadas. Las tendinopatias, los nddulos subcutaneos y las necrosis
avasculares Oseas son mas frecuentes que en la poblacion general (34). Ademds, las
mialgias y las miositis son afectaciones reconocidas propias del LES, pudiendo afectar
segun las series al 50-80% de los pacientes en la caso de las mialgas y al 5-11% en el

caso de las miositis inflamatorias (37).

4.3 Hematoldgicas

Las manifestaciones hematoldgicas en el LES son frecuentes y diversas. Su
frecuencia varia entre diferentes poblaciones (38). La mayoria de estas manifestaciones
son causadas por una mayor destruccion periférica de células sanguineas asociada con
autoanticuerpos circulantes, aunque también pueden ser de etiologia iatrogena o por otras
enfermedades concomitantes. Las principales manifestaciones hematoldgicas del LES
son la anemia, la leucopenia, la trombocitopenia y el sindrome antifosfolipido (SAF) (39).

Estudios recientes han descrito que las relaciones entre neutrofilos-linfocitos y linfocitos-
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plaquetas pueden ser a su vez predictoras del desarrollo seroldgico y de la afectacion de

diversos 6rganos implicados en el LES (40).

La anemia en el LES puede deberse al mismo proceso cronico, ser secundaria a la
afectacion renal, por hemorragia, hemolisis inducida por farmacos o de caracter
autoinmune. Existen otras causas mds raras de anemia secundaria al LES que incluyen la
aplasia eritrocitica, la anemia aplésica y la anemia hemolitica microangiopatica (41).
Tanto la linfopenia como la neutropenia estan asociadas a anticuerpos circulantes en la
inmensa mayoria de los casos. En el caso de la trombopenia las causas también son
variadas, pudiendo deberse a la presencia de autoanticuerpos antiplaquetarios, aunque
también se ha asociado con otros trastornos que se han relacionado de forma secundaria
con el LES como la pirpura trombdtica trombocitopénica, la mielofibrosis autoinmune y
el sindrome de activacion macrofdgica. Cuando coinciden en el mismo paciente el
desarrollo de anemia hemolitica y trombopenia autoinmunes se conoce como sindrome

de Evans (39).

El SAF puede ser primario si se presenta de forma aislada, o secundario si esta
asociado a otras enfermedades autoinmunes, de las cuales el LES es la principal. Se trata
de una enfermedad autoinmune sistémica caracterizada por el desarrollo de trombosis
venosa o arterial y/o morbilidad durante el embarazo, asociadas a la presencia confirmada
de anticuerpos antifosfolipidos (42). Los anticuerpos antifosfolipidos incluidos
actualmente en los criterios de clasificacion son el anticoagulante lupico, los anticuerpos

anticardiolipina y los anti-2 glicoproteina I (43).

4 4 Renales

El LES presenta afectacion renal en aproximadamente el 50% de los pacientes. La
NL es un factor de riesgo importante de morbilidad y mortalidad general en el LES y, a
pesar de las potentes terapias antiinflamatorias e inmunosupresoras, todavia provoca
casos de enfermedad renal crénica (ERC) y terapia renal sustitutiva (44). El grado de
afectacion y la repercusion directa que tiene en la mortalidad y comorbilidad es muy

dispar entre diferentes razas y etnias como demuestran los estudios que comparan la NL
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en afroamericanos, caucdsicos e hispanos en Estados Unidos, incluso tras realizar ajuste

con los niveles socioeconémicos (45).

La proteinuria es el hallazgo guia presente en todas las NL, encontrdndola en
rango nefrdtico hasta en el 50% de las ocasiones. La hematuria microscopica y los
defectos tubulares son también frecuentes encontrdndolos en un 80% y 70%
respectivamente. La ERC aparecerd en un 60% de los casos. Otras complicaciones como
la hipertension arterial (HTA) que afecta al 30% y la glomerulonefritis rdpidamente
progresiva al 15% son menos frecuentes pero potencialmente muy graves (44). Es
fundamental buscar y reconocer precozmente la NL porque cuanto antes se establezca el
diagndstico y se inicie el tratamiento, mejor es el prondstico y el curso evolutivo del LES

(46).

La Sociedad Internacional de Nefrologia publicé en 2018 una actualizacion para
definir mejor los subtipos histoldgicos de NL y los indices de actividad de la misma. Se
propusieron mejoras en las definiciones que podrian afectar el tratamiento y el prondstico,
prestando especial importancia al concepto y diferenciacién de la glomerulonefritis tipo
IIT'y IV, asi como a los indices de puntuacion de cronicidad y actividad (47). Estas nuevas
indicaciones se han demostrado mas fiables a la hora de valorar el grado de afectacion y
la actividad en las NL (48.,49). A pesar de ello, la clasificacion cldsica que aun se utiliza

en la préctica diaria es la que se realizé en 2003 (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los subtipos histolégicos de NL, adaptado de “Parikh et al."(50).

Categoria  Descripcion

Clase I NL mesangial minima
Clase 11 NL proliferativa mesangial
Clase III NL focal
Clase IV NL focal difusa
Clase V NL membranosa

Clase VI NL con esclerosis
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4.5 Otras manifestaciones

Entre las manifestaciones pulmonares la mas frecuente es la pleuritis que puede
ocurrir hasta en el 30-45% de los casos acompaifiada a o0 no de derrame pleural. Conocer
la prevalencia real de la afectacion pulmonar es complicado por la alta incidencia de
infecciones respiratorias que tienen lugar en el transcurso de la enfermedad (51). Al
margen de la pleuritis, también puede darse la afectacion secundaria al LES del
parénquima pulmonar (neumonia ldpica, hemorragia alveolar masiva o la neumopatia
intersticial cronica), el tromboembolismo pulmonar y la hipertensiéon pulmonar asociados
ano al SAF, y el compromiso de la via aérea dando un cuadro parecido a la enfermedad

pulmonar obstructiva crénica (52).

La pericarditis y las alteraciones valvulares son las manifestaciones cardiacas mas
predominantes. En un metanalisis la primera presentd6 30 veces mayor riesgo de
presentacion en los pacientes con LES que en los controles sanos y una incidencia del
254% en una cohorte de 425 LES (53). Ademds de las manifestaciones puramente
cardiacas, desde la mejora del tratamiento inmunosupresor y del control de las
infecciones, la primera causa de mortalidad en el LES han pasado a ser las enfermedades

cardiovasculares (8).

Las manifestaciones neuropsiquidtricas en el LES pueden ser causadas tanto por
vasculitis como por autoanticuerpos, asi como los propios mediadores inflamatorios de la
enfermedad. La sintomatologia es muy variada, asi como la gravedad, pudiendo abarcar
desde el dolor de cabeza a la meningitis aséptica. Las vasculitis del sistema nervioso
central, los accidentes cerebrovasculares (ACV), los trastornos del movimiento, la
enfermedad desmielinizante, la neuropatia periférica, la epilepsia y la psicosis también

son afectaciones propias del LES aunque menos frecuentes (27).

El LES puede también presentar manifestaciones oculares afectando a la region
periorbitaria, a los anexos oculares, al 0jo y al nervio 6ptico. La asociacién mas comun
es la queratoconjuntivitis seca, mientras que las secuelas mds devastadoras a nivel visual

ocurren como consecuencia de la afectacion del nervio dptico y la vaso-oclusion retiniana
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(54). El diagnéstico y el tratamiento precoces son clave para evitar secuelas graves
irreversibles. Ademds, se ha asociado un peor prondstico en cuanto a mortalidad en

aquellos pacientes con enfermedad vaso-oclusiva y retinitis (55).

A nivel de manifestaciones gastrointestinales el LES suele presentar sintomas
inespecificos como dolor abdominal, nduseas, anorexia y diarrea. Estos sintomas pueden
ocurrir en aproximadamente el 50% de los pacientes y suelen tener un evento precursor
como un episodio infeccioso o secundario a medicacién (56). La entidad propia del LES
es la enteritis ldpica. Las tres variantes principales de enteritis lipica son la vasculitis
mesentérica lupica, la pseudoobstruccion intestinal y la enteropatia pierde-proteinas. El
diagndstico rdpido y el tratamiento adecuado de la enteritis lipica y otras manifestaciones
gastrointestinales del LES son fundamentales, debido al potencial de complicaciones
orgénicas y potencialmente mortales (57). La pancreatitis asociada al LES y las
manifestaciones hepatobiliares son mucho menos frecuentes, siendo la colangitis

esclerosante primaria la mas tipica de este ultimo grupo (58).

5. Criterios de clasificacion del lupus eritematoso sistémico

En el afio 2019 hemos asistido a un cambio en el paradigma de los criterios de
clasificacion del LES. La Alianza Europea de Asociaciones de Reumatologia (EULAR)
y el ACR han revisado y actualizado los criterios de clasificacion en base a la nueva
evidencia cientifica. Estos nuevos criterios incluyen ANA positivos al menos una vez
como criterio de entrada obligatorio. Ademas, se han establecido siete categorias clinicas
(cuadro constitucional, hematoldgico, neuropsiquidtrico, mucocutineo, Seroso,
musculoesquelético y renal) y tres dominios inmunoldgicos (anticuerpos antifosfolipidos,
proteinas del complemento, anticuerpos especificos del LES) (Figura 1). Estos criterios
estdn ponderados de forma cuantitativa 2 a 10 puntos clasificando los pacientes que
acumulan > 10 puntos. En la cohorte de validacién, los nuevos criterios tenian una
sensibilidad del 96,1% y una especificidad del 93,4%, en comparacién con la sensibilidad
del 82,8% y la especificidad del 93,4% de los criterios ACR (1997) y la sensibilidad del
96,7% y la especificidad del 83,7% de los criterios Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (2012) (32).
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Figura 1. Adaptacion de los criterios EULAR/ACR de 2019, de “Aringer et al." (32).

Criterio de inclusion:
ANA a un titulo > 1:80

En caso de estar ausente, no puede clasificarse como LES
Si estd presente, continuar con los criterios adicionales

Criterio clinico

Criterio inmunologico

Sintomas constitucionales

Anticuerpos antifosfolipidos

Fiebre 2 Anti-cardiolipina O
. Anti-f-glicoproteina O
Hematologlgos Anticoagulante lupico 2
Leucopenia 3
Trombocitopenia 4 | Complemento
Hemolisis autoinmune 4 C3 o C4 disminuidos 3
C3 y C4 disminuidos 4
Neuropsiquiatricos
Delirium 3 | Anticuerpos especificos de LES
Psicosis 4 anti-DNA O
Convulsion 4 anti-Smith 6
Mucocutaneos
Alopecia no cicatricial 2
Ulceras orales 2
LECS o LED 4
Lupus cutdaneo agudo 6
Serologicos
Derrame pleural o pericardico 5
Pericarditis aguda 4
Musculoesqueléticos
Afectacion articular 6
Renales
Proteinuria >0,5g/24h 4
Clase Il o V de NL 8
Clase lll 0 IV de N 10

Clasifica como LES si alcanza una puntuacion = a 10 puntos

. Tratamiento del lupus eritematoso sistémico

En primer lugar, el uso de medidas generales en todos los pacientes es

fundamental. Entre estas medidas se encuentran la fotoproteccion y evitar la
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fotoexposicion solar, vigilancia intensiva en situaciones de riesgo como el embarazo, las
infecciones o con el uso de determinados farmacos, evitar el tabaco, control de factores
de riesgo cardiovascular (FRCV) y la vacunacion reglada de la gripe y el neumococo,
entre otras. En la practica clinica se utilizan una amplia variedad de medicamentos para
tratar el LES. Entre estos se incluyen los glucocorticoides (GC), los antipalidicos, los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), los fairmacos inmunosupresores (IS) y los
agentes bioldgicos. La hidroxicloroquina (HCQ) es la piedra angular del tratamiento del
LES (27). El uso adecuado de estos medicamentos es altamente complejo ante la gran

heterogeneidad y variabilidad clinica de esta enfermedad.

Desde hace unos afios la estrategia que se persigue con el tratamiento en el LES
es la de alcanzar un objetivo terapéutico (treat to target) siendo este objetivo la remision
completa de los sintomas sistémicos y de las manifestaciones orgédnicas o, cuando la
remision no pueda ser posible, obtener la actividad de la enfermedad mds baja posible,
medida por un indice de actividad lipica o por marcadores especificos de 6rganos (59).
Para conseguir estos objetivos hay una serie de recomendaciones concretas que afectan
tanto a los farmacos como al seguimiento de los casos de LES en la practica clinica,

actualizadas por la EULAR en 2019 (60).

Los antipaliidicos, entre los cuales destaca la HCQ, se recomiendan en todos los
pacientes con LES. Existe evidencia de multiples beneficios, entre los que se encuentran
prevenir los brotes de lupus y aumentar la supervivencia a largo plazo de los pacientes
con LES, la proteccidn contra el dafio orgénico irreversible, las trombosis y la pérdida de
masa 6sea. Ademads, la toxicidad relacionada con los antipalidicos es poco frecuente, leve
y generalmente reversible, siendo la HCQ el que tiene un perfil mds seguro. En mujeres
embarazadas, existen altos niveles de evidencia de que la HCQ disminuye la actividad

del lupus sin dafiar la gestacion (61).

Los glucocorticoides (GC) son el tratamiento de eleccion para alcanzar una
supresion rdpida de los sintomas y de la actividad de la enfermedad en el momento de los
brotes (60). A pesar de ello, el uso prolongado, especialmente a dosis de 7.5 mg/dia o

superior, se ha relacionado con efectos adversos incluyendo el dafio organico irreversible

36



como la osteonecrosis, asi como el riesgo de infeccion, de osteoporosis y de sindrome de
apnea-hipoapnea del suefio (62,63). Para evitar el uso acumulativo de los corticoides se
recomiendan actualmente dos estrategias: el uso de bolos iniciales a altas dosis para poder
continuar a dosis mds bajas el tratamiento de mantenimiento y el inicio de forma precoz

de los farmacos IS para propiciar el ahorro de GC (64).

Los inmunosupresores (1S) tienen como grandes ventajas facilitar una desescalada
mas rapida de los GC y ademas prevenir secuelas organicas. La eleccion de qué IS utilizar
dependera de las manifestaciones clinicas, la gravedad del caso y de la situacion de cada
paciente. Los mds utilizados son el metotrexate, la azatioprina y el micofenolato. Los dos
primeros son de eleccidn en caso de sintomas sistémicos refractarios a HCQ y GC, siendo
ligeramente superior el metotrexate, pero la azatioprina segura durante el embarazo (65).
En caso de afectacion renal el micofenolato seria de eleccion, siempre con la precaucion
de evitar la gestacion al menos 6 semanas después de su uso. En los casos mas graves y
refractarios los inhibidores de la calcineurina (ciclosporina) y la ciclofosfamida serian los

farmacos de ultima linea sumado a todo lo anterior (60).

Los agentes bioldgicos son actualmente un gran campo de investigacién que, dado
el conocimiento progresivo de la fisiopatologia de la enfermedad, ha ido desarrollando
nuevas dianas terapéuticas, con la creacion de distintas moléculas, aunque en la mayoria
de las ocasiones no han prosperado tras los primeros ensayos clinicos (66,67). La
evidencia actual posiciona al belimumab en el tratamiento de aquellos casos con
sintomatologia cutdnea y musculoesquelética, sin afectacion renal, con actividad
serolégica demostrada, y que sean refractarios al tratamiento con HCQ y GC. Este
inhibidor especifico de la estimulacion de linfocitos B mejoré la actividad general de la
enfermedad del LES en cuanto a la sintomatologia musculoesquelética y mucocutidnea
mdas comun, aunque no provocd la misma respuesta en los sistemas hematoldgico,
inmunoldgico y renal (68). Los estudios de seguridad y supervivencia han demostrado la
eficacia de su uso en la préctica clinica (69), aunque en nuestra evidencia ain estemos
lejos de su uso habitual por su elevado coste y dificil acceso. El otro gran agente biolégico
es el rituximab, un anti CD20, que actualmente ha quedado relegado a tltima linea de

tratamiento en aquellos pacientes con afectacion grave renal o extrarrenal que no hayan
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respondido a uno o varios IS ademds de GC, o que presenten contraindicacion grave para

alguno de ellos (60).

Hay que destacar algunas situaciones clinicas especificas como los pacientes con
SAF clinico secundario al LES que requerirdn un tratamiento crénico con antivitamina K
(acenocumarol o warfarina), estando actualmente contraindicados los anticoagulantes de
accion directa tras un ensayo clinico con rivaroxaban vs warfarina que hubo que
suspender prematuramente por mayor numero de trombosis en el brazo tratado con
rivaroxaban (70). Los casos con afectacion neuropsiquidtrica requerirdn un abordaje
multidisciplinar con un tratamiento acorde a la etiologia de lo sintomas, contemplando
los factores predisponentes y los farmacos en funcién de la sintomatologia que presente
(antipsicoéticos, ansioliticos, etc) (60). Por ultimo, los pacientes con afectacion
hematoldgica refractaria a pulsos de GC combinados con IS deberdn tratarse con
rituximab, tratamiento de eleccién en muchas otras patologias que afectan también al
sistema hematoldgico, al haberse demostrado como seguro y eficaz a la hora de tratar las

citopenias en el LES (71).

7. Prondstico del lupus eritematoso sistémico

El pronéstico general del LES ha mejorado drasticamente en los ultimos 50 afios
debido al progreso de los tratamientos IS y las terapias de apoyo, incluidos los
antibidticos. Muchos pacientes con LES superan algunos periodos dificiles en su curso
clinico, pero pueden llevar una vida normal con respecto a las distintas etapas vitales,
asistiendo a la escuela, trabajando con regularidad e incluso a la hora de tener
descendencia, en algunos casos con necesidad de ayuda especializada (66). Como se
comentd previamente, la tasa de mortalidad general entre los pacientes con LES ha
mejorado drasticamente, habiendo sido de hasta el 50% en la década de 1950 a una tasa
de supervivencia a los 10 afios en todo el mundo de mas del 90% desde la década de 1990.
Sin embargo, la tasa de mortalidad es aun mayor entre los pacientes con LES que entre la
poblacién general, con tasas de mortalidad estandarizadas de 2-5 en los estudios

epidemioldgicos (8).
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En este estudio prospectivo llevado a cabo Thomas et al. en el Centro
Epidemioldgico de Francia entre el afio 2000 y 2009 se evaluaron los certificados de
defunciéon de las 1593 muertes de pacientes lupicos. Entre las causas encontradas
directamente relacionadas con el LES estaban las infecciones, el cincer, el fallo renal y
los eventos cardiovasculares (8). Aunque estudios previos habian catalogado las
infecciones como la principal causa de muerte en pacientes con LES especialmente entre
los jévenes (72), nuevos estudios sitdan la enfermedad cardiovascular (ECV) como la

primera causa global de muerte (7,8,73).

La misma inflamacion y actividad residual de la enfermedad, el uso crénico de
tratamientos como los GC y los IS, el dafio irreversible de determinadas afectaciones
diana, la predisposicion a las infecciones y al desarrollo de otras comorbilidades de perfil
mas crénico como la ECV, hacen que estos pacientes, aun teniendo un aceptable control
de su sintomatologia, continien teniendo una esperanza de vida menor que la poblacion
general. El buscar factores corregibles dentro de esta cascada es el futuro para empezar a
cambiar esta situacion. Entre todos ellos los FRCV clasicos y los derivados del propio
LES tienen en el momento actual un lugar predominante dentro de los distintos campos
de investigacion de esta enfermedad, buscando formas de corregirlos y de detectar de

forma precoz el dafo silente establecido.

8. Riesgo cardiovascular en pacientes con lupus eritematoso sistémico

La ECV es la primera causa de muerte en todo el mundo, tanto en hombres como
en mujeres. Tradicionalmente, se ha asociado con un mayor riesgo cardiovascular (RCV)
a la poblacién masculina, aunque en los ultimos afios se ha intensificado el control y la
prevencion de la ECV también en las mujeres, prestando especial atencién a las
diferencias existentes y a la necesidad de estudios especificos (74,75). Existen evidencias
en multiples enfermedades autoinmunes de que el RCV estd aumentado de forma
significativa con respecto a la poblacion general (76-81). En general, y en particular el
caso del LES, se trata de enfermedades con mucha mayor prevalencia en el sexo
femenino, por lo que esta corriente esta llevando a buscar nuevas formas de disminuir el

RCV corrigiendo factores asociados a estas enfermedades (74,81).
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8.1 La patogenia de la aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad multifocal, latente e inmuno-inflamatoria de
las arterias de mediano y gran calibre, fundamentalmente mediada por el metabolismo
lipidico. Las células endoteliales, los leucocitos y las células del musculo liso de la intima
de las arterias son los principales actores en el desarrollo de esta enfermedad (82). En
areas endoteliales propensas a que se produzca alguna fuga, las lesiones aterosclerdticas
comienzan a desarrollarse bajo la intima, haciendo finalmente que las células endoteliales
tiendan a desaparecer dejando el tejido subendotelial expuesto. Sobre este tejido, las
lipoproteinas potencialmente aterogénicas como las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
son retenidas y modificadas mediante estrés oxidativo, induciéndolas a un estado
citotoxico, proinflamatorio y proaterogénico. Muchos de los FRCV clasicos como el
tabaco o la diabetes mellitus (DM) tienen un efecto directo en este inicio del proceso (83).
La disfuncién endotelial y la suma de las lipoproteinas aterogénicas lleva a la arteria a la
pérdida de su capacidad anti-inflamatoria y anti-trombdtica, provocando la proliferacion
de moléculas de adhesién como las moléculas de adhesiéon vascular (VCAM-1) y la
activacion de los linfocitos T y los monocitos, que pasardn a ser macréfagos, y seran los
encargados de ir internalizando las lipoproteinas aterogénicas, generando la placa de
ateroma. Ademas, la muerte de los macréfagos por apoptosis y necrosis contribuye a la
formacion de un nucleo rico en lipidos desestabilizador dentro de la placa conocido como

estria grasa (82).

Por supuesto, esta no es una via unidireccional, con multitud de factores pro y
antiinflamatorios, y en la que el sistema inmune juega un papel decisivo al reconocer
determinados antigenos como las LDL oxidadas mediante los linfocitos T que perpetua y
afianza la creacion de la placa de ateroma (84). Se conoce, asimismo, que existe un
proceso de calcificacion vascular que guarda una gran similitud con el proceso de
osteogénesis, en el que esta implicado un eje dseo-vascular, y que tiene gran repercusion
en el desarrollo de RCV subclinico (85). Finalmente, la proliferacion crénica de las
células musculares lisas de la intima en respuesta a la agresion del endotelio provoca una
pérdida del equilibro, generando una fibrosis exagerada que puede volverse tan
voluminosa y dominante que acaba disminuyendo la luz arterial, reduciendo el flujo

sanguineo e iniciando, de esta forma, el proceso isquémico (86).
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El riesgo de desarrollar aterosclerosis clinica o subclinica estd aumentado en los
pacientes con LES. Este aumento no se explica unicamente atendiendo a una mayor
incidencia de FRCV clasicos como el tabaco, la HTA, la DM o la hipercolesterolemia,
sino sumando otra serie de factores propios de la enfermedad (87). En concreto, la
incidencia tanto de infarto agudo de miocardio (IAM) como de angina crénica estd 7
veces aumentada en los pacientes con LES con respecto a los controles sanos (88), y ésta
aumenta hasta 50 veces si comparamos la franja de edad en la que mds frecuentemente se
presenta el LES, es decir, en mujeres entre 35 y 50 afios, con mujeres de la misma franja
de la cohorte de Framingham (89). En un estudio canadiense reciente con casi 5.000 casos
de LES se ha objetivado una incidencia aumentada tanto de IAM como de ACV con
respecto a controles sanos (90), y en otra revision sistematica publicada en 2020 se
confirma dicha tendencia (91). Ademads, estd demostrado tanto en estudios de autopsia
postmortem (92) como mediante técnicas no invasivas como la ecografia carotidea (EC)
(93,94) o la velocidad de onda de pulso (VOP) (94-96) el aumento de la aterosclerosis

subclinica en los pacientes con LES.

La razén por la que el LES es un factor de riesgo tan importante para la
aterosclerosis y la ECV ain no ha sido completamente explicado. El estimulo constante
de una inflamacion sistémica de larga duracion asociada con el LES persistentemente
activo podria contribuir a la formacion y alteracion de la placa (87). Por otro lado, se ha
encontrado que los pacientes con LES tienen una alta prevalencia de FRCV tradicionales
como la HTA, el perfil lipidico alterado y DM (97,98). Esto puede estar explicado en
cierta medida por el uso crénico de GC, aunque existen estudios contradictorios en cuanto

a la relacion entre el uso de los mismos y la ECV (87).

En conclusion, el aumento de aterosclerosis en el LES probablemente tenga un
caracter multifactorial, en el cual se sumen la interaccion entre el dano vascular directo
derivado de los fendmenos inflamatorios asociados con el LES, como la vasculitis y el
dafio de las células endoteliales mediado por inmunocomplejos; secuelas directas del
propio LES como la NL o el SAF; el aumento de FRCV clasicos inducidos por el
tratamiento con GC como la hipercolesterolemia, la HTA, la DM o la obesidad; y otros

factores independientes del LES, como el tabaquismo y los antecedentes familiares (88).
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8.2 Factores de riesgo cardiovascular tradicionales o cldsicos

El metabolismo lipidico es actualmente el factor y motor principal en la
produccion de la placa de ateroma. En el LES, la prevalencia de dislipidemia, entendiendo
por ello el aumento en las concentraciones del colesterol total (CT), de las LDL, de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), triglicéridos (TG) y apolipoproteina B
(ApoB), o una reduccién en los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL), son de
aproximadamente un 30% al diagndstico de LES, pudiendo aumentar hasta el 60% a los
3 afios (99,100). La actividad de la enfermedad, la HTA y la NL se asocian de forma
independiente con la elevacion de LDL en el LES. Ademas, estos hallazgos se han

demostrado también en la edad pediétrica (101).

De forma tradicional se ha atribuido mucha importancia al aumento de las VLDL
en las fases de mayor actividad del LES (102). En la explicacion de estas alteraciones se
incluyen multiples mecanismos patogénicos inmunomediados. Los autoanticuerpos y las
citoquinas como el TNF-a,, la IL-1 y el IFN-gamma son capaces de modular la actividad
de la lipoproteina lipasa, una enzima clave en el metabolismo de los lipidos, generando
un patrén lipidico especifico del LES que se caracteriza por niveles elevados de CT, asi
como aumento significativo de VLDL y TG, con niveles mas bajos de HDL. Este patron
favorece la oxidacién de las LDL, que sumado a la actividad lesiva directa sobre el
endotelio de los mismos anticuerpos e inmunocomplejos, favorece el depdsito de las LDL

oxidadas y, por tanto, acelera el proceso de aterosclerosis (103).

La hipertension arterial es otro de los FRCV mayores que estd aumentado en los
pacientes con LES. Se conoce que la diferencia de incidencia con los controles sanos es
ain mayor a menor edad (104). También se ha objetivado en los estudios con
monitorizaciéon ambulatoria de la presion arterial (MAPA) que aprecian mayor incidencia

de patrones patoldgicos nocturnos y de HTA (105).

Aun no se conocen completamente los mecanismos fisiopatolégicos por los que
se produce la HTA en el LES. Aunque el dafio glomerular renal y la disfuncién del

endotelio vascular renal probablemente contribuyan a la misma, la HTA también esta
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presente en pacientes sin afectacion renal (106). El uso de GC o AINEs y la actividad
inflamatoria se han asociado de forma independiente con la HTA en el LES (104).
Ademas, distintos mecanismos como el dafo endotelial directo y la elevacion de
endotelina-1, que provoca vasoconstriccion renal y retencion de agua y sodio, estan
aumentados en el LES, asi como una importante hiperactivacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona que perpetua y acelera los mecanismos que propician la HTA
en estos pacientes (107). En otros estudios se apunta a una relacion con otros FRCV como

los niveles de homocisteina (108).

El metabolismo glucémico es otro de los grandes FRCV clasicos que se ve alterado
por la fisiopatologia del LES. Existe una amplia evidencia de que la alteracién de la
glucemia basal y la DM tipo 2 estan aumentadas en el LES, asi como el riesgo de diabetes
gestacional (109,110). Aunque hay casos de poliautoinmunidad, la incidencia de DM tipo
1 no esta claramente aumentada con respecto a la poblacién general, aunque su aparicion
conjunta empeora el prondstico de esta poblacion (111). En general, esta alteracion del
metabolismo glucémico se relaciona de manera determinante con la mayor prevalencia
en el LES de sindrome metabdlico con respecto a la poblacion general y cuya

clasificacion se basa en cumplir una serie de criterios (Tabla 3) (97,112).

Tabla 3. Criterios de sindrome metabdlico (debe cumplir 3 o0 mas).

Mujeres Hombres
Cintura > 88 cm > 102 cm
Glucemia > 100 mg/dl o en tratamiento > 100 mg/dl o en tratamiento
Triglicéridos > 150 mg/dl o en tratamiento > 150 mg/dl o en tratamiento
HDL colesterol < 50 mg/dl <40 mg/dl

Presion arterial > 130 o = 85 mmHg o en = 130 o = 85 mmHg o en
tratamiento antihipertensivo. tratamiento antihipertensivo.
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El eje central del sindrome metabdlico es la obesidad o adiposidad visceral. Por
ella, se genera un estado cronico de inflamacion sistémica de bajo grado a través de la
liberacién de citoquinas proinflamatorias por parte de los adipocitos (adipoquinas). Estas
citoquinas, que incluyen a factores similares a los activados por el metabolismo lipidico
como el TNF-a, la IL-1, la IL-6, el inhibidor del activador del plasmindgeno-1 y la
proteina C reactiva (PCR), promueven la resistencia a la insulina, aumentando la glucosa
y niveles de &cidos grasos libres, y activando el reclutamiento de monocitos. El
desequilibrio entre las adipoquinas proinflamatorias y las antiinflamatorias en pacientes
con sindrome metabdlico es otro factor mas que contribuye al aumento de la inflamacion,
la disfuncion endotelial y el estrés oxidativo, llevando finalmente a una mayor progresion
de la aterosclerosis y a una mayor comorbilidad cardiovascular (113). También se conoce
que el tratamiento cronico con HCQ previene de desarrollar alteraciones de la glucemia

basal y sindrome metabdlico en pacientes con LES (112,114).

Otros FRCV clésicos como la menopausia, el déficit de vitamina D, el
sedentarismo y la obesidad también tienen una incidencia mayor en el LES que en la
poblacién general. Esto puede deberse a una mayor dificultad para realizar actividad fisica
de forma habitual por el mismo cuadro clinico de la enfermedad, que se caracteriza por
poliartralgias y fatiga cronica (110). Otros FRCV como el tabaquismo o los antecedentes

familiares no tienen relacion directa con el LES.

8.3 Factores de riesgo cardiovascular asociados al lupus eritematoso sistémico

El riesgo de ECV precoz en el LES no estd tinicamente mediado por los FRCV
clasicos, sino también por una serie de factores asociados con el propio LES. La
activacion sistémica del complemento y la formacion de inmunocomplejos, determinados
autoanticuerpos, comorbilidades como el SAF, la afectacién de 6rganos diana como el
rifidn y el uso de distintos tratamientos se incluyen dentro de estos factores especificos

del LES (Figura 2) (88).

Los factores inflamatorios tienen un rol importante en el proceso de aterosclerosis,

no so6lo en el LES, pero si que se ven agravados y potenciados por esta enfermedad. Como
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se ha explicado, en los estadios iniciales las lesiones aterosclerdticas se ven infiltradas
por monocitos que se activan a macréfagos y linfocitos principalmente T, todo ello
inmunomediado por distintas citoquinas inflamatorias (82). ElI LES representa un modelo
clasico de enfermedad inflamatoria crénica de los vasos sanguineos. En este sentido, un
gran campo de investigacion es la busqueda de biomarcadores inflamatorios que puedan
predecir en el momento agudo y subclinico el desarrollo futuro de ECV. Por ejemplo, en
un estudio en mujeres post-menopdusicas la PCR se demostr6 como un predictor

independiente de RCV (115).

Figura 2. Resumen de los factores asociados a la ECV precoz en el LES, adaptado de

Bruce et al (88).
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- Inflamacion sistémica
- Inmunocomplejos, complemento,
Factores asociados al estrés oxidativo.
-
- SAF
- Enfermedad renal
- Tratamientos (GC)

- Caracteristicas epidemioldgicas
—

propio LES

Inflamacion
vascular

Aterosclerosis acelerada | e———p ECV precoz

FRCYV clasicos

Sindrome antifosfolipido

Tanto la activacion del complemento como el depdsito de inmunocomplejos en el
endotelio favorece la aparicion de la lesion aterosclerdtica inicial. También la
hiperexpresion de IL como la IL-6 acelera la llamada de monocitos y su evolucion a
macréfagos, con la consiguiente aparicion de la estria grasa y la perpetuacion de la

respuesta reparadora patoldgica de las células musculares lisas (116). Estos mismos
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factores también llevan a la estimulacion aumentada de las moléculas de adhesiéon como
las VCAM-1 que se ha visto aumentada en pacientes con LES, lo cual favorece atin mas
la adhesion de monocitos a la pared arterial (117). Otros intermediarios proinflamatorios
que también estan involucrados y aumentados en el LES como el IFN-1, el estrés
oxidativo, los granulocitos activados y la producciéon de trampas de cromatina
extracelular, también favorecen la lesién endotelial (81). Ademds, como hemos visto, la
inflamacion en si misma esta relacionada con muchos de los otros FRCV aumentados en
el LES que se asocian con la ECV precoz, como el metabolismo lipidico y el sindrome

metabdlico, la HTA, el sedentarismo o la menopausia.

Los pacientes con sindrome antifosfolipido presentan disfuncién y proliferacion
acelerada del endotelio, hiperplasia de la intima, hiperactivacion plaquetaria, aumento de
citoquinas proinflamatorias y desregulacion coagulacion-fibrinolisis. Todo ello conlleva
a una aterosclerosis acelerada, presentando una mayor prevalencia de sindrome coronario
agudo, miocardiopatia y trombosis tanto arteriales como venosas (77). La ECV precoz en
el SAF se ha visto relacionada con la presencia de anticoagulante ldpico y el resto de
anticuerpos antifosfolipidos (anti-cardiolipina y anti-B-2-microglobulina), asi como un

incremento en la angiogénesis, los defectos en la apoptosis y el estrés oxidativo (118).

Tabla 4. Resumen de los FRCV asociados al LES con asociacion estadistica para la ECV

y la aterosclerosis subclinica, adaptada de Kostopoulou et al. (81).

Factor de ECV Aterosclerosis subclinica
riesgo Odds ratio N?de estudios Odds ratio N?de estudios
Actividad 1,21 3 - 7
Duracién 1,01 5 2,30 -3,16 12
Dafo
acumulado 18 2 b >
SAF 1,57 -5,00 12 52 1
NL 1,12-241 7 2,16 3
GC 2,46 8 0,33-2,93 7
HCQ 0,06 —034 8 - 3

46



La afectacion renal se asocia desde hace décadas con el RCV (119,120). Estudios
han demostrado que el filtrado glomerular junto con la proteinuria son predictores
independientes del desarrollo de ECV, por delante de las cifras de creatinina (121). El
rifién es uno de los 6rganos mas afectados en el LES, estando presente el dafio renal en el
50% de los pacientes, encontrando en todos ellos proteinuria, y hasta en un 50% de estos
casos, sindrome nefrético (44). En general, se ha infraestimado el dafio cardiovascular
precoz y subclinico en los pacientes con NL (122), e, incluso, se ha observado que aunque
se recupere completamente el filtrado glomerular los casos que presentan dafio renal en
algin momento de su evolucién tienen un peor control del RCV (123). Ademds, de forma
absoluta la incidencia de IAM en pacientes con NL estd aumentada entre 2,8 y 8,5 veces

con respecto a la poblacion general (124).

Los glucocorticoides empleados en el LES también pueden favorecer el desarrollo
de ECV (125). En general, tienen efecto sobre distintos factores del metabolismo como
puede ser los ciclos lipidico y glucémico generando una situacion predisponente al
desarrollo de la placa de ateroma. Por otro lado, al disminuir la inflamacién sistémica y
reducir las manifestaciones del LES también disminuye el RCV asociado a esta
enfermedad (88). Por ello, existen estudios contradictorios en cuanto al uso de GC, con
ensayos que han relacionado la dosis y duracion de los mismos con la aparicién de ECV
(81), pero siendo lo mas aceptado en la actualidad que con dosis bajas de prednisona (por
debajo de 7,5 mg diarios) disminuye el RCV a largo plazo (63), recomendando
intensificar el uso de IS como ahorradores de GC e intentar disminuir la duracién de los
tratamiento con inducciones agresivas a altas dosis para evitar dosis altas de

mantenimiento mas prolongadas (64).

La hidroxicloroquina pautada de forma crénica se ha demostrado como un factor
protector de RCV en diferentes estudios disminuyendo la incidencia de alteraciones del
perfil lipidico asociados al LES, sindrome metabdlico, alteracion de la glucemia basal y
el déficit de vitamina D (61,88,114,126). Es por ello, entre otros efectos beneficiosos, que

hoy en dia se recomienda a todos los pacientes con LES (60).
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Por dltimo, en cuanto a las caracteristicas epidemiolégicas, hay que afiadir que
existe amplia evidencia de que en la poblacién diana en la que tiene lugar el LES, es decir,
mujeres jovenes en edad fértil, el RCV se ha infraestimado de manera sistematica en la
préctica clinica, haciendo que las pacientes, a pesar de cumplir criterios de tratamiento,
hayan tenido una actitud infraterapéutica con respecto a poblaciones masculinas de las
mismas caracteristicas (74,127). En este sentido hay estudios en los que se confirma la
menor prevalencia de mujeres en los distintos ensayos clinicos que han abordado el RCV
(128), asi como una prevalencia menor de tratamiento cuando existe indicacién con

estatinas (129) o tras un IAM (130).

8.4 Estratificacion del riesgo cardiovascular

La ECV es la primera causa de muerte mundial en la actualidad (131). A pesar de
la magnitud del problema sigue sin llevarse a cabo un esfuerzo conjunto para consensuar
protocolos especialmente dirigidos a la identificacion de la aterosclerosis subclinica, a la
prevencion primaria o al manejo del RCV en determinadas poblaciones de riesgo como
el LES. Por ejemplo, se conoce que las guias de tratamiento de la HTA no pueden
aplicarse completamente en los pacientes de esta enfermedad (132). Ademads, a pesar de
los estudios realizados hasta la fecha, existe poca evidencia que permita realizar
tratamientos dirigidos contra dianas especificas implicadas en la cascada aterogénica
(124). Recientemente la EULAR ha publicado algunas recomendaciones para el manejo

del RCV en el LES y otras enfermedades inflamatorias (133).

Desde hace dos décadas se sabe que la estratificacion habitual del RCV usando
los criterios de Framingham, y otras escalas clasicas, fracasa a la hora de identificar qué
pacientes con LES tienen mayor riesgo de padecer una ECV (134). Esto se debe a distintas
peculiaridades de estos casos, como la edad temprana de presentacién, la mayor
incidencia en el sexo femenino o a no tener en cuenta los factores propios asociados a
estas enfermedades (87). Esto se ha demostrado en estudios de aterosclerosis subclinica
comparando los hallazgos de placa carotidea (PC) con la estratificacion cldsica del riesgo,
resultando claramente superiores en cuanto a valor predictivo los FRCV asociados a la

enfermedad que los clésicos (135). La tnica escala de RCV que incluye alguna patologia

48



inflamatoria como criterio es la QRISK que acepta la artritis reumatoide como FRCV
independiente (136). En un estudio realizado por Vazquez et al. se compara en pacientes
con LES la escala QRISK-3 con pruebas que detectan la ECV subclinica, recomendando
el uso de dicha escala como método alternativo para detectar los pacientes de esta

poblacién con mayor RCV (96).

En la actualidad, lo que se propone es la creacion de algoritmos mixtos que alinen
factores tradicionales y nuevos biomarcadores séricos que puedan predecir el desarrollo
de ECV, asi como estudios de aterosclerosis subclinica en aquellos casos con datos de
riesgo (87). Por ejemplo, el estudio PREDICT llevado a cabo por McMahon et al.
compar6 210 casos de LES con 100 controles sanos, estableciendo un algoritmo en el que
se incluian la edad por encima de 48 afios, antecedentes de diabetes, las concentraciones
séricas de HDL, leptina, homocisteina y la citoquina TWEAK (de la super familia de los
TNF), y confiriendo a un resultado elevado en este algoritmo un riesgo incrementado de

presentar PC y progresion del grosor de intima media (GIM) (137).

En esta linea, distintos biomarcadores se han testado y ofrecen resultados
esperanzadores para facilitar la deteccion precoz de RCV subclinico. Por ejemplo, los
recuentos elevados de monocitos activados y granulocitos de baja densidad estdn
aumentados en aquellos casos de LES con presencia de ateromatosis subclinica y
relaciondndose de forma directa con el GIM (138). Asimismo, las HDL disfuncionales
también se han identificado como un posible biomarcador de aterosclerosis acelerada en
el LES, planteando incluso que pueda tratarse de una futura diana terapéutica (139).
Marcadores clédsicos de inflamacion sist¢émica como la PCR y la velocidad de
sedimentacién glomerular (VSG) también se han relacionado con la rigidez arterial en
estos pacientes (140). En otro interesante estudio realizado por Wigren et al. en 484 casos
de LES se detectaron, en aquellos pacientes con ECV, niveles plasmaticos
significativamente elevados de proteina Fas, receptor 1 del TNF, receptor 2 del TRAIL,
MMP-1 y MMP-7, todos ellos marcadores de apoptosis y degradacion tisular (141). En
los dltimos afios, se ha comenzado a estudiar la importancia del metabolismo dseo en la
calcificacion vascular, y la implicacién directa sobre la ECV, poniendo sobre la mesa

nuevos biomarcadores como la via Wnt, destacando entre todos ellos la esclerostina,
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aunque hasta este momento no se habia estudiado sus posibles implicaciones en el LES

(85,142,143).

Todos estos estudios se encuentran atn en una fase preclinica, lejos atin de poder
aplicarse a la practica habitual, aunque se estd realizando un gran esfuerzo desde la
comunidad cientifica para encontrar formas econdmicas y accesibles que lo permitan. En
cuanto a la posibilidad de realizar tratamientos farmacoldgicos preventivos sélo la HCQ
ha demostrado disminuir tanto la aterosclerosis subclinica como los eventos
cardiovasculares, mientras que los estudios con estatinas o la aspirina por el momento no

han dado resultados consistentes para su uso (81).

8.5 Enfermedad cardiovascular subclinica

La ECV subclinica se basa en la capacidad de detectar y monitorizar los cambios
que se van produciendo de forma progresiva en la funcion y estructura de las arterias,
objetivando el efecto acumulativo de los estimulos hemodindmicos, metabdlicos e
inflamatorios en el deterioro de la integridad de la pared arterial sin necesidad de que se
produzca clinica de isquemia. Ello representa en la actualidad el potencial para detectar e
intervenir en una etapa temprana del proceso de aterosclerosis y prevenir su progresion
(144). Existen distintas formas y técnicas de detectar la ECV subclinica, entre las que se
incluyen la ecografia de arterias accesibles como la carétida y la femoral, el estudio de la
rigidez mediante la VOP, el indice tobillo-brazo (ITB) y la funcionalidad endotelial, asi
como otras pruebas de imagen como la tomografia axial computarizada (TAC) y la

resonancia magnética nuclear (RMN) para medir la calcificacion arterial (145-147).

El grosor de intima media y la presencia de placa de ateroma en la ecografia
arterial tanto a nivel de cardtidas como femorales se ha validado ampliamente en el
estudio de ECV subclinica, y actualmente es la prueba de referencia para su deteccion
(148). Ademas, son multiples los estudios que han objetivado la presencia aumentada de
estos parametros en la EC en el LES, asi como una progresion més rdpida del grosor con
los afios con respecto a controles sanos (96,149-152). La inocuidad de la EC, asi como el

bajo coste y la cada vez mayor accesibilidad en la practica clinica habitual, hacen de esta
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prueba una de las mas utilizadas y relevantes en el momento actual para llevar a cabo el

estudio de ECV subclinica.

El estudio de la rigidez arterial viene determinado por la distensibilidad natural
del arbol arterial. Cuando ésta se ve alterada desde el inicio del proceso de aterosclerosis,
la onda de presion o de pulso que se genera tras la eyeccion de sangre a través de la
valvula adrtica cambia, generandose un aumento de la velocidad con la que se propaga
(145). Este aumento de la VOP puede ser cuantificado de forma no invasiva mediante
dispositivos automaticos, y se ha relacionado directamente con aquellos pacientes que
presentaban ECV subclinica, y no con aquellos en los que estaba ausente (153). En el
LES y otras enfermedades inflamatorias, la VOP estd aumentada con respecto a la
poblacion sana (154,155) aunque existen estudios contradictorios dando una mayor
importancia a la mayor incidencia de los FRCYV clasicos y la enfermedad renal propia del

LES (105,156).

El indice tobillo-brazo es un método eficaz, simple y no invasivo para detectar y
diagnosticar la enfermedad arterial periférica (EAP) y tiene una alta sensibilidad y
especificidad, asi como poca variabilidad (157). Se trata de dividir la presion arterial
sistolica (PAS) de cada miembro inferior sobre el valor de la PAS de la arteria braquial
(145). Se ha asociado de forma independiente con la presencia de PC por lo que puede
utilizarse como un marcador de ECV subclinica (158). También existen estudios
contradictorios en cuanto a la prevalencia aumentada de alteraciones del ITB en el LES
con respecto a la poblacion sana, no habiendo diferencias en pequefias muestras (159)
aunque si consiguiendo diferencias significativas al aumentar la misma (160). También
se ha demostrado un aumento de la incidencia en este estudio prospectivo a 5 afios
realizado por Erdozain et al. relacionando el I'TB patoldgico con un alto riesgo de eventos

vasculares (161).

Otra de las formas de deteccion de la ECV subclinica es el estudio de la disfuncion
endotelial. Se trata de realizar mediante test vasodilatadores una valoracién de la
capacidad de respuesta del endotelio, pudiendo hacerse una dilatacion mediada por flujo

o por nitroglicerina y visualizado mediante ecografia, o realizando un indice de hiperemia
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reactiva evaluado por tonometria arterial periférica (162). Desde estadios iniciales del
LES se ha objetivado que existe mayor disfuncion endotelial que en controles sanos, antes
incluso de tener ECV establecida, por lo que se ha sugerido que sea uno de los primeros
marcadores detectables (163). Ademas, se han observado relaciones con la NL (124) y la
rigidez arterial (164). El problema que plantea la deteccion de disfuncion endotelial es la
dificultad técnica, ya que requiere de una amplia curva de aprendizaje, y la poca

disponibilidad actual en la practica clinica habitual (164).

Por dltimo, destacar otras pruebas de imagen como el TAC, para medir la
calcificacidn adrtica o coronaria (165,166), y la RMN, mediante estudios de estrés y el
realce tardio de gadolinio, que también pueden emplearse para detectar la ECV subclinica
en los pacientes con LES (146). Estas pruebas son mas costosas y estdn menos disponibles
en la préctica clinica habitual, ademads de la radiacion que supone el TAC, por lo que no
se utilizan de rutina y su uso actualmente estd mas reservado a fines cientificos y de

investigacion.

Como se ha mencionado anteriormente, la ECV subclinica esta claramente
aumentada en el LES, siendo un factor predictor necesario antes de desarrollar algin tipo
de evento cardiovascular, ya sea IAM, ACV o EAP. Todo ello, junto con los FRCV
expuestos anteriormente, llevan a que esta poblacion deba ser objeto de revision y
permanente control del RCV, con un seguimiento estrecho en la préctica clinica diaria,
adquiriendo una formacion especifica dentro de las consultas especializadas en el control
de los FRCV tradicionales y especificos del LES, asi como a continuar ampliando los
campos de investigacion abiertos para mejorar y disminuir la comorbilidad asociada a la

ECV en estos pacientes (133).

En este sentido, una linea de investigacion que viene desarrollandose en la ultima
década en el RCV general en la deteccion de la ECV subclinica es la progresion y
deteccion de la calcificacion vascular y del eje vascular-6seo (85). Esto se ha llevado a
cabo especialmente en la ERC, donde mas estudios y evidencia hay, aunque son cada vez
mas las patologias en las que se ha objetivado la importancia de los factores relacionados

con este metabolismo, tanto a nivel de comorbilidad vascular como de mortalidad y
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supervivencia (167). La DM, la HTA, el sindrome metabdlico o la obesidad son entidades
directamente relacionadas (168—171). Asimismo, se han visto aumentados algunos de los
factores relacionados con este metabolismo en algunas enfermedades inflamatorias
(142,172). En el caso concreto del LES, hasta la fecha, s6lo se han realizado estudios que
han cuantificado el aumento de las concentraciones de estos factores, sin relacionarlos
con el RCV subclinico (173,174). A nuestro conocimiento, esta Tesis Doctoral es la
primera vez que se ha planteado demostrar su relaciéon con un mayor RCV

especificamente en el LES.

9. El remodelado 6seo

9.1 Concepto, etapas y utilidad

El esqueleto 6seo es un oOrgano altamente dindmico, en constante cambio y
remodelado, lo cual le permite responder a las distintas funciones que desempeia en el
organismo. Entre ellas se encuentran la de permitir el anclaje de los musculos, el
movimiento en estructuras especiales como son las articulaciones y la proteccion de
organos adyacentes. Para ello, tanto la forma como el tamafio deben ser disefiados de
manera minuciosa, con un control constante que permita adaptarnos durante el
crecimiento y el desarrollo al resto de estructuras. En este sentido, factores locales y
sistémicos toman parte en el control de la formacién Osea, con distintas vias de
sefializacion moleculares que trabajan a partir de factores de transcripcidn, con
interaccién entre las mismas, y generando un complejo sistema que permite la

diferenciacion correcta y adaptada que precisa el esqueleto dseo (175).

En resumen, el hueso es una forma muy especializada de tejido conectivo, un
complejo 6rgano vivo en el cual la matriz extracelular es mineralizada, confiriendo una
rigidez y solidez marcadas, pero manteniendo cierto grado de elasticidad. Para ello se
compone de una matriz organica que se endurece con depdsitos de calcio. Practicamente
el 95% de la matriz orgdnica se compone de coldgeno Tipo I, el 5% restante esta

compuesto por proteoglicanos y numerosas proteinas no coldgenas (176).
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De forma general, el hueso se compone de cuatro tipos de células: osteoblastos,
osteocitos (que suponen hasta el 90% de todas las células del hueso maduro), osteoclastos
y células de revestimiento 6seo. Tanto los osteoblastos, como los osteocitos y las células
de revestimiento 6seo provienen de progenitores locales, mientras que los osteoclastos
evolucionan de la fusion de precursores mononucleares que se originan en los tejidos
hematopoyéticos. La unidad bésica en la que tiene lugar todo el proceso de remodelado
son las unidades basicas multicelulares, también llamadas unidades de remodelado dseo
(176). El equilibrio entre la coexistencia y funcionalidad de este tipo de células se lleva a
cabo a lo largo de un ciclo de 6 a 9 meses, con el fin de la renovacion de dichas unidades

de remodelado, a través de 4 fases diferenciadas:

1) Activaciéon: aumento de osteoclastos a través de los monocitos y su previa
diferenciacion a preosteoclastos, generando un aumento del factor “eliminador”

de hueso.

2) Resorcion: sucede inmediatamente después durante alrededor de un mes, cuando
los preosteoclastos se diferencian definitivamente a osteoclastos y se generan las
lagunas de resorcidn, en las cuales mediante protedlisis y otras sustancias que

“digieren” el hueso se consigue disolver el material seo.

3) Inversion: progresivamente, y sin estar bien explicado, se produce un aumento de
los osteoblastos hasta alcanzar una situacién de equilibrio en la que se detiene la

resorcion Osea.

4) Formacion: tras la activacidén de los osteoblastos se comienza la formacion del
nuevo material Oseo, produciendo una nueva matriz y regulando la
mineralizacion. Finalmente, el osteoblasto se diferencia a osteocito, generando la

estructura 6sea definitiva, y volviendo a iniciar el ciclo (177).

Este continuo remodelado 6seo tiene como funciones més inmediatas e importantes
el mantener un buen soporte mecanico evitando fracturas por estrés o deterioro por el uso
continuado, asi como servir de almacén y equilibrio en el metabolismo fosfocélcico
manteniendo la homeostasis. Ademads, parece tener implicacion directa en otras funciones
como el equilibrio 4cido-base, el equilibrio hormonal o el metabolismo de la médula 6sea

(178). Todo este proceso esta regulado de forma compleja por distintos sistemas y tipos
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de estimulos, entre los que destacan factores mecdnicos, hormonales (como la
paratohormona [PTH]) y una intrincada red de factores locales que favorecen el desarrollo
de las dos principales vias de estimulacion de las células implicadas en el remodelado

0seo: la osteoclastogénesis y la osteoblastogénesis (179,180).

Figura 3. Resumen del proceso de diferenciacion de los osteoclastos, con las distintas
citoquinas e IL implicadas, asi como del papel fundamental de los osteoblastos en el

mismo, adaptado de Feng et al. (181).

LIGHT TNF-o  TGF-f  IL-6/IL-11 IL-1/Lipopolisacaridos
]

Precursores

Meédula 6sea BN  hematopoyéticos Preosteoclastos > OSTEOCLASTOS
mononucleares

q
Factor estimulador
de macréfagos

/ ]

Células estromales > Osteoblastos

RANKL

9.2 Vias fisioldgicas fundamentales: osteoclastogénesis y osteoblastogénesis

Como se ha visto, el remodelado dseo es un proceso altamente dindmico, con fases
tedricamente diferenciadas, pero con un alto nivel de interaccién entre todos sus
componentes desde el principio hasta el final del ciclo que hace muy complicado
establecer un modelo unidireccional que lo explique. En general, se diferencian dos
tendencias en el ciclo de remodelado: la resortiva o destructiva, en la cual se va a observar

una tendencia hacia la osteoclastogénesis, es decir, el aumento y diferenciaciéon de
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osteoclastos, y otra osteoformativa, caracterizada por la osteoblastogénesis, esto es, la

generacion de osteoblastos y su posterior diferenciacion a osteocitos (182).

La generacion de osteoclastos es lo que se conoce como osteoclastogénesis. Los
osteoclastos son células multinucleadas altamente especializadas, formadas por la fusion
de fagocitos mononucleares derivados directamente de células madre hematopoyéticas
pluripotenciales. Los precursores de los osteoclastos, que representan el 1-2% de los
monocitos de sangre periférica, se diferencian en células maduras grandes,
multinucleadas, resistentes a la tartrato-fosfatasa acida, a través de una secuencia de
diferenciacioén que se lleva a cabo en distintas etapas cerca de la superficie del hueso
(183). Son multiples los factores implicados en el correcto desarrollo de esta
diferenciacion, aunque entre todos ellos destaca uno por su papel fundamental, el
activador del receptor del ligando del factor nuclear kB (RANKL), que es el eje pivotal
sobre el que va a girar todo el proceso de osteoclastogénesis. El RANKL pertenece a la
superfamilia de los TNF y se expresa fundamentalmente por los osteoblastos, siendo éste
un gran mecanismo de contrarregulacion de todo el remodelado 6seo. Ademads, existen
otra serie de factores independientes del RANKL que pueden sustituir el papel de éste, y
que parecen estar implicados en distintas enfermedades con pérdida patoldgica de masa
d0sea como son la artritis reumatoide o la osteoporosis postmenopdusica. Entre estos

factores se incluyen citoquinas e IL proinflamatorias como el TNF-a., el factor de

crecimiento transformador B (TGF-f), las IL-6/IL-11/IL-1, los lipopolisacdridos o la
proteina LIGHT (Figura 3) (181).

Figura 4. Resumen del proceso de osteoblastogénesis, siendo el Runx2 el principal
implicado en la diferenciacion a preosteoblasto, y las BMP y via Wnt los principales

mediadores del paso a osteoblasto adaptado de Ponzetti et al. (184).

. — Celylas Preosteoblastos Sl OSTEOBLASTOS
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El desarrollo de osteoblastos, o la osteoblastogénesis, es un proceso altamente
complejo donde estan implicadas muchisimas vias y factores que favorecen o inhiben la
maduracién, y que a su vez estin influenciados por multitud de mecanismos
contrarreguladores en funcién de la situacion funcional del hueso y el resto del medio
interno. En base a pequefios cambios en el microambiente, las células mesenquimales
pueden evolucionar a osteoblastos, adipocitos o condrocitos. El primer paso es la
activacion de factores osteogénicos como el factor de transcripcion del dominio Runt 2
(Runx?2), que facilita el desarrollo de la célula mesenquimal a preosteoblasto. A partir de
aqui, su diferenciacién hacia el linaje osteogénico estd estrechamente controlada por
diferentes factores moleculares, que pertenecen principalmente a las proteinas
morfogénicas 6seas (BMP) y a las vias del wingless-related integration site (Wnt)

(184,185).

9.3 Via Wnt

El concepto y el nombre de la via Wnt (“wingless-type mouse mammary tumor
virus integration site’’) se adopta en la década de los afios 80, a raiz de descubrir una serie
de genes implicados en el metabolismo dseo tanto en la mosca Drosophila Wingless (Wg)
como en el raton Intl (Intl), adoptando parte de dichos nombres para denominarla: Wnt
(186). Juega un papel fundamental en una amplia variedad de procesos bioldgicos, tales
como la proliferacion, migracion y diferenciacion de distintas lineas celulares en distintas
localizaciones (187). La via Wnt afecta tanto a osteocitos como osteoclastos, aumentando
también la interaccién entre ambas lineas celulares, afectando de forma indirecta al
ambiente 6seo y provocando un aumento generalizado de la osteoblastogénesis,
aumentando la formacion 6sea y disminuyendo la resorcion 6sea (188). La sefializacion
Wnt engloba al menos tres vias complejas que se solapan y se complementan unas a otras,

siendo la Wnt/B-catenina la mds estudiada y relevante (189).

Es una gran familia de glicoproteinas que accionan multiples cascadas de
sefializacion esenciales para el desarrollo embrionario y generacion tisular. La via
canénica Wnt/B-catenina es la cascada fundamental de esta familia, teniendo un efecto

muy significativo sobre el esqueleto (190). La via candnica interacciona con multiples
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ligandos y con sus respectivos receptores y co-receptores. Algunas de las estructuras con
mayor importancia son las formadas por los receptores transmembrana Frizzled y los
receptores relacionados con las lipoproteinas de baja densidad 5y 6 (LRPS5 y LRP6). La
funcién principal de esta via es la estabilizacidn de la B-catenina inhibiendo la actividad
del complejo de degradacién de B-catenina que fosforila la misma, permitiendo que la 3-
catenina, que se considera uno de los reguladores centrales del citoplasma, pueda realizar
su funcién. Sélo la B-catenina no fosforilada puede llegar al nicleo y llevar a cabo su
actividad, mientras que la fosforilada se encamina hacia la protedlisis (191). En el
remodelado 6seo, la presencia de la B-catenina en el nicleo conduce a un aumento de la

osteogénesis, siendo el principal estimulo para la neoformacién de hueso (192).

Por tanto, la funcionalidad de la via Wnt varia en funcién de la célula y los
receptores y co-receptores que €sta exprese, habiéndose apuntado que distintas
mutaciones genéticas que afectan a estos ligandos pueden llevar a multitud de fenotipos
distintos (193). De hecho, distintos patrones genéticos y mutaciones en humanos han
demostrado estar relacionados con el cambio en la funcionalidad de distintos receptores,
mensajeros y moduladores de la via de sehalizacion Wnt, tanto en situaciones de salud
como de enfermedad (188). Por ejemplo, la alteracién de LRP6 provoca enfermedad
coronaria precoz y osteoporosis severa, aportando una primera evidencia de que la
senalizacion Wnt tiene una importancia fundamental en el eje dseo-vascular (194), o el
estudio realizado en ratones por Toledo et al. que plantea la posibilidad de que exista una
relacion entre un desequilibrio de la via Wnt/B-catenina y la aparicion de deterioro
cognitivo en pacientes con fallo cardiaco previo (195). También se ha demostrado que la
via candnica es el regulador principal que controla la expresion de multiples genes a nivel
intrarrenal implicados en el desarrollo del sistema renina-angiotensina y que es un posible
factor en el desarrollo de HTA (196). E, incluso, se han establecido relaciones con

determinados tipos de neoplasias (197).

La via de sefializacion Wnt/B-catenina estd estrechamente regulada por
antagonistas de la misma. Existen distintos mecanismos, bloqueando de forma directa los
receptores activadores (como el factor inhibidor del Wnt) o reduciendo la disponibilidad

de los mismos, induciendo su internalizacion en la célula o disminuyendo su expresion
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(proteina 1 relacionada con Dickkopf (DKK-1) y esclerostina). Entre todos estos factores
inhibidores, la DKK-1 y la esclerostina son los que se han estudiado mas extensamente
(188). Estos mecanismos contrarreguladores tienen un papel fundamental en esta via
metabdlica, y parecen tener un gran peso en el desarrollo del eje 6seo-vascular y la

calcificacién vascular.

9.4 DKK-1

La DKK-1 es un inhibidor de la via de sefhalizacion candnica Wnt, que actia
uniéndose principalmente a los correceptores LRP5 y LRP6, disminuyendo su presencia
en la superficie celular, y por tanto, impidiendo la estabilizacién de la B-catenina (198—
200). La expresion de DKK-1 se ha demostrado en la piel, rifién, prdstata, placenta y
plaquetas, con una expresion menor en el endotelio vascular (190). Al contrario que la
esclerostina, los niveles de DKK-1 relacionados con el proceso de osteoporosis han
demostrado resultados muy contradictorios en diferentes poblaciones y estudios, siendo
poco consistentes para extraer conclusiones sdlidas, pudiendo tener una funcién maés
sistémica en el control de la via Wnt y no siendo tan relevante en el metabolismo 6seo, ni

en el eje 6seo-vascular (190).

9.5 Esclerostina

La esclerostina es una glicoproteina de la familia “cystatin-knot” y es producto
del gen SOST localizado en el cromosoma 17g-12-g21. Su funcion es la de inhibir la via
Whnt/B-catenina previniendo la diferenciacién y proliferacion de osteoblastos, uniéndose
a los receptores LRPS5 y LRP6, asi como a los siete receptores transmembrana del sistema
Frizzled (192,198,201). Esta glicoproteina de 22 kDa se secreta casi exclusivamente en
los osteocitos, aunque también se ha objetivado su produccién en otras células como los

precursores de osteoclastos, células renales y células vasculares (202).

El descubrimiento de la esclerostina se produjo a principios del siglo XXI a raiz

del estudio genético y molecular de enfermedades con hiperostosis como la esclerosteosis
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y la enfermedad de van Buchem. En ellas se vio que existia un aumento generalizado de
osteoblastos existiendo un déficit en las concentraciones y/o funcionalidad de la
esclerostina, lo que lleva a una ausencia de control en la osteogénesis y provocar gran
parte de la patogenia de estas enfermedades (203). Estos estudios han llevado a plantear
la hipétesis de que la esclerostina es un regulador mucho mas especifico de la via de
sefializacion Osea del sistema Wnt, y que el DKK-1 tendria una funcién mucho mas

sistémica, afectando a distintas vias de sefnalizacién (190).

La actividad de la esclerostina es compleja, ademas de la interaccidn con los co-
receptores LRP5 y LRP6, existen otras formas de actuar en el metabolismo 6seo, como,
por ejemplo, interactuando con las BMP e impidiéndoles facilitar la diferenciacion
osteoblastica (204). Otros ejemplos de actividad de la esclerostina son la unién al LRP4,
facilitando el bloqueo de la funcionalidad del complejo Frizzled-LRP5/6 (205) o
interfiriendo con otro gran sistema regulador del metabolismo 6seo como es el RANKL,
lo que en definitiva previene la diferenciacion osteocléstica, haciéndonos entender que la
esclerostina realmente es un contrarregulador no sélo de la osteoblastogénesis sino de
todo el remodelado dseo (206). Ademas, la esclerostina no sélo altera la formacién dsea,
sino que también se ha demostrado que influye en las concentraciones séricas de
hormonas que regulan la mineralizacidn, incluyendo calcitriol y factor de crecimiento de
fibroblastos (207), e incluso, si se delecciona selectivamente el gen SOST en ratones o

estirpes celulares concretas aumenta significativamente la masa mineral dsea (208,209).

La regulacion de la esclerostina y el DKK-1 en el hueso es muy compleja y esta
lejos de comprenderse por completo. Existen importantes reguladores como los factores
de crecimiento y las distintas hormonas que se relacionan con el metabolismo 6seo. Entre
ellas la calcitonina y las BMP estimulan su secrecion, mientras que la PTH y los
estrogenos suprimen tanto a la esclerostina como al DKK-1. Esto ultimo explicaria por
qué se han demostrado niveles medios de esclerostina mds bajos en mujeres que en
hombres (211-213). Ademads, los niveles circulantes de esclerostina se han relacionado
de forma negativa con los niveles séricos de PTH (214) y se han visto aumentados en los
pacientes diabéticos (215,216), estimulada por la respuesta bioldgica a la hiperglucemia,
incluyendo el aumento del estrés oxidativo, las modificaciones en las concentraciones de

LDL y la inflamacién vascular (198), asi como por los estados proinflamatorios (201).
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Uno de los factores mas estudiados y que més parecen relacionarse con los niveles
de esclerostina es la ERC. De hecho, los niveles de esclerostina se correlacionan con el
estadio de enfermedad renal del paciente, siendo de dos a cuatro veces mayores los niveles
medios en pacientes en estadio terminal (198). Ademas, se ha objetivado que no es por
un problema de hipofiltracion de esclerostina como es el caso de otras proteinas, sino que
existe un aumento de depuracion renal de la misma segun avanza la enfermedad renal.
Todo ello hace indicar que existe una hiperproduccion de esclerostina en los pacientes
con afectacion de la funcién renal (217). También se ha confirmado que los niveles de

esclerostina se recuperan rapidamente tras el trasplante renal (218).

Figura 5. Simplificacion de la via Wnt/B-catenina, permitiendo la defosforilacién de la 3-
catenina y su entrada al nucleo (A) y la forma principal de actuacion de la esclerostina
bloqueando a LRPS5 y LRP6, asi como al sistema Frizzled. Esquema tomado de

Brandenburg et al. (210).
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Tanto la edad como la enfermedad renal crénica avanzada provocan aumento de
la calcificacion vascular, lo cual lleva a una produccién aumentada de esclerostina (219).
En este sentido, un estudio realizado con biopsias dseas a pacientes mayores de 65 afios
(edad media 73 afnos) demostré que los niveles séricos elevados de esclerostina no se

acompanaban de aumento de concentracién Osea de esclerostina, lo cual refuerza la
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hipétesis de que la produccién no dsea, incluyendo la pared vascular, tiene un rol

fundamental en la elevacion sérica de esclerostina en estos pacientes (220).

Tras conocerse su importante papel antiosteogénico, asi como su existencia y
produccion en células endoteliales, en los ultimos afios se ha estudiado en profundidad la
implicacién de la esclerostina en el proceso de calcificacion vascular, siendo uno de los
factores fundamentales que dirige la calcificacion paradgjica del eje dseo-vascular, y
actuando como probable contrarregulador de dicho proceso, habiéndose demostrado su

correlacion en multiples estudios con la ECV subclinica (210).

9.6 Eje 6seo-vascular

El término calcificacion paraddjica Osea-vascular hace referencia a distintas
situaciones generadas por diferentes tipos de patologias que provocan una desregulacion
en el proceso de calcificacion caracterizado por la coincidencia de desmineralizacion del

esqueleto y la calcificacion vascular (221).

Existe mucha evidencia de la relacion entre baja densidad mineral 6sea y la
presencia de aterosclerosis, especialmente placas calcificadas (222,223). Este eje dseo-
vascular estd regulado tanto por proteinas de produccion dsea que afectan al endotelio
vascular, como por proteinas secretadas a nivel vascular que participan en el metabolismo
del hueso. Ademads, un importante nimero de estudios han demostrado la existencia de
una relacion entre la enfermedad vascular y la patologia 6sea (224). A pesar de que tanto
la pérdida de densidad mineral 6sea como la aterosclerosis se relacionan con la edad, esta
muy documentada la relaciéon independiente entre ambas (225-228). De hecho, la
coexistencia entre osteoporosis y calcificacion vascular se ha demostrado de forma

consistente en todo tipo de poblaciones (229).

Se conoce que la calcificacidn vascular es un proceso que guarda gran similitud
con la osteogénesis. Esto lleva a suponer que existen vias metabdlicas de sefializacion
con actividad entre ambas enfermedades que puedan justificar la relacion existente. Se ha

documentado que la via de sefalizacion Wnt puede jugar un rol importante en la
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regulacion de la inflamacion endotelial, en la diferenciacion de células madre
mesenquimales y en promover la migracién de monocitos, células musculares lisas y
células endoteliales (230-232). En algunos estudios se ha demostrado que la presencia de
inhibidores de la via Wnt/B-catenina en las células musculares lisas de la pared vascular
puede disminuir la progresioén de la calcificacion a este nivel (233,234). Por tanto, es
probable que uno de los mecanismos fundamentales de este eje dseo-vascular sea la
elevacion de esclerostina producida como contrarregulacion al exceso de calcificacion
vascular, afectando directamente en el endotelio, pero provocando a su vez un defecto de

mineralizacion dsea (85,210,235).

En el estudio de Leto et al., se demuestra la implicacién insitu de la esclerostina
en las lesiones aterosclerdticas avanzadas, al objetivarse su presencia por
inmunohistoquimica en el 100% de las 46 muestras de placa de ateroma obtenidas
mediante endarterectomia carotidea. Este estudio de pocos pacientes no llega a establecer
correlacion entre los niveles séricos de esclerostina y los obtenidos en la placa de ateroma,
aunque si establece que la mayor presencia se da en la capa vascular media con respecto
a la intima, y también en las células musculares lisas con respecto a los macréfagos,
estando las primeras directamente relacionadas con el proceso de calcificacion arterial
(236). Ademas, es significativo que la presencia de esclerostina se identifique con las
células musculares lisas porque de forma fisiolégica son las encargadas de modular la
respuesta a una agresion o lesion del endotelio vascular y las principales encargadas del
crecimiento ultimo de la placa de ateroma (147). En cambio, en un estudio realizado con
ratones experimentales acelerando el proceso de calcificacion y degradacion vascular
mediante el uso de warfarina de forma reglada, y realizando mediciones regulares de
esclerostina en suero, hueso y distintos componentes vasculares (venas, aorta, arteria
femoral, etc.), si se objetivé que existe un aumento progresivo de la esclerostina sérica
conforme avanza de forma controlada la calcificacién vascular, asi como un aumento
también paralelo de las concentraciones en las paredes vasculares calcificadas. En el
mismo estudio, se observa una relacidon negativa entre la calcificacion vascular y una
desmineralizacion también progresiva y paralela, no objetivindose variaciones
significativas de la concentracion de esclerostina en el tejido 6seo. Este hecho apoya la

teoria de que uno de los motivos fundamentales de la elevacion de esclerostina en la
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calcificacion vascular es la contrarregulacion de dicho exceso, y no tanto el causante

directo del dafio en la pared del vaso (85).

La correccidon de las alteraciones del metabolismo mineral, los microambientes
alterados de la médula 6sea y la produccion de células inflamatorias desencadenadas en
todo este proceso proporcionan opciones terapéuticas potenciales contra el proceso
aterosclerético (237). De hecho, el rol de la esclerostina en la afectacion del eje dseo-
vascular ha cobrado especial relevancia en los ultimos afios ante el disefio y autorizacion
de un primer anticuerpo monoclonal antiesclerostina (Romosozumab ©) capaz de reducir
de forma significativa sus niveles, obteniendo buenos resultados a nivel 6seo estimulando
la osteogénesis y disminuyendo la desmineralizacion (238). Dado el -carécter
controvertido de su papel en el eje dseo-vascular al tener un efecto protector a nivel
cardiovascular actuando como contrarregulador de la calcificacién vascular, se ha
especulado con la posibilidad de que pueda incentivar la produccién de episodios
cardiovasculares (239) e incluso, existen estudios que apuntan en esa direccion (240). En
la ultima revision de 2021, a pesar de que no existieran diferencias significativas en los
FRCYV entre los grupos, se demostré un aumento de eventos cardiovasculares graves con
romosozumab en ensayos aleatorizados sin etiologia discernible. Por ello, a pesar de la
reduccion significativa en fracturas vertebrales patoldgicas con su uso en pacientes con
osteoporosis, hasta que no haya mds evidencia disponible, romosozumab no debe usarse
en pacientes con ECV reciente y debe extremarse la precaucion en pacientes con alto

RCV (241).

En conclusion, el eje dseo-vascular es, en si mismo, una via implicada
directamente en el desarrollo de la aterosclerosis, y uno de los factores principales
relacionados en la regulacion de la misma es la esclerostina, con una repercusion directa

y cuantificable en el desarrollo de ECV.

10. Esclerostina y riesgo cardiovascular

La relacion entre las concentraciones de esclerostina y mortalidad cardiovascular

estd muy demostrada, especialmente en pacientes con ERC, aunque también en diabéticos
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y poblacion general (167,242-244). En estudios prospectivos se ha demostrado la
relacion directa entre los niveles séricos de esclerostina y la mortalidad, asi como la
incidencia de eventos cardiovasculares, siendo mayor la supervivencia y menor el nimero
de episodios cardiovasculares mayores en aquellos pacientes con menor cantidad sérica
de esclerostina al inicio del seguimiento (244,245). A pesar de ello, también existen
estudios que apuntan en la direccion opuesta habiendo hallado menor mortalidad
cardiovascular en aquellos pacientes con mayores concentraciones séricas de esclerostina
(214) y otros que han presentado resultados neutros (246,247). Esta disparidad puede
deberse el efecto regulador de la esclerostina que en determinados momentos del curso
evolutivo de la calcificacion vascular pueda proteger de padecer un evento cardiovascular
y solo ser un marcador de lesion endotelial. Es decir, ser consecuencia y no causa del

dafio cardiovascular (248).

En cuanto a la ECV subclinica los resultados son mucho més homogéneos,
habiéndose evidenciado que las concentraciones séricas de esclerostina pueden ser un
buen biomarcador que permita identificar aquellos pacientes con calcificaciéon vascular
subclinica establecida. De esta forma se ha objetivado que la esclerostina es un marcador
independiente de aumento de la VOP (249,250), aumento de GIM y presencia de PC
(251), y tiene relacion significativa con la calcificacion adrtica (250-252). Ademads, se ha
detectado una elevacion de los niveles de esclerostina en pacientes con ACV isquémico
agudo, permitiendo una discriminacion fiable de los pacientes de los controles (168). En
cambio, la relacion con la DKK-1 es mucho mds inestable y con resultados muy
contradictorios en todos los estudios, siendo menos fiable a la hora de identificar los
pacientes con mayor RCV y por ello su estudio esta perdiendo relevancia en este campo

en los ultimos afios (249).

En algunas poblaciones concretas se ha demostrado su fiabilidad para detectar la
aterosclerosis subclinica. Por ejemplo, en los obesos se ha relacionado con el aumento de
GIM (171), asi como en los diabéticos (253). También, como se ha comentado, en
pacientes en hemodidlisis (254) y en poblacién con HTA (170). Por ultimo, se han
observado niveles aumentados de esclerostina en enfermedades inflamatorias como la
artritis reumatoide, la artritis idiopdtica juvenil o la espondiloartritis axial. En el caso de

la artritis reumatoide se ha relacionado con un aumento de la calcificacion de la aorta
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abdominal (142). En el LES, este estudio realizado por Fayed et al. en 100 casos de LES,
50 de los cuales presentaban NL activa, se compararon los niveles de esclerostina con 50
controles sanos. Los resultados demostraron un aumento de la concentracion sérica de
esclerostina en los pacientes con LES con respecto a los sujetos sanos, asi como una

relacién independiente con los niveles de proteinuria (174).

Tanto la fisiologia de la esclerostina como contrarregulador del proceso
osteogénico, como la evidencia cientifica existente hasta el momento, dan a entender que
este factor tiene un rol importante en el desarrollo de la calcificacion vascular y, por tanto,

en el desarrollo del proceso de aterosclerosis.
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CAPITULO II:
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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II. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las razones que justifican la realizacion del siguiente estudio pueden resumirse en los

siguientes puntos:

1. Distintos estudios epidemioldgicos sugieren que la ECV es actualmente la primera
causa de mortalidad en el LES. Esto se debe a un proceso de aterosclerosis
acelerada secundaria a una mayor predisposicion a presentar FRCV clasicos, pero
también a otra serie de factores propios del LES. Entre estos factores propios del
LES se encuentran la inflamacién sistémica con el consiguiente aumento de
inmunocomplejos, complemento y estrés oxidativo; la asociacion con el SAF, la
afectacion renal, el uso de determinados tratamientos como los GC y las
caracteristicas epidemioldgicas propias de esta enfermedad. Todo ello conlleva

una mayor presencia de ECV subclinica precoz en estos pacientes.

2. Actualmente se conoce que las escalas de prediccion del RCV infradiagnostican
este riesgo en la poblacion lupica, lo que ha llevado a una busqueda de
biomarcadores que puedan facilitar la deteccidn y seguimiento de estos pacientes.
Ademas, en el manejo del RCV se estdn incluyendo técnicas de deteccion de la
aterosclerosis en fase subclinica, entre las que se encuentran la medicion de la
rigidez arterial o la EC, permitiendo la realizacién de prevencion primaria. Por
ejemplo, la VOP como parametro de rigidez arterial y la medicacion del GIM y el
hallazgo de PC por ecografia son métodos validados para detectar la ECV
subclinica. Por todo ello, en el LES se estan buscando algoritmos diagndsticos
que incluyan tanto FRCV clasicos, como nuevos biomarcadores fiables y técnicas

que permitan diagnosticar precozmente la aterosclerosis subclinica.

3. Por otro lado, la esclerostina como contrarregulador de la osteogénesis es un
marcador de calcificacion vascular. Sus niveles séricos se han correlacionado con
aumento de sus concentraciones en tejidos vasculares calcificados, asi como con
la deteccion de ECV subclinica mediante las técnicas previamente mencionadas

en distintas poblaciones de riesgo.
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4. Actualmente sélo se dispone de evidencia limitada y poco fiable de un aumento
de las concentraciones séricas de esclerostina en los pacientes con LES, sin que
se haya realizado ningun estudio para establecer su potencial utilidad como

biomarcador de rigidez arterial y dafio endotelial precoz en esta poblacion.
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CAPITULO III:
HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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I11.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La esclerostina puede ser un marcador sérico de aterosclerosis subclinica en

pacientes con LES con funcidn renal conservada.

Las pacientes con LES y funcién renal conservada pueden tener mayores niveles
de esclerostina que los controles sanos, y esta asociacion puede estar relacionada

con la asociacion existente entre el LES y el dafio cardiovascular subclinico.

La relacion entre la esclerostina y los marcadores de dafo cardiovascular

subclinico (MDCS) puede ser independiente de presentar LES o no.

OBJETIVOS

2.1 OJETIVO PRIMARIO

Determinar la asociacion entre los niveles séricos de esclerostina en mujeres con

LES con funcién renal conservada y los siguientes MDCS:

o Presencia de placa carotidea mediante ecografia carotidea

o Rigidez arterial medida mediante velocidad de onda de pulso

o Grosor de intima media carotideo medido mediante ecografia carotidea
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1)

2)

3)

4)

5)

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Cuantificar la asociacién entre el LES y los MDCS vy establecer qué parte de la

misma podria ser explicada por la asociacion entre el LES y los FRCV clasicos.

Determinar qué caracteristicas del LES (clinicas, analiticas y terapéuticas) se
asocian a los MDCS y establecer qué parte de estas asociaciones podrian ser

explicadas por la relacion entre dichas caracteristicas y los FRCV clésicos.

Cuantificar la asociacion del LES con los valores de esclerostina y determinar qué
parte de ella podria ser explicada por la asociacion existente entre el LES, los

FRCV clasicos y los MDCS.

Determinar qué caracteristicas del LES (clinicas, analiticas y terapéuticas) se
asocian con los valores de esclerostina y establecer qué parte de estas asociaciones
podrian ser explicadas por la relacion entre dichas caracteristicas con los MDCS

y los FRCV clasicos.

Identificar si la presencia de LES modifica la asociacion de los niveles de

esclerostina con los MDCS.
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CAPITULO IV:
METODOS
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IV. METODOS

1. Diseno del estudio

Para alcanzar el objetivo primario y el objetivo secundario nimero 4 se planted
inicialmente estudiar de forma prospectiva una serie transversal de casos (mujeres con
LES con funcién renal conservada). Sin embargo, al objeto de alcanzar los objetivos
secundarios 1,3 y 5 se estim6 que era imprescindible tomar de forma adicional un grupo
control concurrente compuesto por mujeres sanas. Ello podria asemejar nuestro disefo al
propio de un estudio de casos y controles. Sin embargo, el caracter transversal de las dos
series de mujeres estudiadas, unido al hecho de que, a diferencia de lo que ocurre en los
disefios convencionales de casos y controles, el status de caso o de control (es decir, la
presencia o no de LES) no viene definido por el desenlace bajo estudio (que en nuestro
caso no es el LES, sino los MDCS), nos hizo aconsejable prescindir de esta terminologia
y catalogar nuestro disefio como un estudio observacional prospectivo basado en el

andlisis transversal de dos series de mujeres definidas por su status de exposicion al LES.

2. Ambito del estudio

El estudio se realiz6 entre los meses de octubre de 2020 y marzo de 2021, en el
ambito de las consultas y medios del Hospital Virgen de las Nieves, en el municipio de
Granada. Se trata de un hospital de tercer nivel asistencial, con mas de 900 camas de
hospitalizaciéon y mas de 300 consultas externas, que da cobertura a toda el area norte
sanitaria de Granada, incluyendo a los hospitales de Alcala la Real, Guadix y Baza.
Ademas, algunas consultas y servicios de este centro dan asistencia especializada a casos
de toda Andalucia oriental incluyendo fundamentalmente las provincias de Granada, Jaén

y Almeria.
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3. Poblaciones de estudio

3.1 Serie de mujeres con LES

Se incluyeron todas las mujeres de entre 18 y 60 afios con diagndstico establecido
de LES (32) consecutivamente atendidas en la consulta externa de la Unidad de
Enfermedades Autoinmunes Sistémicas (Servicio de Medicina Interna) del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada en el periodo comprendido entre octubre

de 2020 y marzo de 2021 que cumplieran los siguientes criterios adicionales de inclusion:

o Estar en seguimiento por nuestra Unidad al menos durante un afio.

o Ausencia de ERC establecida.

o Ausencia de ECV previos.

o IMC menor o igual a 35.

o Tener un nivel cultural adecuado para poder leer, comprender y firmar el

consentimiento informado.

3.2 Serie de mujeres sin LES

Con el objetivo de que los dos grupos de estudio hubieran procedido de la misma
poblacién basal y poder efectuar asi una comparacion interna entre ellos, lo ideal hubiera
sido que el grupo control fuera una muestra representativa de la poblacién de la que se ha
extraido la serie de casos de LES. Esta poblacion estaria compuesta por todas aquellas
mujeres sanas entre 18 y 60 afios que potencialmente acudirian a la consulta externa de
la Unidad de Enfermedades Autoinmunes Sistémicas del Servicio de Medicina Interna
del Hospital Universitario Virgen de las Nieves en caso de ser desarrollar LES. Puesto
que esta poblacion es desconocida, una alternativa apropiada (equiparable a la
habitualmente empleada en los estudios de casos y controles en los que la cohorte base es
desconocida), es seleccionar el grupo control a partir de la poblacion de mujeres de 18 a
60 afios atendidas en otras consultas del Hospital Virgen de las Nieves por patologias no
asociadas al LES. Sin embargo, la escasa factibilidad de esta alternativa nos aconsej6 no

limitar nuestra seleccion empleando exclusivamente esta estrategia: el protocolo de
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recogida de informacion requeria la asistencia de los controles a las consultas de nuestro
hospital en dos dias distintos, en horarios diferentes a los propios de las consultas
rutinarias (para que los profesionales implicados en la recogida de la informacion
pudieran compatibilizar esta actividad con la propia de sus tareas asistenciales). Por todo
ello, de cara a priorizar la factibilidad del estudio, se decidid, ademds de la estrategia antes
citada, incluir también dentro del grupo control a mujeres pertenecientes al entorno social
y/o profesional de las mujeres del grupo de casos y/o del equipo investigador, siempre

que cumplieran los siguientes requisitos:

o Ausencia de relacién familiar con los casos.

o Ausencia de LES.

o Edad de 18 a 60 afios.

o Ausencia de ERC establecida.

o Ausencia de ECV previos.

o IMC menor o igual a 35.

o Tener un nivel cultural adecuado para poder leer, comprender y firmar el

consentimiento informado.

Adicionalmente, para aumentar la comparabilidad de este grupo control con la serie
de casos, se decidié emparejar la seleccion de controles con la de casos por estratos de
edad. Finalmente, las mujeres del grupo control se seleccionaron a partir de las siguientes

cuatro subpoblaciones:

o Pacientes sin LES atendidas en otras consultas del hospital: mujeres atendidas
en la Consulta Externa de Hipertension Arterial y Riesgo Cardiovascular
(invitadas a participar por el Dr. Fernando Jaén Aguila), y mujeres atendidas
en la consulta de Endocrinologia (invitadas a participar por el Dr. Martin

Lopez de la Torre).
o Entorno social de las pacientes (amistades).
o Entorno social de los investigadores (amistades y familiares).

o Entorno profesional de los investigadores: Personal no facultativo del hospital

(celadoras y limpiadoras).
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De esta forma, el grupo control se configura de forma andloga al grupo no
expuesto en un estudio de cohortes de comparacion externa (aquél en el que la subcohorte
no expuesta procede de una cohorte base diferente a la de la subcohorte expuesta).
Evidentemente, esta situacidon supone, a priori, una merma de la validez interna de la
comparacion entre grupos efectuada en el presente estudio, que serd comentada en el

apartado de limitaciones de la seccidon de Discusion de nuestra Tesis.

3.3 Tamaifios muestrales

3.3.1. Grupo de mujeres con LES

Para estimar el tamafio muestral requerido en relacién con el objetivo principal,
se asumid, a partir de la estimacion aportada por el estudio de Frerix et al (255), una
prevalencia de PC en mujeres con LES del 50%. Para detectar valores de Sensibilidad y
Especificidad de la esclerostina como marcador de la presencia de placa iguales o
mayores al 90%, con una precision del 10%, seria necesario reclutar una muestra de 71
mujeres con LES. Por desgracia, la pandemia de SARS-CoV-2, iniciada al final de
nuestro periodo de reclutamiento, nos obligé a detener la captacion de participantes, por

lo que el tamafio muestral finalmente obtenido en nuestro grupo de casos fue de 68.

3.3.2. Grupo de mujeres sin LES

Se decidi6 que tuviera el mismo tamafio que el prefijado para el de la serie de
casos, es decir, 71 controles, repartidos de la siguiente forma entre las cuatro

subpoblaciones comentadas:

o Pacientes sin LES atendidas en otras consultas del hospital: 16 mujeres.
o Entorno social de las pacientes (amistades): 5 mujeres.
o Entorno social de los investigadores (amistades y familiares): 23 mujeres.

o Entorno profesional de los investigadores: 27 mujeres.
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4. Protocolo de recogida de informacion y variables del estudio

Todas las participantes que aceptaron intervenir en el estudio y que cumplieron
los criterios de seleccion descritos recibieron informacion pormenorizada, verbal y por
escrito, acerca del mismo. A continuacion, se les pidié que firmaran el consentimiento

informado. Aquellas participantes que se negaron a firmarlo fueron excluidas del estudio.

4.1 Primera visita

Las participantes finalmente incluidas fueron invitadas a acudir de forma
individual a una sala ubicada en el Servicio de Medicina Interna del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, en el centro de consultas externas Licinio de la Fuente
(tercera planta) habilitada para este menester, entre las 8:00 h y las 9:00 h de la mafiana,
habiendo estado en ayunas al menos durante las 8 horas previas. En esta primera visita se

recogid la siguiente informacion:

o Encuesta sobre variables demograficas. A partir de ella se obtuvieron las

siguientes variables de estudio:

= FEdad
= Nivel cultural: sin estudios, estudios hasta ensefianza secundaria o

estudios superiores.

o Anamnesis: A partir de ella se obtuvieron las siguientes variables de estudio:
= Enfermedades conocidas.
= Tratamientos cronicos.
= Habito tabaquico: si/no

= Ingesta de alcohol: ninguna, <7 unidades de bebida estandar
(UBE)/semanales, >7 UBE/semanales)

= Menopausia: si/no.
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Ademas de lo anteriormente consignado, la anamnesis de las pacientes lipicas

se completd con la siguiente informacion especifica del LES:

Numero de criterios clasificatorios segtin la ACR al diagndstico

(256).

Organos o sistemas afectados.

Cuantificacion de la actividad lupica en el momento de la inclusion

mediante el indice de actividad en el LES (SLEDAI) (rango de

puntuacién entre 0 y 105).

Cuantificacién del dafio orgdnico irreversible acumulado mediante

el indice de dafios del LES (SLICC).

Tratamiento especifico para el LES en el momento de la inclusion:

e Uso de prednisona: si/no.

e Dosis de prednisona diaria

e Uso de hidroxicloroquina: si/no.
e Uso de inmunosupresores: si/no.
e Tipo de inmunosupresores.

e Uso de bioldgicos: si/no.

e Tipo de bioldgico.

e Uso de suplementos de vitamina D y/o calcio: si/no.

o Exploracion fisica y realizacion de las siguientes medidas:

Talla y peso. A partir de ambas mediciones se calcul6 el IMC:
peso en kg/ estatura en metros?.

Circunferencia abdominal (a la altura de las espinas iliacas).
Medicién de la presion arterial (PA) en sedestacion mediante
un dispositivo oscilométrico automatizado (HEM-7051T;
Omron Health Care, Kyoto, Japan).

Presencia o no de sindrome metabdlico (Tabla 3).

Una vez efectuada la exploracion fisica, se procedio a la extraccion de las muestras

de sangre y orina.
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o Anadlisis de sangre: Se obtuvieron dos muestras de sangre. Una fue procesada
de acuerdo con los procedimientos de rutina del Laboratorio Central del
Servicio de Andlisis Clinicos de nuestro hospital. Con respecto a la segunda,
necesaria para la determinacion de los niveles de esclerostina, se extrajeron 2
cc de sangre en tubo de bioquimica para la separacion de suero, que seria
centrifugado, alicuotado y congelado a -80°C. Cuando se dispusieron de todas
las muestras se procedio a la descongelacion y luego al andlisis de todas las

muestras a la vez.

a. Para las dos series de mujeres:
= Niveles de esclerostina (pmol/L)
= Niveles de troponina (pg/mL)
= Perfil glucémico:
e Glucosa (mg/dL)
e Hemoglobina glicosilada (%)
e Insulina (U/ml)

e Indicce HOMA-RI (resistencia a la insulina): glucosa

(mmol/L) x insulina (U/l) / 22.5

Albumina (g/dL)

= Proteinas totales (g/dL)

Hierro (g/dL)

Perfil lipidico:
e TG (mg/dL)
e CT (mg/dL)
e LDL (mg/dL)
e HDL (mg/dL)
= Funcién renal:
e Urea (mg/dL)
e Creatinina (mg/dL)
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e Tasa de filtracion glomerular mediante la ecuacion
MDRD-7 usando la calculadora del siguiente enlace:

(http://www .semergencantabria.org/calc/cacalc.htm)

= Perfil hepatico:

e Lactato deshidrogenasa (U/L)
e Gamma glutamiltransferasa (U/L)
e Alanina transferasa (U/L)

e Fosfatasa alcalina (U/L)
= Hemograma:
e Hematies (x 10%uL)
e Hemoglobina (g/dl)
e Volumen corpuscular medio (fL)
e Leucocitos (x 103/uL)

e Plaquetas (x 103/uL).
= Coagulacion:
e Fibrindgeno (mg/dL)
e Homocisteina (mol/l)
= Metabolismo 6seo:
e (Calcio (mg/dL)
e Vitamina D (25 OH) (ng/mL)
e PTH intacta (pg/dL)

= Tirotropina (U/mL)
= Velocidad de sedimentacion globular (mm/h)

= PCR ultra-sensible (mg/L).

. Para la serie de casos de LES:

= Niveles de complemento C3 y C4 (mg/dL)
= Niveles de anticuerpos anti-ADN nativo (U/L)
= Niveles de anticuerpos antifosfolipido:

e Anticoagulante lapico (U/L)



e Anti-cardiolipina (U/L)
e Anti-B2-microglobulina (U/L)

o Andlisis de orina: Se obtuvo una muestra de orina que fue procesada de
acuerdo con los procedimientos de rutina del Laboratorio Central del Servicio
de Andlisis Clinicos de nuestro hospital. Esta analitica incluia los siguientes

pardmetros:

a. Para las dos series de mujeres:

= Sedimento de orina; Microalbuminuria (mg/dL)

b. Para la serie de casos de LES:

= Proteinuria en orina de 24 horas (mg).

4.2 Segunda visita

Al final de la primera visita, las mujeres fueron citadas para una segunda consulta
dentro de los diez dias siguientes a ésta, a fin de realizarles una EC y efectuar la medicion

de la VOP, en las Consultas Externas de Hipertension Arterial y Riesgo Cardiovascular.

o EC: se realiz6 mediante un ecégrafo General Electrics Logic F6 con tres
sondas: Lineal, Convex y Sectoria. La usada para medir GIM es la lineal Con
frecuencia en la imagen central de 7,75 MHz +/- 20% y rango entre 6-12 MHz.
Software: Licencia GE especifico para determinacién de Grosor Intima-
Media. Construccion ecografo julio 2015. A partir de esta exploracion se

obtuvieron las siguientes variables de estudio:

= Presencia de PC: si/no. La presencia de PC se determind por la
presencia de 2 de los siguientes 3 criterios: aumento del grosor de la
intima > 1.2mm, composiciéon anormal a nivel ecogrifico o forma

irregular con respecto al resto de la pared
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= GIM: se midi6 el GIM en 3 segmentos: la arteria carétida distal comun
(1 cm proximal a la dilatacion del bulbo carotideo), la bifurcacion de
ambas arterias cardtidas (1 cm proximal a la divisién) y la arteria
cardtida interna proximal. La medicion media de dichos segmentos se
realizard mediante el software integrado en el dispositivo ecégrafo,
tomando 50 medidas de referencia en cada segmento y dando como
resultado la media final de los mismos en arteria carétida derecha e

izquierda (148,257,258).

o Determinacion de la VOP: se us6 el dispositivo Mobil-O-Graph® 24h pulse
wave analysis monitor (IEM GmbH, Stolberg, Germany), cuyo
funcionamiento se basa en la oscilometria registrada mediante un manguito de
PA colocado sobre la arteria braquial (164). A partir de esta exploracion se

obtuvo la siguiente variable:

= VOP: se definié como valor de VOP elevada aquella igual o superior

al percentil 75 medido en el grupo de control.

5. Analisis de los datos

5.1 Estudio descriptivo

Se realiz6 separadamente para la serie de casos y para el grupo control. Para las
variables cuantitativas se obtuvieron sus medias + desviacion estdndar (salvo aquellas
para las que, por alejarse de una distribucién aproximable a una normal, se opté por
estimar su mediana y rango intercuartilico). Para las variables categdricas se obtuvieron

las proporciones de cada categoria.
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5.2 Estudio analitico

5.2.1 Planteamiento tedrico de los analisis realizados

Al haber empleado un disefio observacional sin seguimiento, nuestro estudio no
permite verificar hipotesis causales. No obstante, ello no es obsticulo para que, a la hora
de plantear nuestros objetivos, basemos €stos en la existencia de asociaciones causales
entre las variables recogidas, unas ya verificadas en estudios previos y otras que se
plantean como hipdtesis del presente estudio (ver apartado correspondiente). Asi, la
constatacion o no de las asociaciones que se plantean estimar a partir de los analisis que
se describiran en el siguiente apartado no vendrian sino a aportar evidencias empiricas en
favor o en contra de dichas hipétesis causales. En el grafico aciclico dirigido (DAG, por
sus siglas en inglés) que se muestra en la Figura 6 se describen de forma grafica las
hipétesis causales en las que se sustentan los objetivos y, en consecuencia, la estrategia
de analisis. La flecha discontinua roja es la hipdtesis que sustenta el objetivo primario
(OP) de esta Tesis Doctoral. El resto de flechas, cuya valoracion corresponde a cada uno
de los objetivos secundarios (OS), muestran otras asociaciones causales que tienen, en
ultima instancia, al LES como punto de partida. Para algunas de ellas (marcadas en trazo
continuo) ya existe solida evidencia a favor de su existencia en la bibliografia, y nuestro
estudio solo tratard de confirmarlas en nuestras poblaciones de estudio. Para otras (de
trazo discontinuo), las evidencias son débiles, contradictorias o inexistentes, y nuestro
estudio se limitard a aportar evidencias a favor o en contra de su existencia. Por lo demas,
algunas de ellas (las de color azul) requieren el uso de las dos poblaciones de estudio
(mujeres con y sin LES), para su verificacion; otras (marcadas en color rojo), unicamente
se pueden analizar empleando la muestra de mujeres con LES. Finalmente, otras
asociaciones (marcadas en verde) pueden estudiarse tanto en la poblacidn total de mujeres
como en cada uno de los dos subgrupos que la componen. A continuacion, describimos

cada asociacion de forma pormenorizada:
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Figura 6. DAG que muestra las potenciales asociaciones causales que se proponen entre
las variables recogidas en la presente Tesis Doctoral (leer la explicacién en el texto). OP:
Objetivo Primario; OS: Objetivos Secundarios.
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La asociacion entre la presencia de LES y un mayor riesgo cardiovascular esta

ampliamente contrastada en la bibliografia. Para confirmar su existencia se requiere

comparar la magnitud de los marcadores de dafio cardiovascular subclinico en mujeres

cony sin LES. Esta comparacion se puede hacer de forma cruda (OS1-1), o ajustando por

los FRCV clésicos (OS1-4). La comparacion de ambas estimaciones (cruda versus

ajustada) nos permitira estimar que parte de la asociacion entre LES y los MDCS podria

ser explicada por los factores cldsicos. Este ultimo camino causal dependeria de que

existieran otras dos asociaciones:

o La que relacionaria el LES con los FRCV clasicos (OS1-2).

o La que relacionaria los FRCV clésicos con los MDCS (OS1-3).
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Aunque esta ultima asociacion podria valorarse en la muestra total de mujeres o,
separadamente, en ambos subgrupos de ellas, hemos preferido estimarla tinicamente entre
las mujeres del grupo control, pues entre los casos de LES se asume que el diagndstico
de esta entidad habrd propiciado cambios en dichos factores, al margen del RCV

causalmente asociado a los mismos (recordemos que nuestro estudio es transversal).

Segundo objetivo secundario (0S2)

Dando por cierta la existencia de una asociacion entre el LES y los MDCS, es
razonable suponer que la magnitud de esta asociacion variard en funcién de las
caracteristicas de LES (actividad, duracién, dafio acumulado, etc.). Se trata pues, de
estimar, en el subgrupo de mujeres con LES, si la magnitud de dichos MDCS es diferente
en funcion de dichas caracteristicas. Al igual que para el primer objetivo secundario, estas
diferencias se pueden estimar de forma cruda (OS2-1) o tras ajustar por el efecto de los

FRCYV clasicos (0S2-2).

Tercer objetivo secundario (OS3)

Se trata de cuantificar la asociacion entre LES y los niveles de esclerostina. En
principio, toda la asociacion cruda (OS3-1), deberia ser explicada por la asociacion, ya
valorada en el OP, entre el LES y los MDCS. Sin embargo, una parte de ella también
podria depender de la que existiera entre los FRCV clésicos y los niveles de esclerostina
(OS3-2). Esta ultima asociacion ha sido valorada unicamente en el grupo control, por la
misma razon que la expuesta para el estudio de la asociacion entre dichos factores y los
MDCS (OS1-2). La comparacion de las asociaciones crudas y ajustadas entre el LES y la
esclerostina (OS3-1 versus OS3-3, respectivamente) nos permitird identificar qué parte

de la asociacion cruda no es explicada por los MDCS y/o por los FRCV clasicos.
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Cuarto objetivo secundario (OS4)

Trata de estimar la asociacidn entre las caracteristicas del LES y los niveles de
esclerostina. En principio, la asociacién cruda (OS4-1) deberia ser enteramente explicada
por la que existiera entre dichas caracteristicas y los MDCS. Para valorar esta hipotesis,
asi como el posible efecto adicional que sobre la asociacién cruda tengan los factores
clasicos de RCV, se estimara la asociacion entre las caracteristicas del LES y los niveles

de esclerostina ajustada por los MDCS y/o los FRCV clasicos (0S4-2).

En la siguiente seccion describiremos las técnicas estadisticas empleadas para cuantificar

las asociaciones representadas en el DAG y explicadas en el apartado anterior.

5.2.2. Técnicas estadisticas aplicadas:

A) Estimacién de la validez de los niveles de esclerostina como marcador

diagnostico del dafio cardiovascular subclinico en las mujeres con LES (OP).

Dado que se emplearon tres MDCS (presencia o no de PC, valores de VOP y de GIM), el
primer paso fue cuantificar el grado de correlacion existente entre ellos en nuestra de
mujeres con LES. Puesto que VOP y GIM son dos variables cuantitativas y dado que, a
nuestro juicio, el principal marcador es la presencia de PC, se obtuvieron las
correspondientes curvas ROC (Caracteristica Operativa del Receptor) de los otros dos
marcadores con respecto a ella. El pardmetro empleado para cuantificar la concordancia
entre marcadores fue el area bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés). Por lo demas,
la curva ROC nos permitié dicotomizar los valores de VOP y de GIM tomando como
punto de corte los correspondientes valores que maximizaron la validez global de ambas

variables (Sensibilidad + Especificidad -1).
Una vez dicotomizados los valores de VOP y GIM (VOPd y GIM dicotomizado,

respectivamente), se obtuvieron las curvas ROC de los niveles de esclerostina para los

tres marcadores dicotdmicos. La validez diagnostica de dichos niveles se cuantifico
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mediante el AUC. Para cada marcador se obtuvo el punto de corte de los niveles de

esclerostina que maximizaba la validez diagndstica de ésta.

B) Valoracion de la significacion estadistica de las diferencias de las variables

independientes en funcion de los subgrupos definidos por variables dicotémicas.

Se empled el test t de Student para muestras independientes cuando las variables
independientes fueron cuantitativas aproximables a una distribucién normal, el test de
Mann-Whitney para las variables independientes cuantitativas no aproximables a una
distribucion normal y el test chi cuadrado para las variables independientes dicotomicas
o categodricas. Todos los contrastes de hipotesis se realizaron a dos colas y se tomd un

umbral p de significacion estadistica < 0.05.

C) Estimadores de fuerza de asociacion:

C.1) Planteamiento general

Dependiendo del objetivo considerado (principal y objetivos secundarios 1 a 4), las
variables de desenlace (o variables dependientes) fueron cada uno de los tres MDCS), los

niveles de esclerostina y cada uno de los principales factores clasicos de RCV.

Cuando la variable dependiente fue dicotomica (por ejemplo, la presencia o no de PC o
los valores de VOPd y GIM dicotomizado), se emplearon modelos de regresion logistica,
univariantes (para obtener estimaciones de asociacion crudas), o multivariantes (para
obtener estimaciones ajustadas). Dichos modelos permitieron estimar la fuerza de
asociacion a través de las Odds Ratio (OR), crudas o ajustadas, asi como sus
correspondientes intervalos de confianza al 95% (IC 95). La OR estima el incremento en
la odds de desarrollar el desenlace (valor 1 de la variable dependiente), por cada unidad
de incremento de la variable independiente. Una OR igual a 1 indica ausencia de

asociacion (valor nulo).

Cuando la variable dependiente fue cuantitativa aproximable a una distribucion normal
(por ejemplo, los valores de VOP, de GIM o de esclerostina) se emplearon modelos de

regresion lineal, simple (para obtener estimaciones de asociacion crudas), o multiple (para
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obtener estimaciones ajustadas). Dichos modelos permitieron estimar la fuerza de
asociacion a través de los coeficientes de regresion, crudos o ajustados, asi como su
correspondientes IC 95. El coeficiente de regresion estima el nimero de unidades en que
se incrementa la variable dependiente por cada unidad de incremento de la variable

independiente. Un coeficiente igual a 0 indica ausencia de asociacion.

C.2) Particularidades

Para valorar la utilidad de la esclerostina como marcador diagndstico de los MDCS se

aplicaron dos estrategias de construccion de los modelos multivariantes:

* Modelos explicativos: aparte de la esclerostina, se incluyeron como términos
independientes del modelo todas las variables que, de acuerdo con el modelo
teorico representado en el DAG, pudieran confundir o mediar en la asociacion

postulada a priori entre esclerostina y MDCS.

* Modelos predictivos: se construyeron mediante un procedimiento paso a paso
hacia delante (stepwise forward). En cada paso se incluyd o se excluyd una
variable en el modelo. El criterio de inclusion en cada paso fue el de afiadir al
modelo aquella variable independiente cuya asociacion con el correspondiente
marcador tuviera el menor valor p (siempre por debajo del umbral de 0.05). El
criterio de exclusion en cada paso fue el de retirar del modelo aquella variable
independiente cuya asociacion con el correspondiente marcador tuviera un valor
p mayor a 0.1. Asi, el modelo finalmente construido retuvo en el mismo todas
aquellas variables independientes asociadas con el desenlace (el MDCS), con un

valor p<0.1.
Para el resto de modelos multivariantes se aplicd una estrategia explicativa, incluyendo
en el modelo todas las variables independientes que, de acuerdo con el DAG, pudieran

ser confusores o mediadores de la asociacion bajo estudio.

Para valorar si la presencia de LES modificaba la asociacion entre los niveles de

esclerostina y los MDCS (objetivo secundario 5) se aplico una estrategia en dos pasos:
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= En primer lugar, se estudi6 separadamente dicha asociacion en los dos subgrupos

de mujeres (con y sin LES).

= En segundo lugar, se estudi6 dicha asociacion en el total de la muestra con y sin
la inclusién de un término de interaccion entre los valores de esclerostina y la
presencia o no de LES. Mediante el test de la razéon de verosimilitudes se valor6
la mejora en la bondad del ajuste del modelo que incluia el término de interaccién
frente al modelo sin dicho término. Para descartar la identificacion de falsas
interacciones, en este analisis se bajo el umbral de significacion estadistica a un

valor p<0.01.

Todos los analisis se realizaron con el software Stata (version 17).

92



CAPITULO V:
RESULTADOS
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V. RESULTADOS

1. Descripcion de las caracteristicas de las pacientes con LES y las mujeres sin LES

incluidas en el estudio

Tras aplicar los criterios de inclusion y de exclusion comentados previamente en

el apartado IV se incluyeron, previa firma del consentimiento informado, a 68 pacientes

con diagnéstico de LES con seguimiento en la Unidad de Enfermedades Autoinmunes

del Hospital Universitario Virgen de las Nieves y 71 mujeres sin LES reclutadas para el

estudio.

1.1 Caracteristicas demograficas

La edad media de las pacientes fue 43.8 afios muy similar a las mujeres sin LES,

con 42.7 anos. Tampoco hubo diferencias con respecto al nivel educativo de las muestras.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de las mujeres con y sin LES. SD: desviacion estdndar.

Con LES Sin LES
Variable Media SD Media SD
Edad (afos) 43.8 11 42.7 11.3
Variable Categoria N % N %0
Nivel de estudios  Sin estudios 0 0 1 1.4
Estudios primarios 40 58.8 36 50.7
Estudios universitarios 28 41.2 34 47.9

1.2 Comorbilidad y tratamientos habituales

En cuanto a la comorbilidad relacionada con el RCV, la serie de casos de LES

presentd mayor prevalencia de FRCV clasicos: obesidad (20.6% vs 15.5%),
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hipercolesterolemia (35.3% vs 11.3%), HTA (42.6% vs 16.9%), sindrome metabdlico
(17.6% vs 9.9%) y sedentarismo (50% vs 36.6%). No hubo diferencias en cuanto a la
diabetes mellitus, tabaquismo o alcoholismo. También se objetivd mucha mayor
incidencia de SAF (8.8% vs 0 mujeres sanas). En la Tabla 6 y Figura 6 se han resumido

los resultados mas importantes con respecto a la comorbilidad relacionada con el RCV y

los FRCV.

Tabla 6. Resumen de la comorbilidad cardiovascular de las mujeres con y sin LES.

Con LES Sin LES
Variable Categoria

% N %
Obesidad Si 14 20.6 11 15.5
No 54 79.4 60 84.5
Hipercolesterolemia S{i 24 353 8 11.3
No 44 64.7 63 88.7
HTA Si 29 42.6 12 16.9
No 39 574 59 83.1
Tabaco Si 16 235 20 28.2
No 52 76.5 51 71.8

Alcoholismo Si 1 1.5 0 -
No 67 98.5 71 100
Diabetes mellitus Si 1 1.5 1 1.4
No 67 98.5 70 98.6
Hipotiroidismo Si 16 235 12 169
No 52 76.5 59 83.1
Menopausia Si 22 324 21 29.6
No 46 67.6 50 704
Sedentarismo Si 34 50 26 36.6
No 34 50 45 634
Sindrome metabdlico Si 12 17.6 7 99
No 56 824 64 90.1

Sindrome St 6 8.8 0 )
antifosfolipido No 62 912 71 100
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Figura 6. Comparativa de los FRCV entre las pacientes con LES (azul) y las mujeres

sanas (amarillo).
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Con respecto a la farmacologia, en general, la serie de casos presentd mayor
prevalencia de los tratamientos habituales recogidos en la Tabla 7. Tanto los tratamientos
hipolipemiantes, antihipertensivos, antiagregantes o relacionados con el suplemento o
aporte de calcio son significativamente mds prevalentes en la muestra de mujeres con
LES que en la muestra de mujeres sin LES. Por el contrario, el uso de AINEs tanto diarios

como tres veces a la semana no presenté diferencias importantes.

En la Tabla 8 se reflejan los tratamientos dirigidos especificamente para el control
del LES y sélo recogidos en la serie de casos de mujeres con LES, destacando un uso

muy elevado de HDQ (85.3%) y un uso de GC en menos de la mitad de los casos (38.2%).
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Tabla 7. Resumen de los tratamientos habituales de las pacientes con LES y las mujeres

sanas.
Con LES Sin LES
Variable Categorias
N % N %
AINEs diarios Si 10 14.7 7 99
No 58 85.3 64 90.1
AINEs 3 veces Si 11 16.2 11 155
semana No 57 83.8 60 84.5
Aspirina Si 16 23.5 0 -
No 52 76.5 71 100
Anticoagulaciéon ~ S{i 2 29 0 -
No 66 97.1 71 100
Estatina Si 16 23.5 6 8.5
No 52 76.5 65 91.5
Antihipertensivo ~ No 44 64.7 64 90.1
IECA 16 235 1 14
ARA-II 7 10.3 4 5.6
Antagonista del calcio 4.4 -
Betabloqueante 5 7.4 2.8
Diurético No 62 91.2 68 95.8
Tiazidas 2 29 3 42
Diurético del asa 4.4 -
Antialdosterénico 1 1.5 -
Metabolismo del ~ No 29 42.6 67 94 .4
calcio Calcio 5 74 1 14
Vitamina D 21 30.9 1 1.4
Calcio y vitamina D 13 19.1 2 2.8
Denosumab 3 4.4 0 -
Bifosfonato 3 44 0 -
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Tabla 8. Resumen de los tratamientos relacionados con el LES de la serie de casos.

Con LES
Variable Media SD
Dosis diaria de prednisona (mg) 25 4
Dosis acumulada de prednisona dltimo afio (gr) 09 1.3
Variable Categorias N %
Prednisona Si 26 38.2
No 42 61.8
HCQ Si 58 85.3
No 10 14.7
Inmunosupresores No 47 69.1
Azatioprina 3 44
Metotrexate 5 74
Micofenolato 13 19.1
Ciclofosfamida Si 0 -
No 68 100
Biolégicos Si 3 44
No 95.6 88.2
Uso de bioldgicos en Si 11 16.2
algin momento No 57 83.8

1.3 Caracteristicas antropométricas, cardiovasculares y analiticas

No hubo diferencias entre las medidas antropométricas objetivadas en la serie de
casos de LES y las mujeres sanas tomados de forma pareja. En cuanto a las técnicas de
diagnoéstico de RCV subclinico s6lo hubo diferencias importantes en la presencia de PC
(35.3% en las pacientes con LES vs 19.7% en mujeres sin LES) y en el hallazgo de ITB
patologico (7.4% vs 1.4%). En el resto de medidas (VOP, GIM derecho e izquierdo, ITB
cuantitativo) las medias fueron muy similares. Las principales medidas antropométricas

y de deteccion de RCV subclinico estan resumidas en la Tabla 9.
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En las Tablas 10, 11, 12, 13 y 14 estdn resumidos los resultados analiticos
obtenidos en el estudio. De ellos cabe destacar la proteinuria obtenida mediante el
cociente albumina/creatinina (CA/C) donde las mujeres con LES tuvieron una media de
39.1 vs 10.2 en los controles, siendo significativa en mayor porcentaje (29.4% vs 5.6%).
Las mujeres sin LES tuvieron cifras medias mas elevadas de CT y LDL. En cuanto a los
marcadores de inflamacion sistémica tanto la PCR como la VSG fueron més elevadas en
la serie de casos de LES. Por ultimo, los dos biomarcadores de RCV subclinico estudiados
estuvieron mas elevados en las pacientes con LES que en las mujeres sanas: esclerostina
69.1 pmol/L (SD 42.7) vs 44 pmol/L (SD 32.1) y HsTn 2.3 pg/mL (SD 3.4) vs 1.3 pg/mL
(SD 1.4).

Tabla 9. Resumen de las medidas antropométricas y de deteccion de RCV subclinico.

Con LES Sin LES
Variable

Media SD Media SD
Altura (cm) 170 6.6 162.9 11.3
Peso (kg) 66 11.6 66.7 13.8
IMC (kg/m?) 25.6 49 252 54
Perimetro de cadera (cm) 93.6 12 94.2 10.9
Perimetro abdominal (cm) 83.7 134 81.8 12.1
PAS (mmHg) 117.3 14.7 118.2 13.1
PAD (mmHg) 77.8 10.5 76.4 9.2
Presion diferencial (mmHg) 40 10.2 41.6 10.8
Frecuencia cardiaca (Ipm) 76.1 10.9 76.8 11.8
VOP (m/s) 6.4 1.2 6.4 1.3
GIM derecho (mm) 0.55 0.08 0.54 0.09
GIM izquierdo (mm) 0.56 0.11 0.59 0.28
ITB derecho 1.15 0.15 1.15 0.12
ITB izquierdo 1.15 0.13 1.15 0.13

Variable Categorias N % N Yo
VOPd Si 17 25 17 239
No 51 75 54 76.1
PC Si 24 353 14 19.7
No 44 64.7 57 80.3

ITB patoldgico Si 5 74 1 1.4
No 63 92.6 70 98.6
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Tabla 10. Resumen de los valores del hemograma.

Con LES Sin LES
Variable Media SD Media SD
Leucocitos (x 103/ul) 6.062,80 6.062,80 6.720,10 1.635,10
Neutrdfilos (x 103/ull) 3.482,00 1.537,60 3.685,50 1.171,60
Linfocitos (x 103/uL) 1.856,90 6918 2.280,30 5703
Hemoglobina (g/dL) 13,80 1 13,60 1
Plaquetas (x 103/ul) 247.720,60 6244540 260.19720 64.084,20

Tabla 11. Resumen de los resultados analiticos relacionados con el metabolismo

glucémico.
Con LES Sin LES
Variable Media SD Media SD
Glucemia (mg/dL) 77.7 10.9 80.4 7.7
Hemoglobina glicosilada (%) 53 0.5 52 0.3
Insulina (U/mL) 8 8.9 6.5 4.5
Indice HOMA 1.6 22 13 1

Tabla 12. Resumen de los resultados analiticos de la funcién renal y el metabolismo

fosfocalcico.
Con LES Sin LES
Variable Media SD Media SD
Creatinina (mg/dL) 0.7 0.1 0.7 0.1
Albumina (gr/dL) 4.2 03 43 03
Filtrado glomerular (ml/min/1.73m?) 100.4 20.3 944 132
CA/C 39.1 72.5 102 92
Calcio (mg/dL) 9 04 9.2 0.4
Fésforo (mg/dL) 4 4.2 3.6 04
Vitamina D (ng/mL) 24.6 8.2 24 8.2
PTH (pg/dL) 69 32.5 695 31.1
Tirotropina (U/mL) 2.5 14 23 23
Acido drico (mg/dL) 4.6 1.1 4.4 1.1
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Variable Categoria N % N %0

Proteinuria significativa Si 20 294 4 5.6
No 48 70.6 67 94 4

Tabla 13. Resumen de los perfiles lipidicos.

Con LES Sin LES
Variable Media SD Media SD
CT (mg/dL) 1754 273 193.7 33.8
LDL (mg/dL) 107.2 21.5 117.6 253
HDL (mg/dL) 59.6 12.5 66.4 139
TG (mg/dL) 84.6 48 754 31.7

Tabla 14. Resumen de los biomarcadores y marcadores de inflamacién sistémica.

Con LES Sin LES
Variable Media SD Media SD

Homicisteina (mmol/L) 11.5 13.5 9.7 4
PCR (mg/L) 33 6.5 24 43
VSG (mm/h) 16.9 16.4 12.4 74
Esclerostina (pmol/L) 69.1 427 44 32.1
HsTn (pg/mL) 23 34 1.3 14

1.4 Caracteristicas clinicas y analiticas relacionadas con el lupus

eritematoso sistémico.

Las caracteristicas clinicas se resumen en la Figura 7 y los resultados estdn
recogidos en la Tabla 15. El 88.2% de los casos habian presentado manifestaciones
cutdneas en algin momento de la enfermedad, el 67.6% fotosensibilidad, el 92.6%

afectacion articular y el 39.7% alguna alteracion hematolégica (anemia el 17.6%,
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leucopenia el 25% y plaquetopenia el 13.2%). El 30.9% habian desarrollado serositis

durante el curso evolutivo del LES (pleuritis 11.8%, pericarditis 8.8% y un 10.3% ambas).

El 11.8% presentaban alguna clinica neuroldgica y el 44.1% algun tipo de NL, siendo la

mas frecuente la NL tipo IV (en el 57.7% de los casos biopsiados), seguida de la V (en

un 26.9%).

Tabla 15. Manifestaciones de LES recogidas en la serie de casos.

Mugjeres con LES
Variable Categorias N %
Cutaneomucosa Si 60 88.2
No 8 11.8
Fotosensibilidad Si 46 67.6
No 22 324
Aparato locomotor Si 63 92.6
No 5 74
Hematoldgico Si 27 39.7
No 41 60.3
Anemia Si 12 17.6
No 56 824
Leucopenia Si 17 25
No 51 75
Plaquetopenia Si 9 13.2
No 59 86.8
Serositis No 47 69.1
Pericarditis 8 11.8
Pleuritis 6 8.8
Pericarditis y pleuritis 7 10.3
Neurolédgico Si 8 11.8
No 60 88.2
Nefritis ldpica Si 30 44.1
No 38 559
Tipo de nefropatia Tipo I 0 -
Tipo I 1 3.8
Tipo III 3 11.5
Tipo IV 15 57.7
Tipo V 7 103
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Figura 7. Representacion gréfica de los sintomas de LES mads frecuentes recogidos en la

serie de casos.
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En cuanto al resto de caracteristicas exclusivas de la serie de casos destaca un

tiempo de evolucion medio de la enfermedad de 15.5 afios. En el momento de la recogida

de datos presentaban un SLEDAI de 1.4y SLICC de 2.5. Ademas, se objetivo la presencia

de al menos un anticuerpo antifosfolipido relacionado con el SAF en el 32.4% de la serie

de casos. La proteinuria en orina de 24 horas media recogida fue 147.2 mg. Los resultados

de los anticuerpos relacionados con el SAF, asi como de los marcadores de actividad y

dafio cronico del LES estan recogidos en las Tablas 16 y 17.

Tabla 16. Resumen de los anticuerpos antifosfolipido de la serie de casos.

Mujeres con LES
Variable Categorias N %

Alguno positivo Si 22 324
No 46 67.6

Anticoagulante lapico Si 16 23.5
No 52 76.5

Anticuerpo anticardiolipina Si 9 13.2
No 59 86.8

Anti-beta-2-glicoproteina Si 14 20.6
No 54 79.4
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Tabla 17. Resumen de los marcadores de actividad y de dano crénico del curso evolutivo

del LES.

Mujeres con LES

Variable Media SD
Anos de evolucion 15.5 8.3
SLEDAI 1.4 2.1
SLICC 2.5 4
Anticuerpos anti-DNA (U/L) 17.9 35,2
Complemento C3 (mg/dL) 82.3 20.8
Complemento C4 (mg/dL) 14.6 6
Proteinuria de 24 horas (mg) 147.2 135.1

2. Estudio analitico

2.1. Objetivo principal: Asociacion entre los niveles de esclerostina y los MDCS

2.1.1 Asociacion entre los distintos MDCS empleados

La Figura 8 muestra la curva ROC para los valores de VOP frente al estado de PC.
Se obtuvo un AUC de 0.836 (IC 95%: 0.729 a 0.916). El punto de corte de VOP que

maximiz6 su validez diagndstica con respecto al estado de CP fue de 6.7 m/s, con un valor

de sensibilidad de 83.3% (IC 95%: 62.6 a 95.3) y un valor de especificidad de 75.0% (IC

95%: 59.7 a 86.8).

La Figura 9 muestra la curva ROC para los valores de GIM frente al estado de PC.

Se obtuvo un AUC de 0.670 (IC 95%: 0.729 a 0.916). El punto de corte de GIM que

maximizo6 su precision de clasificacion con respecto al estado de CP fue de 0.67 mm, con

un valor de sensibilidad de 37.5% (IC 95%: 62.6 a 95.3) y un valor de especificidad de

86.4% (IC 95%: 59.7 a 86.8).
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Figura 8. Curva ROC y AUC para los valores de VOP versus estado de PC.
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Figura 9. Curva ROC y AUC para los valores de GIM versus estado de PC.
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2.1.2 Asociaciéon entre los niveles de esclerostina y la presencia de

placa carotidea

La Figura 10 muestra la curva ROC para los valores de esclerostina frente al
estado de PC. Se obtuvo un AUC de 0.785 (IC del 95 %: 0.662 a 0.871). El punto de corte
de la esclerostina que maximiz6 su validez diagnostica con respecto al estado de PC fue
de 99.2 U/L, con un valor de sensibilidad del 54.2 % (95 % IC 32.8 a 74.4) y un valor de
especificidad del 93.2 % (95 % IC 81.3 a 98.6).

La Tabla 18 resume los resultados de los modelos logisticos aplicados a la PC
como variable dependiente. La OR bruta estimado para la esclerostina (x10 unidades) fue
de 1.31 (IC del 95 %: 1.13 a 1.53), lo que indica un aumento del 31 % en la odds de que
la PC esté presente por cada aumento de 10 unidades en los valores de esclerostina. Otras
variables independientes relacionadas con aumentos significativos en las probabilidades

de PC fueron la edad, la duracién de la enfermedad y score de Framingham.

En el modelo explicativo multivariante (que incluyé todas las variables
independientes), la estimacion de OR ajustada para la esclerostina arroj6 un valor
ligeramente superior (OR, 1.44; IC del 95 %: 1.01 a 2.05). En el modelo predictivo, el
stepwise model solo permitid la inclusion de la edad, con un aumento significativo del

19% en las probabilidades de PC por cada incremento de un afio de edad.

Figura 10. Curva ROC para los valores de esclerostina versus estado de PC.
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Tabla 18. Estimaciones de OR obtenidas mediante Modelos de Regresion Logistica para

la presencia de PC.

Variable Estimacion cruda  Estimacion ajustada’ Modelo predictivo?
OR 95% CI OR 95% CI OR 95% CI

Esclerostina’ 1.31 1.13;1.53 1.44 1.01; 2.05

Edad 1.19 1.09; 1.30 1.16 0.90; 1.50 1.19 1.09; 1.30
IMC 1.05 0.95;1.16 0.67 0.46; 0.96

Duracion del LES 1.10 1.03; 1.19 1.06 0.91; 1.25

Tabaco 1.13 0.35; 3.62 0.02 0.00; 1.92

Sedentarismo 1.29 0.48; 3.51 0.44 0.05;3.84

HTA 2.71 0.97;7.53 0.71 0.08; 6.68

LDL>130 mg/dL 2.02 0.72; 5.66 2.34 0.18; 29.79

SM 321  0.89;11.57 25.12 0.36; 1737

SLEDAI 0.81 0.60; 1.07 0.51 0.18; 1.45

SLICC>0 0.34 0.09; 1.34 0.03 0.00; 0.86

SAF 1.95 0.36;10.52 3.37  0.06; 186.88

GC 0.84 0.55; 1.27 0.87 0.31; 2.45

HCQ 0.79 0.20; 3.13 1.27 0.03; 54.47

NL 0.50 0.18; 1.41 1.40 0.04; 48.04

PCR 1.07 0.97; 1.19 1.10 0.85; 1.42

C3 1.03 1.00; 1.06 0.93 0.85; 1.01

C4 1.06 0.97; 1.16 1.17 0.85; 1.60

Framingham 1.69 1.29;2.22 2.02 0.78;5.29

1: El modelo incluyé todas las variables independientes que se muestran en la tabla.

2: El "stepwise model" incluy6 tinicamente aquellas variables con un valor de p para entrar <0.05 y un valor
de p para eliminar >0.10.

3: Estimado para el valor de la esclerostina x10.

2.1.3 Asociacion entre los niveles de esclerostina y la VOP

La Figura 11 muestra la curva ROC para los valores de esclerostina frente a la
VOP dicotomizada en valores inferiores o iguales/superiores a 6.7 m/s. Se obtuvo un
AUC de 0.834 (IC 95%: 0.729 a 0.916). El punto de corte de la esclerostina que maximizé

su precision de clasificacidon con respecto a la VOP dicotémica (VOPA) fue de 62.9 U/L,
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con un valor de sensibilidad del 75.8 % (IC 95%: 57.7 a 88.9) y un valor de especificidad
del 81.1 % (IC 95%: 64.8 a 90.4).

Figura 11. Curva ROC para los valores de esclerostina frente a VOPd en valores inferiores

o iguales/superiores a 6.7 m/s.
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La Tabla 19 muestra los coeficientes de regresion de los modelos lineales
ajustados por los valores de VOP como variable dependiente. La estimacion cruda revela
una asociacion positiva significativa para la esclerostina: cada aumento de 10 unidades
se asocio con un aumento de 0.14 unidades en los valores de VOP (IC 95%: 0.08 a 0.20).
La edad, el IMC, la duracion de la enfermedad, la HTA, los valores de LDL superiores a
130 mg/dL, el SM, los niveles séricos de C3 y la escala de riesgo de Framingham también
se relacionaron positivamente con los valores de VOP. En cambio, el SLEDAI y la NL

exhibieron una relacidn inversa con la VOP.

El coeficiente de regresion ajustado para la esclerostina fue -0.03 (IC 95%: -0.06
a 0.00). El stepwise model incluyo la edad, la HTA y la puntuacion de riesgo de
Framingham (con coeficientes positivos) y la proteina C reactiva (con un coeficiente

negativo), como predictores independientes significativos de los valores de VOP.
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Tabla 19. Coeficientes de regresion obtenidos a través del modelo de regresion lineal

para la VOP.

Variable Estimaciéon cruda  Estimacion ajustada! Modelo predictivo®
Coef 95% CI Coef 95% CI Coef 95% CI
Esclerostina’ 0.14 0.08; 0.20 -0.03 -0.06; 0.00
Edad 0.10 0.09; 0.11 0.08 0.06; 0.10 0.08 0.07; 0.09
IMC 0.11 0.05;0.16 -0.01 -0.04; 0.02
Duracion del LES 0.06 0.03; 0.10 0.02 -0.00; 0.03
Tabaco 0.44 -0.27;1.15 0.16 -0.18; 0.50
Sedentarismo 0.49 -0.11; 1.08 -0.04 -0.29; 0.21
HTA 1.05 0.49; 1.61 0.35 0.10; 0.60 0.29 0.08; 0.51
LDL>130 mg/dL 0.88 0.29; 1.48 -0.13 -0.41;0.14
SM 1.33 0.60; 2.05 0.33 -0.11; 0.78
SLEDAI -0.15  -0.30;-0.02  0.00 -0.06; 0.06
SLICC>0 -0.10  -0.81;0.62 0.04 -0.23; 0.30
SAF 0.29 -0.77; 1.36 0.13 -0.26; 0.52
GC -0.02  -0.25;0.22 0.06 -0.04; 0.16
HCQ -0.34  -1.19;0.52  -0.38  -0.72;-0.04
NL -0.61  -1.20;-0.01 -0.39  -0.71;-0.06
PCR 0.03 -0.02;0.07  -0.03  -0.05;-0.01 -0.02 -0.04;-0.01
C3 0.02 0.01; 0.03 -0.00 -0.01; 0.01
C4 0.04 -0.01; 0.09 0.02 -0.01; 0.04
Framingham 0.39 0.33; 0.46 0.10 0.03; 0.17 0.12 0.07; 0.18

1: El modelo incluyé todas las variables independientes que se muestran en la tabla.

2: El "stepwise model" incluy6 tinicamente aquellas variables con un valor de p para entrar <0.05 y un valor
de p para eliminar >0.10.

3: Estimado para el valor de la esclerostina x10.

2.1.4 Asociacion entre los niveles de esclerostina y el GIM

La Figura 12 muestra la curva ROC para los valores de esclerostina frente al GIM
dicotomizado en valores inferiores o iguales/superiores a 0.67 mm. Se obtuvo un AUC
de 0.756 (IC 95%: 0.630 a 0.847). El punto de corte de la esclerostina que maximizé su

precision de clasificacion con respecto al GIM dicotomizado fue de 94.16 U/L, con un
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valor de sensibilidad del 63.6 % (IC 95%: 30.8 a 89.1) y un valor de especificidad del
82.5 % (IC 95%: 70.1 a 91.3).

Figura 12. Curva ROC para valores de esclerostina frente a GIM dicotomizado en 0,67

m/s.
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La Tabla 20 muestra los coeficientes de regresion de los modelos lineales
ajustados por los valores de GIM como variable dependiente. La estimacion cruda revela
una asociacion positiva significativa para la esclerostina: cada aumento de 10 unidades

se asocid con un aumento de 0,01 unidades en los valores de GIM (IC 95%: 0,00 a 0,01).

La edad, el IMC, la duracién de la enfermedad, el tabaco, la HTA, los valores de
LDL superiores a 130 mg/dL, el SM y la escala de riesgo de Framingham también se
relacionaron positivamente con los valores de GIM. El coeficiente de regresion ajustado
para la esclerostina fue -0,01 (IC 95%: -0,01 a 0,01). El stepwise model incluy6
unicamente la escala de Framingham (con coeficientes positivos), como predictores

independientes significativos de los valores de GIM.
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Tabla 20. Coeficientes de regresion obtenidos a través del modelo de regresion lineal para

la VOP.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada’ Modelo predictivo?
Coef 95% CI Coef 95% CI Coef 95% CI
Esclerostina’ 0.01 0.00; 0.01 -0.01 -0.01; 0.01
Edad 0.01 0.00; 0.01 0.00 -0.01; 0.01
IMC 0.01 0.00; 0.01 -0.00  -0.01;0.01
Duracion del LES ~ 0.00 0.00; 0.01 0.00 -0.00; 0.01
Tabaco 0.09 0.03;0.14 0.05 -0.00; 0.13
Sedentarismo 0.04 -0.01; 0.10 0.03 -0.03; 0.08
HTA 0.06 0.00; 0.11 0.01 -0.05; 0.06
LDL>130 mg/dL 0.06 0.00; 0.11 0.02 -0.04; 0.08
SM 0.08 0.02; 0.15 0.02 -0.08; 0.11
SLEDAI 0.00 -0.01; 0.01 0.01 -0.01; 0.02
SLICC>0 -0.01  -0.06;0.06  -0.01  -0.06; 0.05
SAF -0.01  -0.10;0.08 -0.01  -0.10;0.07
GC 0.00 -0.02;0.24  0.01 -0.01; 0.03
HCQ -0.01  -0.08;0.02  0.01 -0.06; 0.08
NL -0.03  -0.08;0.02 -0.02  -0.10; 0.05
PCR 0.00 -0.01; 0.01 -0.01  -0.01; 0.00
C3 -0.00  -0.01; 0.01 -0.00  -0.00; 0.00
C4 -0.00  -0.01; 0.01 0.00 -0.01; 0.01
Framingham 0.02 0.02; 0.03 0.35 0.07; 0.62 0.02 0.02; 0.03

1: El modelo incluyé todas las variables independientes que se muestran en la tabla.

2: El "stepwise model" incluy6 tinicamente aquellas variables con un valor de p para entrar <0.05 y un valor
de p para eliminar >0.10.

3: Estimado para el valor de la esclerostina x10.

2.2. Objetivos secundarios
2.2.1. Asociacion entre la presencia de LES y los MDCS (OS1)

En el andlisis crudo, la presencia de LES se asocia a una mayor frecuencia de PC,
con una OR igual a 2.22 (IC 95%: 1.03 a 4.78). En cambio, no hay una asociacion entre
el LES y los valores de los otros dos MDCS: para la VOP el coeficiente de regresion
crudo fue de 0.02 (IC 95%: -0.39 a 0.45), y para el GIM, de -0.03 (IC 95%: -0.10 a 0.04).
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Con respecto a la asociacion entre LES y los FRCV clésicos (OS1-2), la presencia
de LES solo se asocid significativamente a una mayor frecuencia de HTA (p=0.001) e

hipercolesterolemia (p=0.001), asi como a mayores valores medios del CA/C (p=0.001).

Las Tablas 21, 22 y 23 muestran las asociaciones crudas y ajustadas entre los
FRCYV clasicos y los tres MDCS (PC, VOP y GIM, respectivamente) obtenidas en la
muestra de mujeres sanas (OSI-3). La edad es el tnico factor cldsico que se asocid
consistentemente con los tres marcadores, asociacion que se mantuvo en el analisis
multivariante. El indice de Framingham se asoci6 con la presencia de PC y con mayores
valores de VOP. Esta asociacion se mantuvo para la VOP en el andlisis multivariante,
pero no para la PC. La HTA, la hipercolesterolemia, el IMC y el SM se asociaron con la
VOP en el andlisis crudo, pero solo la primera se mantuvo asociada en el modelo
multivariante. E1 IMC se asoci6 con el GIM, pero esta asociacion también desapareci6 en
el analisis multivariante. Finalmente, el tabaco mostré una asociacién inversa con la VOP

en el analisis multivariante.

Tabla 21. Estimaciones de OR obtenidas de los FRCV clésicos en funcion de la presencia

de PC.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada!
OR 95% CI OR 95% CI
Edad 1.20 1.08; 1.33 1.31 1.09; 1.59
Tabaco 1.56 0.45;5.39 1.58 0.16; 15.62
Sedentarismo 0.64 0.18;2.28 0.31 0.03; 2.85
IMC 1.05 0.95;1.16 1.09 0.91; 1.29
SM 0.65 0.07; 5.91 0.17 0.00; 13.44
HTA 2.45 0.62;9.73 0.51 0.05; 5.80
LDL>130 mg/dL 1.42 0.25;7.90 0.13 0.01; 2.79
Homocisteina 1.02 0.89;1.17 091 0.59; 1.40
CA/C 0.97 0.89; 1.05 0.94 0.83; 1.06
Framingham 1.20 1.02; 1.41 1.01 0.67;1.53

1: El modelo incluy6 todas las variables independientes que se muestran en la tabla.
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Tabla 22. Coeficientes de regresion de los FRCV clasicos obtenidos a través del modelo

de regresion lineal en funcién de la VOP.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada!
Coef 95% CI Coef 95% CI
Edad 0.10 0.09; 0.11 0.07 0.06; 0.08
Tabaco 0.52 -0.13; 1.19 -0.22  -0.42;-0.02
Sedentarismo 0.44 -0.18; 1.06 0.06 -0.12; 0.25
IMC 0.84 0.03;0.14 0.02 -0.00; 0.03
SM 1.83 0.92;2.75 -0.10  -0.48;0.28
HTA 2.08 1.44;2.71 0.49 0.22;0.76
LDL>130 mg/dL 1.47 0.58;2.36 0.06 -0.25; 0.37
Homocisteina 0.02 -0.06; 0.09 -0.00 -0.02; 0.02
CA/C -0.00  -0.03;0.03 0.00 -0.01; 0.01
Framingham 0.29 0.24;0.34 0.12 0.08;0.16

1: El modelo incluyé todas las variables independientes que se muestran en la tabla.

Tabla 23. Coeficientes de regresion de los FRCV clasicos obtenidos a través del modelo

de regresion lineal en funcién del GIM.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada!
Coef 95% CI Coef 95% CI
Edad 0.01 0.00; 0.01 0.01 0.00; 0.02
Tabaco 0.04 -0.10; 0.19 -0.03  -0.20;0.14
Sedentarismo 0.11 -0.03; 0.24 0.07 -0.09; 0.23
IMC 0.01 0.00; 0.03 0.01 -0.00; 0.03
SM 0.06 -0.16; 0.29 0.08 -0.24; 0.41
HTA 0.11 -0.01; 0.29 -0.08  -0.31;0.16
LDL>130 mg/dL -0.02  -0.23;0.19 -0.24  -0.50; 0.03
Homocisteina 0.00 -0.01; 0.02 0.00 -0.02; 0.02
CA/C -0.00  -0.01;0.01 -0.00  -0.01;0.01
Framingham 0.02 -0.00; 0.03 -0.01 -0.04; 0.02

1: El modelo incluyé todas las variables independientes que se muestran en la tabla.
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Al ajustar por los FRCV clésicos la asociacién del LES con los MDCS (OS1-4)
se aprecié un aumento en la magnitud de la asociacion con la PC, con una OR de 4.27
(IC 95%: 1.39 a 13.11). Ademads, se aprecio una relacion inversa entre el LES y la VOP,
con un coeficiente de regresion de -0.15 (IC 95%: -0.29 a -0.01). El GIM continud sin
presentar asociacion significativa con el LES, con un coeficiente de regresion de -0.03

(IC95%: -0.11 a 0.04).

2.2.2. Asociacién entre los FRCV propios del LES y los MDCS (0S2)

Las Tablas 24, 25 y 26 muestran las asociaciones de cada factor con la presencia
de PC (tabla 23), los niveles de VOP (tabla 24), y los de GIM (tabla 25). En cada caso se
muestran los estimadores crudos para cada factor, asi como los estimadores ajustados por
el resto de factores propios del LES. La duracion de la enfermedad es el tnico factor que
se ha relacionado consistentemente con los tres MDCS. Los niveles de C3 se asocian con
una mayor frecuencia de PC y mayores valores de VOP, aunque ambas asociaciones
desaparecen tras ajustar por el resto de factores. El antecedente de NL ha mostrado una
asociacion inversa con los tres marcadores en el modelo multivariante. Este analisis
también mostrd una asociacion inversa entre los niveles de VOP y tanto el uso de HCQ

como los valores de C4.
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Tabla 24. Estimaciones de OR obtenidas de los FRCV asociados al LES en funcion de la
presencia de PC.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada!’
OR 95% CI OR 95% CI
Duracion del LES 1.10 1.02; 1.19 1.16 1.04; 1.28
SLEDAI 0.41 0.14; 1.19 0.58 0.13;2.54
SLICC >0 0.34 0.09; 1.34 0.32 0.11; 1.80
SAF 1.95 0.36; 10.52 2.11 0.27; 16.11
GC 0.84 0.55; 1.27 1.16 0.64; 1.28
HCQ 0.79 0.20; 3.12 0.49 0.11; 4.02
NL 0.50 0.18; 1.40 0.18 0.04; 0.89
PCR 1.07 0.97; 1.19 1.03 0.92; 1.16
C3 1.03 1.00; 1.06 1.00 0.96; 1.05
C4 1.06 0.97; 1.16 1.10 0.93; 1.21

Proteinuria 24 horas 1.00 0.99; 1.00 - -

1: El modelo incluy¢ todas las variables independientes que se muestran en la tabla excepto proteinuria de
24 horas por ausencia de datos.

Tabla 25. Coeficientes de regresion de los FRCV asociados al LES obtenidos a través del

modelo de regresion lineal en funcion de la VOP.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada!’
Coef 95% CI Coef 95% CI

Duracion del LES 0.06 0.03; 0.10 0.10 0.07;0.14
SLEDAI -0.67  -1.26;-0.08  -0.60 -1.17; -0.04
SLICC >0 -0.01 -0.81; 0.62 0.26 -0.32; 0.84
SAF 0.29 -0.77;1.36  -0.00 -0.88; 0.87
GC -0.02  -0.25;0.22 0.28 0.07;0.14
HCQ -0.34  -1.19;0.52 -0.92 -1.63; -0.20
NL -0.61  -1.20;-0.01 -1.25 -1.80; -0.71
PCR 0.03 -0.02; 0.07  -0.02 -0.06; 0.02
C3 0.02 0.01; 0.03 -0.00 -0.02; 0.01
C4 0.04 -0.01; 0.09 0.06 0.00; 0.11

Proteinuria 24 horas 0.00 -0.00; 0.00 - -

1: El modelo incluy6 todas las variables independientes que se muestran en la tabla excepto proteinuria de
24 horas por ausencia de datos.
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Tabla 26. Coeficientes de regresion de los FRCV asociados al LES obtenidos a través del

modelo de regresion lineal en funcion del GIM.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada!

Coef 95% CI Coef 95% CI
Duracion del LES 0.00 0.00; 0.01 0.01 0.00; 0.01

SLEDAI 0.01 -0.04;0.06  -0.01 -0.07;0.05
SLICC>0 -0.00  -0.06; 0.06 0.01  -0.05;0.07
SAF -0.01  -0.10;0.08  -0.01  -0.10;0.08
GC 0.00  -0.02;0.02 0.02  -0.00; 0.05
HCQ -0.00  -0.08;0.07 -0.05 -0.12;0.03
NL -0.03  -0.08;0.02  -0.08 -0.13;-0.02
PCR 0.00  -0.00;0.00 -0.00 -0.01;0.00
C3 -0.00  -0.00;0.00  -0.00  -0.00; 0.00
C4 -0.00  -0.01; 0.00 0.00  -0.00; 0.01

Proteinuria 24 horas  0.00 -0.00; 0.00 - -

1: El modelo incluyé todas las variables independientes que se muestran en la tabla.

Finalmente, al incluir en los modelos multivariantes tanto los FRCV propios del
LES como los FRCV clésicos (Tabla 27) (OS2-2) desaparecen todas las asociaciones
descritas previamente. Solo se observan asociaciones inversas entre el indice SLICC
dicotomizado y la presencia de PC, asi como entre el uso de HCQ, los niveles de PCR y

el antecedente de NL con los valores de VOP.
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Tabla 26. Resultados de la asociacidon entre los FRCV asociados a LES con los MDCS

del modelo multivariante incluyendo los FRCV clasicos (tabaquismo, sedentarismo,

HTA, hipercolesterolemia, SM, edad, IMC, Framingham, homocisteina y albuminuria).

Variable PC! VOP! GIM!
OR 95% CI Coef 95% CI Coef 95% CI
Duracion del LES 1.19 0.95; 1.49 0.01 -0.01; 0.03 0.00  -0.00; 0.00
SLEDAI 0.68 0.07; 7.10 -0.06 -0.35;0.23 -0.00 -0.05; 0.05
SLICC>0 0.00 0.00; 0.50 0.07 -0.21; 0.35 0.02  -0.03;0.07
SAF 5.56 0.19;165.16  0.12 -0.30; 0.54  -0.02  -0.10; 0.05
GC 1.29 0.39;4.21 0.07 -0.04;0.18  -0.00 -0.02;0.02
HCQ 0.57 0.01;35.34 -042 -0.78;-0.05 -0.00 -0.07;0.06
NL 0.09 0.00; 8.90 -040 -0.77;-0.03  0.02  -0.04; 0.09
PCR 0.94 0.78; 1.14 -0.03  -0.04;-0.01 -0.00 -0.01;0.00
C3 0.91 0.81; 1.02 -0.00 -0.01;0.01 -0.00 -0.00; 0.00
C4 1.38 0.92;2.01 0.02  -0.01;0.05 0.00 -0.01;0.00

1: El modelo incluy¢ todas las variables independientes que se muestran en la tabla y los FRCV clasicos.

2.2.3. Asociacion del LES con los valores de esclerostina (OS3)

En el andlisis crudo (OS3-1), la presencia de LES se asocié a valores

significativamente mayores de los niveles de esclerostina: la media de dichos valores fue
de 66.11 U/L en las mujeres con LES, frente a 43.97 U/L en las mujeres sanas (p=0.0001).
El coeficiente de regresion lineal simple fue igual a 25.14 (IC 95%: 12.50 a 37.79). Para

deslindar el posible papel de los FRCV clésicos en esta relacion, la Tabla 28 muestra la

asociacion entre dichos factores y los niveles de esclerostina en el grupo de mujeres sanas

(OS3-2). Sin embargo, para ninguno de los factores considerados se observd una

asociacion significativa, en ninguno de los modelos ajustados.
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Tabla 28. Coeficientes de regresion de los FRCV clésicos obtenidos a través del modelo

de regresion lineal en funcion de los MDCS en relacion a los niveles de esclerostina en

las mujeres sanas.

Variable Estimacién ajustada' Estimacion ajustada’
Coef  95% CI Coef 95% CI

Edad -0.73  -2.02;0.57 0.02  -1.66; 1.69
Tabaco 2,17  -10.49;14.83 -1.44 -17.44;14.56
Sedentarismo 4.76 -7.55; 17.06 7.88  -7.20;22.97
IMC -0.28  -1.41;0.85 -0.70  -2.13;0.73
SM 811  -13.50;29.72 472  -25.22;34.66
HTA 13.69 -5.23;32.61 12.88 -10.29;36.05
LDL>130 mg/dL -13.12 -32.21;598  -9.94  -34.38;14.51
Homocisteina 0.55 -0.87; 1.96 039 -1.19;1.97
CA/C -0.01  -0.65;0.67 0.08 -0.62;0.79
Framingham 2.15 -0.47;4.76 149 -1.19;5.27

1: El modelo incluyé los MDCS y cada FRCV clasico de forma independiente.

2: El modelo incluyo6 los MCDS vy todas las variables que se muestran en la tabla.

Finalmente, cuando la asociacion entre LES y esclerostina se ajusta por los MDCS

(OS3-3), su magnitud se reduce ligeramente con respecto a la estimacion cruda, con un

coeficiente de regresion de 21.93 (IC 95%: 11.41 a 32.45). Si ademas se ajusta por los

FRCYV clasicos, la diferencia apenas cambia, con un coeficiente de regresion de 23.09 (IC

95%: 11.32 a 34.87). En este Gltimo modelo ajustado, ademas del LES, la presencia de

PCy la edad también se asocian significativamente con los valores de esclerostina (Tabla

29).
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Tabla 29. Coeficientes de regresion del estado de LES, los MDCS y los FRCV clésicos

obtenidos a través del modelo de regresion lineal en relacion a los niveles de esclerostina.

Variable Estimacion ajustada!

Coef 95% CI

LES 23.09 11.31;34.87
PC 17.88  4.05;31.70
VOP -0.49  -14.78; 13.80
GIM -12.71  -39.45; 14.04
Edad 1.36 0.06; 2.66
Tabaco 10.04 -2.82;22.89
Sedentarismo 9.88 -1.50; 21.26
IMC -0.42  -1.60;0.75
SM 11.66 -7.38;30.69
HTA 538  -9.39;20.15
LDL>130 mg/dL -16.63  -31.39; 1.87
Homocisteina -0.24 -0.79; 0.31
CA/C -0.02  -0.13;0.09
Framingham 1.78  -1.35;4.90

1: El modelo incluye todas las variables independientes mostradas en la tabla.

2.2.4. Asociacion de las caracteristicas del LES (clinicas, analiticas
y terapéuticas) con los valores de esclerostina (OS4)

En el andlisis crudo (OS4-1), el inico FRCV propio del LES que se asocia con los
niveles de esclerostina es la duracion de la enfermedad, con un coeficiente de regresion
de 2.34 (IC 95%: 1.22 a 3.47). En los andlisis ajustados (OS4-2), esta asociacion se
mantiene al ajustar por los MDCS, pero desaparece al afiadir al modelo el resto de FRCV
propios del LES. (Tabla 30). Finalmente, cuando afiadimos al modelo anterior los FRCV
clasicos (Tabla 31) s6lo se mantiene la asociacion positiva de la edad y el tabaquismo con

los niveles de esclerostina.
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Tabla 30. Coeficientes de regresion de los FRCV asociados a LES en relacion a los
niveles de esclerostina.

Variable Estimacion cruda Estimacion ajustada! Estimacion ajustada?
Coef 95% CI1 Coef 95% CI Coef 95% CI

Duracion del LES 2.34 1.22; 3.47 1.38 0.23;2.54 1.46 -0.21; 3.13
SLEDAI 0.07 -21.01;21.16 13.20 -5.94;32.35 12.60 -10.04;35.24
SLICC >0 -9.80 -34.26;14.67 -2.96 -24.53;18.61 -3.00 -25.65;19.65
SAF .32 -3545;38.08 -5.71 -37.44;26.01 -637 -39.68;27.00
GC -7.00  -14.88;0.91 -598 -12.80;0.84 -3.56 -12.37;5.25
HCQ 298 -26.46;3242 7.85 -17.50;33.19 040 -28.37;29.17
NL -15.54 -36.19;5.11  -5.15 -23.67;13.39 -10.69 -35.11;13.73
PCR 0.10 -1.51; 1.70  -0.61 -2.01; 0.80 -0.71 -2.26; 0.84
C3 0.35 -0.15; 0.85 -0.34 -0.51; 0.45 0.19 -0.44; 0.83
C4 0.27 -1.50; 2.02 -0.46 -2.02; 1.09 0.08 -1.98; 2.14

Proteinuria 24 horas 0.07 -0.01; 0.15 0.06 -0.01; 0.13 - -

1: El modelo incluy6 los MDCS y cada FRCV asociado a LES de forma independiente.
2: El modelo incluy6 los MDCS y todas las variables que se muestran en la tabla excepto proteinuria de 24
horas por ausencia de datos.

Tabla 31. Coeficientes de regresion de los MDCS, los FRCV clésicos y asociados a LES

obtenidos a través del modelo de regresion lineal en relacion a los niveles de esclerostina.

Variable Estimacion ajustada! Variable Estimacion ajustada!
Coef 95% CI Coef 95% CI

PC 17.90 -7.28; 43.07 Framingham 1.02 -6.03; 8.06
VOP -20.45 -45.43;4.53 Duracion del LES 0.99 -0.81; 2.79
GIM -66.60  -207.80; 74.59 | SLEDAI 7.33  -17.50; 32.16
Edad 3.29 0.72; 5.85 SLICC >0 -4.11  -29.12;20.89
Tabaco 33.16 2.18; 64.13 SAF -3.52  -39.34;32.29
Sedentarismo 17.72 -5.52;40.95 GC -2.44  -11.88;6.99
IMC -0.02 -2.88;2.84 HCQ -0.11  -33.00; 32.78
SM 20.04 -21.63; 61.71 | NL -6.64  -40.02; 26.75
HTA 13.24 -9.81; 36.29 PCR -1.36 -3.08; 0.36
LDL>130 mg/dL -4.36 -30.58;21.86 J C3 0.29 -0.43; 1.00
Homocisteina -0.20 -1.11; 0.72 C4 -0.23 -2.56; 2.10
CA/C -0.09 -0.28; 0.09

1: El modelo incluye todas las variables independientes mostradas en la tabla.
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2.2.5. Cuantificacion del posible efecto del LES sobre la asociacion de

los niveles de esclerostina con los MDCS (OS5)

Como se observa en la Tabla 32, la magnitud de la asociacion entre los niveles

de esclerostina y la presencia de PC no se modifica en funcion de la presencia de LES, e

igual ocurre para la asociacion entre esclerostina y GIM. Sin embargo, la asociacion

entre esclerostina y VOP es significativamente mas fuerte en las mujeres sin LES que

en las mujeres con LES.

Tabla 31. Asociacion entre niveles de esclerostina y los MDCS en funcion del estado de

LES.
Variable PC vOP GIM
OR 95% CI Coef 95% CI Coef 95% CI

Mujeres con LES 1.31 1.13; 1.53 0.14 0.09; 0.20 0.01 0.00; 0.01
Mujeres sanas 1.39 1.11; 1.73 0.27 0.20; 0.34 0.02 -0.00; 0.04
Término de interaccion  0.95 0.72; 1.24 -0.13 -0.22; -0.03 -0.01 -0.03; 0.01
esclerostina x LES!
Valor p del test de la 0.6972 0.0075 0.3057

razon de verosimilitudes

1: Diferencia entre el peso de la asociacion de los MDCS entre mujeres con LES y mujeres sanas.
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CAPITULO VI:
DISCUSION
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VI. DISCUSION

1. Discusion de los resultados

En febrero de 2022 la EULAR publicé por primera vez unas recomendaciones
especificas dirigidas al manejo del RCV en pacientes con LES (133) y en las guias de
practica clinica del manejo del RCV de la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) de
2021 también se dan recomendaciones especificas para la deteccidon y el manejo de los
pacientes con enfermedades inflamatorias (259). Estos hechos demuestran la consciencia
y la necesidad actual de la comunidad cientifica de mejorar la atencion y dar respuesta al
reto de que exista un manejo especifico para disminuir la mortalidad cardiovascular en
este tipo de pacientes. A pesar de ello, estas recomendaciones siguen siendo muy
generales al existir, por el momento, escasa evidencia y muy pocas herramientas para

enfrentarnos al RCV en poblaciones concretas como el LES.

1.1 Anadlisis de la asociaciéon entre los niveles de esclerostina y el dafio
cardiovascular subclinico en las pacientes con lupus eritematoso sistémico con funcién

renal conservada

Desde hace décadas, se conoce que la probabilidad de tener un IAM o un ACV es
mas elevada en los pacientes con LES que en la poblacion general, especialmente si se
compara entre la poblacion mas joven y del sexo femenino donde el LES es mas frecuente
(90). De hecho, en muchas series es la primera causa de muerte en estos pacientes (8). La
razon por la cual el LES es un factor de riesgo tan importante para la aterosclerosis y la
ECV aitin no se ha explicado por completo. La estimulacion constante por la inflamacion
sistémica de larga duracion, asi como el uso cronico de tratamientos como los GC y otros
factores propios de esta enfermedad, podrian contribuir a la formacion y progresion de
las placas aterosclerdticas (88). Ademads, en estos pacientes se presenta una mayor
incidencia de FRCV clésicos como la HTA o la dislipemia (104,112), tal y como se ha
corroborado en nuestra muestra donde hemos encontrado mayor prevalencia de HTA e

hipercolesterolemia en las mujeres con LES.

124



Por otra parte, existe amplia evidencia de que en la poblacién diana en la que se
presenta el LES, es decir, mujeres con una ratio de 9:1 sobre los hombres en edad fértil,
el RCV ha sido subestimado sistematicamente en la practica clinica. Por tanto, estos
pacientes han recibido una actitud infraterapéutica respecto a poblaciones masculinas de
las mismas caracteristicas (74). Por todas estas razones, las escalas de RCV tradicionales
han fallado en la identificacion temprana y efectiva de pacientes de alto riesgo (134). En
nuestra muestra, la escala de Framingham se ha mostrado como un factor independiente
e incluso predictivo de RCV subclinico al relacionarse de forma positiva con la VOP. Por
tanto, debe ser considerada en la evaluacién de estos pacientes, aumentando, junto con
otros factores, el valor predictivo positivo de nuevos algoritmos de cribado de RCV,
mediante, por ejemplo, algunos biomarcadores como la esclerostina que puedan
determinarse en suero de forma rutinaria y facilitar la eleccion de a qué paciente realizar

un estudio de ECV subclinica mas avanzado.

La edad, como se ha demostrado en todo nuestro estudio, es uno de los predictores
mas potentes del RCV en todas las poblaciones. La principal utilidad de los
biomarcadores séricos es poder anticipar dicho riesgo en poblaciones mds jévenes que no
estdn incluidas en las escalas de riesgo habituales que incorporan la edad como factor
determinante para cuantificar el RCV. Esto nos ha llevado a excluir aquellos casos en los
que el dafio cardiovascular estd mas asociado a la edad y al resto de la comorbilidad que
la acompaiia, y centrarnos mas en aquellos factores propios de la poblaciéon con LES. Es
por ello por lo que se establecié como criterio de exclusion la edad superior a 60 afios.
Ademas, por la alta prevalencia de esta enfermedad en mujeres, la variabilidad en el RCV
entre sexos y la N potencial de hombres incluidos en el estudio sin capacidad para tener

potencia estadistica, también se establecié como criterio de inclusion el sexo femenino.

Nuestros resultados confirman por primera vez la existencia de una asociacién no
ajustada entre la esclerostina y los tres principales MDCS (PC, VOP y GIM) en pacientes
con LES. Ademas, esta asociacion se mantuvo en PC en los modelos multivariantes. Estos
resultados estan en consonancia con las conocidas relaciones entre las concentraciones de
esclerostina y la morbimortalidad cardiovascular, especialmente en pacientes con ERC,
pero también en diabéticos y en la poblacion general (167,242 ,244). Ademas, estudios

prospectivos han demostrado una relacion directa entre los niveles séricos de esclerostina
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ylaECV (245). En cuanto a la ECV subclinica, se ha demostrado que las concentraciones
séricas de esclerostina pueden ser un buen biomarcador para identificar pacientes con
calcificacion vascular subclinica establecida. De hecho, se ha descrito que la esclerostina
es un marcador independiente del aumento de la VOP (249), la presencia de PC (251) y
estd significativamente asociada con la calcificaciéon adrtica (252). Por toda esta

evidencia, seleccionamos la esclerostina como biomarcador para realizar nuestro trabajo.

En relacion con el OP de nuestra Tesis Doctoral, segin los valores del AUC
estimados en nuestro estudio, la validez de la esclerostina como marcador tanto de PC
como de VOP y GIM parece aceptable, especialmente en lo que respecta a su
especificidad. Hasta donde sabemos, ningun trabajo previo en la literatura habia
comparado el AUC de la esclerostina con estas variables de resultado en otras
poblaciones. Los resultados de los modelos univariantes concuerdan con los valores de
AUC. Ademas, a pesar de no alcanzar el tamafio muestral prefijado, hemos observado
una relacion significativa e independiente entre esclerostina y PC tras ajustar por el resto
de FRCV clasicos. Sin embargo, aunque la esclerostina mantuvo la magnitud de su
asociacion con PC después del ajuste, este no fue el caso para VOP y GIM. Esto puede
deberse a mecanismos intrinsecamente diferentes de formacion de PC en pacientes con
LES en comparacion con otras poblaciones con alto RCV. Por ejemplo, un estudio
anterior encontrd una prevalencia anormalmente alta de PC sin un aumento asociado en
el grosor de la intima-media (255) y este otro trabajo no encontré diferencias en la VOP
entre 125 casos de LES y 104 controles (156). Finalmente, los modelos predictivos no
incluyeron la esclerostina como un marcador predictivo independiente para PC, VOP o

GIM.

Enlos OS-1y OS-2 se ha demostrado una mayor incidencia de PC en mujeres con
LES, sin haber encontrado dicha relaciéon con la VOP ni con el GIM. Aunque
hipotetizabamos que parte de dicha relacidn estaria explicada por la mayor incidencia en
el LES de los FRCV clasicos, como hemos confirmado en nuestra muestra, al ajustar por
ellos en los modelos multivariantes hemos encontrado que la magnitud de la asociacion
con la PC era ain mayor, lo cual vuelve a confirmar que estamos lejos de conocer todos

los factores que favorecen el desarrollo de PC y ECV subclinica en las pacientes con LES.
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Los tnicos FRCV que se han relacionado de forma consistente con los resultados
de los MDCS han tenido relacion con el tiempo, ya que han sido la edad y la duracion de
la enfermedad. La escala de Framingham y la HTA han sido los otros FRCV clésicos mas
consistentemente asociados a la PC y la VOP. En cuanto a los factores propios del LES,
al margen de la duracion de la enfermedad, destacan sobre todo asociaciones inversas.
Algunas de ellas eran esperables como el uso de HCQ que esta ampliamente descrito en
la literatura como factor protector del RCV en estos pacientes, siendo una de las razones
por las que actualmente se aconseja asociar al tratamiento de todo paciente con LES
(60,81). En cambio, otras de estas relaciones no eran esperables, como el antecedente de
NL, ya que estd descrito que aunque no se produzca ERC si que provoca un aumento de
la probabilidad de desarrollar ECV (123). Este cardcter protector puede explicarse porque
se haya intensificado el tratamiento y el seguimiento en estas pacientes concretas al
revestir mayor gravedad en algin momento de la evolucion de la enfermedad, ya que los
casos seleccionados debian tener seguimiento de al menos un afio en nuestra consulta

para participar en el estudio.

En resumen, adoptando, tal y como se ha descrito en la literatura (148), la
presencia de PC como el principal MDCS y gold standard en el estudio de ECV
subclinica, los resultados son consistentes con la primera parte de nuestra hipétesis: la
esclerostina es un marcador sérico de aterosclerosis subclinica en las pacientes con LES
con funcién renal conservada y dichas pacientes tienen un mayor dafio cardiovascular
subclinico que las mujeres sin LES. Sin embargo, no hemos podido definir qué factores

propios o ajenos a la enfermedad explican esta asociacidn, al margen de su duracion.

1.2. Analisis de las diferencias entre los niveles de esclerostina en las pacientes

con lupus eritematoso sistémico y las mujeres sanas

Hasta el momento, sélo un estudio previo de Fayed et al habia mostrado un
aumento en la concentracion sérica de esclerostina en pacientes con LES en comparacion
con sujetos sanos, asi como una relacion independiente y positiva con los parametros
inflamatorios y los niveles de proteinuria (174). Esta ultima asociacion, ademas de la
conocida relacién entre la disminucién en el filtrado glomerular y la proteinuria con la

ECV establecida y subclinica (119,124), nos llevé a excluir los casos de LES con ERC
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establecida para evitar su posible papel como factor de confusion en la asociacién entre

esclerostina y RCV.

En nuestra muestra hemos observado una concentracion sérica de esclerostina
significativamente superior en las pacientes con LES respecto a las mujeres sanas (OS-
3). Dicha diferencia se ha mantenido practicamente inalterada tras ajustar por todos los
FRCV tanto cldsicos como asociados al LES, asi como por los MDCS, en los modelos
multivariantes. Esto puede dejar entrever que las enfermedades inflamatorias, y en
concreto el LES, aun tienen factores, caracteristicas y mecanismos que nos son
completamente desconocidos, y que determinados marcadores como la esclerostina
pueden estar detras de aspectos de la enfermedad como son las alteraciones del eje dseo-
vascular, promoviendo una desregulacién de dicho eje, facilitando la aparicion de

desgaste dseo y vascular.

De forma concreta, ninguno de los FRCV clésicos se asocia de forma cruda o
ajustada con los niveles de esclerostina. Al igual que sucedia con la presencia de PC, en
el OS-4 si que se ha encontrado asociacion con la duracion de la enfermedad, incluso tras
ajustar por los MDCS, dando a entender que es la propia enfermedad y la duracion de la
misma el unico factor, al margen del propio dafio cardiovascular subclinico, que ha tenido
un peso especifico en los niveles de esclerostina y en la diferencia significativa que hay
entre éstos en la poblacidon con LES con funcién renal conservada y las mujeres sanas. En
contra de lo descrito por Fayed et al (174) no hemos encontrado asociacion entre la
proteinuria, los pardmetros de actividad y los niveles séricos de esclerostina, aunque esto
puede deberse a la pérdida de algunos datos de proteinuria de 24 horas y al nimero de
pacientes menor recogido en nuestro trabajo. Dado que no hay en la literatura ningin otro
estudio que haya valorado el RCV subclinico con los niveles de esclerostina en una

poblacion similar, no podemos comparar dichos resultados.

Por ultimo, nuestros resultados indican que la relacion entre la esclerostina y la
ECV subclinica no depende de si se trata de pacientes con LES o mujeres sanas para la
presencia de PC y el aumento de GIM, y que es, en si mismo, un marcador directo de

RCV subclinico (OS-5). En el caso de la VOP si hemos apreciado una mayor fuerza de
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asociacion en las mujeres sanas. Este hecho puede explicarse nuevamente porque la
produccion de ECV sea intrinsecamente distinta en las pacientes con LES, siendo éstas
mas propensas a presentar PC y no tanto a alterar la VOP. Ademas, como se habia descrito
ya previamente en la introduccion, en el LES y en otras enfermedades inflamatorias, la
VOP estd aumentada con respecto a la poblacion sana (154,155) aunque existen estudios
contradictorios dando una mayor importancia a la incidencia de los FRCV clésicos y la
afectacion renal propia del LES (105,156). Dado que se ha suprimido la ERC en nuestra
serie de pacientes, nos podemos explicar que la fuerza de asociacion sea mayor en las

mujeres sanas.

Valorando conjuntamente todos estos resultados podemos concluir que apoyan la
segunda parte de nuestra hipdtesis: las pacientes con LES con funcion renal conservada
tienen mayores niveles de esclerostina que las mujeres sanas y la deteccion de dafio
cardiovascular subclinico no difiere entre la poblaciéon con LES y la poblacion sana. A
pesar de ello, al contrario de lo que hipotetizibamos, dicha asociacién entre la esclerostina
y el LES no se explica inicamente por el dafio cardiovascular subclinico detectado, siendo
la duracion de la enfermedad el unico factor propio del LES que se ha relacionado de
forma fiable con los niveles de esclerostina, sin haber encontrado otros factores causales

entre los estudiados en este trabajo.

2. Discusion de la metodologia. Limitaciones del estudio.

Para una correcta interpretacion de nuestros resultados es necesario tener en

cuenta las limitaciones que se resumen en los siguientes puntos:

En primer lugar, nuestra muestra no cubre el verdadero espectro de pacientes con
LES. Como se sefial6 anteriormente, las mujeres con ERC no se incluyeron en el estudio.
Asimismo, los hombres fueron excluidos del estudio debido a la baja prevalencia de esta
enfermedad en la poblacion masculina. Todo ello implica una menor prevalencia de ECV
en la muestra que, a su vez, podria haber infravalorado la asociacion entre esclerostina y

RCV.

129



En segundo lugar, y aunque el planteamiento del estudio analitico esta basado en
el conjunto de hipdtesis causales presentado en la Figura 6, somos conscientes de que el
caricter transversal del estudio impide la identificacion y cuantificacién de ninguna
asociacion causal como, por ejemplo, la que pudiera existir entre los MDCS vy la
concentracion de esclerostina. De hecho, la posible utilidad de esta ultima como marcador
de dafo cardiovascular subclinico no tiene por qué asentarse en una relacion de causalidad
entre ambas variables. Ademds, no se evaluaron los cambios longitudinales en las
concentraciones de esclerostina. Por lo tanto, es necesario realizar estudios longitudinales

que confirmen nuestros hallazgos.

En tercer lugar, con respecto al tamafio muestral, la prevalencia final de PC
encontrada en nuestra serie (35,3%) fue inferior a la utilizada para estimar dicho tamafio
(un 50%). Este hecho, junto con no haber podido alcanzar el tamafo de muestra
preestablecido, redujo el poder de nuestro estudio para detectar asociaciones no
atribuibles al azar y, en particular, para incorporar los niveles de esclerostina como una

variable més en los modelos predictivos de RCV.

En cuarto lugar, la medicion de PC se ha llevado a cabo por un tnico ecografista
cualificado, sin que se haya realizado una validacion de los resultados por otro ecografista
independiente. Ademds, sélo se ha valorado la EC, sin haberse realizado ecografia
femoral para valorar presencia de placa en la arteria localizada a este nivel. Asimismo,
s6lo se ha realizado una medicion tnica de VOP y GIM, sin haber evaluado cambios

longitudinales de dichos parametros.

Por ultimo, destacar las fortalezas de este trabajo. Las pacientes con LES y las
mujeres sanas se reclutaron de forma simultdnea, emparejadas por rangos de edad, y en
un corto periodo de tiempo, captando las mujeres sanas a partir de una poblacién muy
similar de la que provienen las pacientes. Asimismo, las muestras de la serie de pacientes
y la serie de mujeres sanas han sido homogéneas y sin diferencias en cuanto a los
antecedentes de RCV. Las variables se recogieron de forma consistente sin pérdida de
informacion, siguiendo el mismo procedimiento durante todo el proceso y en todos los

sujetos.
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3. Relevancia y aplicacion practica de los resultados. Propuestas de investigacion.

El gran problema al que se enfrentan los clinicos en la practica habitual a la hora
de valorar el RCV subclinico es el acceso a determinadas herramientas de deteccion que,
aunque son costo-efectivas y no tienen una repercusion negativa para el paciente en forma
de radiacién o complicaciones, no estan disponibles de forma habitual en todas las
poblaciones en las que las posibilidades de presentar ECV subclinica estdn aumentadas.
En este sentido, conocer otros factores que se puedan valorar de forma rutinaria y que
permitan una mejor identificacion de los pacientes candidatos a que se les realice un
estudio de RCV subclinico puede ser de gran utilidad. Este es el caso de aquellos
biomarcadores que pueden medirse de forma fiable en las analiticas de rutina que se

suelen solicitar en grupos poblacionales de riesgo, como los pacientes con LES.

Esta Tesis Doctoral es el primer trabajo donde se ha valorado la posible utilidad
de la esclerostina como biomarcador de aterosclerosis subclinica en pacientes con LES.
Los resultados obtenidos implican que la esclerostina podria utilizarse como biomarcador
de aterosclerosis subclinica en las pacientes con LES con funcion renal preservada y
permitir una eleccion especifica de a qué pacientes realizar un estudio de RCV subclinico
avanzado. En otras palabras, se podria plantear incluir la esclerostina en los controles
analiticos rutinarios a los que sometemos protocolariamente a las pacientes con LES,
valorando los niveles de forma longitudinal y, en aquellos casos en los que se apreciara
un incremento o unas concentraciones limite, plantear un estudio de RCV subclinico con

EC o femoral y medir la VOP.

En cualquier caso, para tener una aplicacion en la practica clinica habitual, seran
necesarios estudios prospectivos con mediciones longitudinales de esclerostina, EC y
VOP para confirmar estos hallazgos y valorar la utilidad real de estos planteamientos,
abriendo de esta forma nuevas e interesantes propuestas futuras de investigacion.
Ademas, en el caso del LES, hemos objetivado una concentraciéon aumentada de
esclerostina en estas pacientes con respecto a las mujeres sanas, sin haber podido dilucidar
exactamente los motivos de esta asociacion entre esclerostina y el estado de LES, por lo

que también se debera plantear otra linea de investigacion para discernir los factores
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causales de ello y su posible implicacioén en otros aspectos de la enfermedad como la

disfuncién del metabolismo 0seo.
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CAPITULO VII:
CONCLUSIONES
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VII. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, y en respuesta a los objetivos planteados en esta

Tesis Doctoral, se desprenden las siguientes conclusiones:

1. Existe una asociacion positiva entre los niveles de esclerostina y la presencia de PC, la
VOP y el GIM en las pacientes con LES con funcion renal preservada. Tras ajustar por
los FRCV, se estim6 que cada incremento de 10 U/L de los niveles séricos de esclerostina
se asocia con un incremento del 44% de la presencia de PC. En cambio, la asociacion
entre los niveles de esclerostina con la VOP y el GIM desaparece tras ajustar por dichos

FRCV.

2. Las pacientes con LES y funcidn renal preservada tienen una mayor prevalencia de PC
que las mujeres sanas, asociacién que no parece depender sustancialmente de una
diferente distribucion de los FRCV entre ambos grupos de mujeres. Sin embargo, no se
han detectado diferencias entre las pacientes con LES y las mujeres sanas con respecto a

los valores de VOP y de GIM.

3. La Ginica caracteristica del LES que se asocia con todos los MDCS es la duracion de la

enfermedad, si bien esta asociacion desaparece al tener en cuenta los FRCV.

4. Los niveles de esclerostina son significativamente mayores en las pacientes con LES
que en las mujeres sanas, y la magnitud de esta asociacién no se modifica al tener en
cuenta las diferencias entre ambos grupos con respecto a los FRCV o a la existencia de

aterosclerosis subclinica.

5. La duraciéon de la enfermedad es la unica caracteristica propia del LES que,
independientemente de los MDCS, se asocia a los niveles de esclerostina. Esta asociacion
desaparece al tener en cuenta el resto de caracteristicas del LES. Al considerar todos los
FRCV, solo la edad y el tabaquismo se asocian a unos mayores niveles de esclerostina en

las mujeres con LES.

6. La magnitud de la asociacion entre los niveles de esclerostina y la presencia de PC no

se modifica en funcion de la presencia de LES, e igual ocurre para la asociacion entre la
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esclerostina y el GIM. Sin embargo, la asociaciéon entre esclerostina y VOP es

significativamente mayor en las mujeres sanas que en las pacientes con LES.
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1. Hoja de informacion al paciente y consentimiento informado

(Documento redactado en base a la Ley Organica de Proteccion de datos de caracter personal 15/1999,
BOE de 14 de diciembre de 1999).

Para formar parte de este estudio, es importante que lea esta hoja en la que se le proporciona la infor-
macion y en la que se solicita su participacion.

CONSENTIMIENTO INFORMADO - INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacién que a
continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza: El proyecto titulado “Esclerostina como biomarcador sérico de aterosclerosis subclinica en
pacientes con lupus eritematoso sistémico” pretende ver si los niveles elevados de la proteina denomi-
nada “esclerostina” que esta en su sangre, se relaciona con la presencia de aterosclerosis. La ateroscle-
rosis se asocia con un mayor riesgo de padecer enfermedades del corazén como infartos y angina, ictus
y otras enfermedades de las arterias.

Si decide participar se realizaran las siguientes pruebas: a) determinacion de la altura, peso y medida
de la cintura, b) medida de la tension arterial, c) se le preguntara acerca de su enfermedad lupica d)
medida de la velocidad de la onda de pulso mediante la colocaciéon de un manguito en el brazo, e) eco-
grafia de la arteria carotida localizada en el cuello para ver si tiene placas de ateroma o la pared de la
arteria esta engrosada, Finalmente se le extraera una muestra de sangre para determinar los parame-
tros que habitualmente se le solicitan antes de cada visita en la consulta y para medir la esclerostina
(dos tubos de unos 2 cc). Estas muestras de sangre seran destruidas después de ser analizadas.

Importancia:

Si se demuestra nuestra hipétesis, la determinacion de la esclerostina podria servir en un futuro para
identificar qué pacientes con lupus, como usted, tienen mas aterosclerosis y por lo tanto, mas riesgo de
presentar enfermedades cardiovasculares

Implicaciones para el donante/paciente:

« La donacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones y sin
que esto repercuta en sus cuidados médicos.

« Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se trataran con-
forme a la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccidon de Datos Personales y garantia
de los derechos digitales.

« La donacion/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de este es-
tudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

No existe ningun riesgo salvo el derivado de la extraccion de la muestra de sangre

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con nuestro personal de la Unidad de En-
fermedades Autoinmunes Sistémicas. Servicio de Medicina Interna (Hospital Universitario Virgen de las
Nieves) en el teléfono: 958 020624 o en el correo electrénico: jomasabio@gmail.com
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CONSENTIMIENTO INFORMADO - CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

ESCLEROSTINA COMO BIOMARCADOR SERICO DE ATEROSCLEROSIS SUB-
CLINICA EN PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

« He leido el documento informativo que acompana a este consentimiento (Informacién al Paciente)

« He podido hacer preguntas sobre el estudio < Esclerostina como biomarcador sérico de ateromato-
sis subclinica en pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico >

« He recibido suficiente informacién sobre el estudio < Esclerostina como biomarcador sérico de ate-
romatosis subclinica en pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico > He hablado con el profesional
sanitao INTerMador: ;i s R s s

« Comprendo que mi participacién es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

« Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se trata-
ran conforme establece la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Perso-
nales y garantia de los derechos digitales.

« Se me hainformado de que la donacién/informacién obtenida solo se utilizara para los fines especi-
ficos del estudio.

« Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se obtengan en el
curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir, siem-
pre que esta informacién sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis fa-
miliares bioldgicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
« Cuando quiera
« Sin tener que dar explicaciones

« Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado < Esclerostina como biomarca-
dor sérico de ateromatosis subclinica en pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico >

Firma del paciente Firma del profesional

(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos:................... Nombre y apellidos: ...........
Fecha: & oo oo Fecha: e v e
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2. Cuaderno de recogida de datos de pacientes que incluye el indice de actividad SLEDAI y el indice
de cronicidad SLICC

Esclerostina como biomarcador de ateroscle-
rosis subclinica en pacientes con Lupus Eri-

tematoso Sistémico

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

PACIENTES
FECHA INCLUSION: /72020
NOMBRE PACIENTE:
CODIGO PACIENTE:
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1. DATOS DEMOGRAFICOS
* Ano de nacimiento:

Etnia gitana
Nivel educacional:
o Sin estudios (1) o EGB/FP o Estudios superiores

(1): No saber leer y/o escribir

2. DATOS ANTROPOMETRICOS

Raza: 0 Blanca o Negra o Latinoamericana 0O Asidtica O

Peso (vestido -2 kg) Presion arterial sistolica**
Altura (cm) (descalzo) Presion arterial diastolica™*
Cintura (cm)* Frecuencia cardiaca**

* Cintura: perimetro espinas iliacas

** Se registra la segunda determinacion

3. ENFERMEDADES CONCOMITANTES

* Sindrome antifosfolipido SIo
* Diabetes mellitus tipo 2 (1) SIo
* Hipercolesterolemia (2) SIo
* Hipertension arterial (3) SIo
* Hipotiroidismo SIo
* Fumador (4) SIo
* N°de bebidas por semana (5): Cerveza: Vino:
* Sedentarismo (6) SIo
* Menopausia (7) SIo

(1) Glucemia en ayunas >126 mg/dl y/p tratamiento antidiabético

NO o
NO o
NO o
NO o
NO o
NO o
Copas:
NO o
NO o

(2) CT =200 mg/dl 6 LDLc > 115 mg/dl 6 Triglicéridos >150 mg/dl 6 HDLc: Hombres <40
mg/dl. Muyjeres: <46 mg/dl 6 recibir estatinas y/o fibratos y/o acido nicotinico y/o omega 3

(3) PAS >140 mmHg y/o PAD >90 mmHg y/o recibir anti-HTA salvo por proteinuria o Raynaud
(4) No fumador: nunca fumador o ex-fumador desde hace 6 meses. Fumador: lo contrario

(5) N° de bebidas en UBE/semana.

(6) No sedentarismo: > 3 horas semanales de actividad fisica moderada o intensa (correr, montar
en bicicleta, practicar algin deporte, ir a un gimnasio, etc) 6 Andar rapido durante al menos 1

hora y al menos 5 dias por semana. Sedentarismo: lo contrario
(7) Ausencia de menstruacion por cualquier motivo

164



4. ANTECEDENTES Y CARACTERISITICAS DEL LES

* Aifo del diagnoéstico del LES

* Organos / Sistemas afectados (datos acumulados en el momento de

la inclusion)

- Cutaneo-mucoso (1) NO o
- Fotosensibilidad NO o
- Musculo-esquelético (2) NO o
- Hematologico NO o
- Leucopenia NO o
- Anemia hemolitica NO o
- Plaquetopenia NO o
- Serositis NO o
- Pleuritis NO o
- Pericarditis NO o
- Neurologico(3) NO o
- Renal 4) NO o
- Biopsia realizada NO o
- Tipo de GN: ol oll ol
- Trasplantado NO o

SIo

SIo

SIo

SIo

SIo

SIo

SIo

SIo

SIo

SIo

SIo

SI [J (En caso afirmativo)
SIo

olV oV
SIo

(1) Erupcidn de cualquier tipo relacionado con el LES, eritema malar, lupus discoide cro-

nico, lupus cutaneo subagudo o aftas orales
(2) Artralgias, artritis o miositis

(3) Cualquier afectacion neurologica del SNC o periférico atribuida al LES, incluyendo

psicosis.

(4) Nefritis lapica diagnosticada por biopsia, proteinuria persistente >0.5 g/24h o sedimento

patologico persistente.
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5. INDICE DE ACTIVIDAD SELENA-SLEDAI

Puntua en la escala SELENA-SLEDALI si el descriptor esta presente en el dia de la visita o 10

dias antes.

PUNTOS

MARCAR | DESCRIPTOR

(X) SI
PRESENT
E

DEFINICION

Convulasiones

De comienzo reciente. Excluir causas infecciosas,
metabolicas y farmacos o convulsiones por dafio
irreversible en SNC en el pasado

Psicosis

Habilidad alterada para la actividad diaria debido
a la alteracion grave en la percepcion de la
realidad. Incluye alucinaciones, incoherencia,
asociaciones ilogicas, contenido mental escaso,
pensamiento ilégico, raro, desorganizado, y
comportamiento catatonico. Excluir encefalopatia
urémica y farmacos.

Sindrome
organico
cerebral

Funcion mental alterada con falta de orientacion,
memoria u otras funciones intelectuales, de
comienzo rapido y manifestaciones clinicas
fluctuantes. Incluye disminucion del nivel de
conciencia con capacidad reducida para mantener
la focalizar o atencion, mas al menos 2 de los
siguientes: alteracion de la percepcion,. Lenguaje
incoherente, insomnio 0 mareo matutino, o
actividad psicomotora aumentada o disminuida.
Excluir causas infecciosas, metabolicas y

farmacos.

Alteraciones
visuales

Alteraciones
pares craneales

Retinopatia lapica. Incluye cuerpos citoides,
hemorragias retinianas, exudados serosos, y
hemorragias en la coroides, o neuritis Optica,
escleritis o epiescleritis. Excluir HTA, infeccion o

farmacos.

De reciente comienzo, motor o sensitivo. Incluye
vértigo debido a LES.

Cefalea lupica
ACV

Vasculitis

Grave, persistente: puede ser migrafiosa pero no

responde a analgésicos narcéticos

De reciente comienzo. Excluir arteriosclerosis e
HTA

Ulceracion, gangrena, nddulos cutaneos dolorosos,

infartos periungueales, hemorragias en astillas, o
biopsia o angiografia que confirme la vasculitis.

Artritis

Mas de dos articulaciones dolorosas e inflamadas

Miositis

Debilidad proximal y/o dolor asociado a elevacion
de CPK y/o aldolasa 0 EMG sugerente o biopsia

compatible con miositis
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4 Cilindros Cilindros hematicos o granulosos
urinarios
4 Hematuria >5 hematies por campo. Excluir litiasis, infeccion
u otras causas
4 Proteinuria >5 g/24 h. De reciente comienzo o aumento de la
proteinuria ya conocida en mas de 0.5 g/24 h.
4 Piuria =5 leucocitos/c. Excluir infeccion
2 Exantema Comienzo reciente o recurrente. Exantema
inflamatorio
nuevo
2 Alopecia De comienzo reciente o recurrente, difuso o en
placas, por LES activo
2 Ulceras De comienzo reciente o recurrente, orales o
nasales
mucosas
2 Pleuritis Dolor pleuritico con roce o derrame, o
engrosamiento pleural
2 Pericarditis Dolor pericardico con alguno de los siguientes:
roce, derrame, cambios en ECG o confirmacion
ecocardiografica
2 Disminucion Descenso de CH50 y/o C3 y/o C4 por debajo del
del limite inferior del laboratorio
complemento
2 Aumento de Ac | >25% determinacion anterior o por encima del
-DNA valor del laboratorio
anti-
1 Fiebre >38°C. Excluir infeccion
1 Trombopenia <100.000 plaquetas/mm3
1 Leucopenia <3.000/ mm?

(Por favor, marcad con una cruz en cada item que corresponda)
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6. INDICE DE DANO ACUMULADO (SLICC)

Cada lesion debe ser evaluada si el dafio esta presente al menos durante 6 meses. Por definicion

el dafio debe ser irreversible, no relacionado con la actividad del LES

Item PUNTUACIO |
N
Ocular (ambos ojos, por evaluacion clinica)
Catarata ol
Cambios en la retina o atrofia Optica ol
Neuropsiquiatrico
. Afectacion cognitiva (déficit de memoria, dificultad en el célculo, ol
dificultad para la concentracion, dificultad con el lenguaje escrito o
hablado, deterioro en el nivel de adaptacion) o psicosis mayor.
Convulsiones ol
ACYV (puntuar 2 si mas de uno) - no tienen. ol o2
Neuropatia craneal o periférica ol
Mielitis transversa ol
. Renal
. Filtrado glomerular medido o calcuado < 50% ol
Proteinuria > 3,5 g/24 h ol
Enfermedad renal terminal (independientemente de dialisis o transplante |0 3
Pulmonar
Hipertension pulmonar ol
Fibrosis pulmonar ol
Pulmoén encogido (Rx torax) ol
Fibrosis pleural (Rx torax) ol
Infarto pulmonar (Rx térax) ol
Cardiovascular
Angina o bypass coronarios — No tienen ol
Infarto de miocardio (puntuar 2 si mas de uno) — No tienen ol o2
Miocardiopatia (disfuncion ventricular) ol
Enfermedad valvular (soplo diastdtico o sistolico >3/6) ol
Pericarditis durante >6 meses o pericardiectomia ol
Sistema vascular periférico
Claudicacion durante >6 meses — No tienen ol
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Ulceracion con pérdida de partes blandas ol

Pérdida de tejido significativa y permanente (por ¢j;, pérdida de dedoso |01 02
miembros (puntuar 2 si mas de una localizacion)

Trombosis venosa con tumefaccion, ulceracion o estasis venoso ol
Gastrointestinal

Infarto o reseccion intestinal por debajo de duodeno, bazo, higado o ol o2

vesicula biliar por cualquier causa (puntuar 2 si mas de una localizacion)

Insuficiencia mesentérica ol

Peritonitis cronica ol

Estenosis o cirugia del tracto gastrointestinal superior ol
Musculoesquelético

Atrofia muscular o debilidad ol

Artritis erosiva o deformante (incluyendo deformidades reductibles y ol

excluyendo necrosis avascular)

Osteoporosis con fractura o aplastamiento vertebral (excluyendo necrosis |0 1

avascular)
Necrosis avascular (puntuar 2 si mas de una) ol o2
Osteomielitis ol
Cutineo
Alopecia croénica cicatricial ol
Cicatrices extensas excepto en cuero cabelludo o partes blandas ol
Ulceras cutaneas ( excluyendo tumores) durante >6 meses ol
V Fallo gonadal prematuro ol
Diabetes (indistintamente del tratamiento) ol

Malignidad (excluyendo displasia) (puntuar 2 si mas de una localizacion) |ol1 02

Puntuacion total del indice SLICC:
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7. TRATAMIENTO

A) Para la actividad del LES

*Prednisona o equivalente (1) (mg/dia):

Dosis acumulada de prednisona (o equivalente) en el ultimo aio (g) (2):

Hidroxicloroquina (3):
Azatioprina:

Metotrexato:

Micofenolato mofetilo o sédico
Ciclofosfamida

Uso AINES > 3 dias por semana (5):

Biologicos (especificar): SIo NO O (inclusion)

* Dosis en el momento de la inclusion
(1): Equivalencias: Prednisona 5 mg = Deflazacort 6 mg = Metilprednisolona 3 mg
(2): Dosis acumulada de prednisona = dosis diaria x 30 dias x 12 meses (1 decimal)

(3): Estar tomando HCQ en el momento de la inclusion
(4) No contemplar paracetamol ni metamizol pero si AAS

NO o

NO O (en momento de inclusion)
NO O (en momento de inclusion)
NO O (en momento de inclusion)
NO O (en momento de inclusion)
NO o (en momento de inclusion)

SI o NO O (algin momento)

B) Para la dislipemia (en el momento de la inclusion) (se puede marcar mas de uno)

Estatinas
Fibratos

Acido nicotinico
Acido omega 3

SIo
SI o
SIo
SIo

NO o
NO o
NO o
NO o

C) Para la diabetes mellitas (en momento de la inclusion) (se puede marcar mas de uno)

Antidiabéticos orales
Insulina

SIo
SIo

NO o
NO o

D) Para la hipertension arterial (excluir uso de antihipertensivos empleados SOLO para
control de la proteinuria y del fendmeno de Raynaud). Se puede marcar mas de uno.

IECAS

ARATI

Antagonistas del calcio
Betabloqueantes
Diuréticos

Otros (especificar):

E) Para osteoporosis/osteopenia

Vitamina D + Ca
Bifosfonato

SIo
SIo
SIo
SIo
SIo
SIo

NO o
NO o
NO o
NO o
NO o
NO o
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8. DATOS ANALITICOS

HEMATOLOGIA

Leucocitos (cel/mm?3)

Hemoglobina (mg/dl)

Neutrofilos (cel/mm?)

Plaquetas (cel/mm3)

Linfocitos (cel/mm?3)

' BIOQUIMICA
' Glucosa (mg/dl) Albumina (g/dl)
' Urea (mg/dl) Ferritina (ng/ml)
Creatinina (mg/dl) MDRD-7 (1)
Colesterol total (mg/dl) Insulina (mU/L)
LDL colesterol (mg/dl) indice HOMA (2)
. HDL colesterol (mg/dl) Calcio corregido (unidades) (3)
' Triglicéridos (mg/dl) 25 (OH) Vitamina D (ng/ml)

Homocisteina (umol/L)

Paratohormona (PTH) (unidades)

Acido urico (mg/dl)

Troponina HS (unidades)

ORINA

Proteinuria/24 h (g/24h)

'INFLAMACION
' VSG I°h PCR ultrasensible (mg/1)
AUTOINMUNIDAD
C3 (mg/dl) C4 (mg/dl)
Anti-DNAn
o Positivo o Negativo (1)
' Acs. ANTIFOSFOLIPIDO (AAF) (2) Positivo O Negativo 0

Anticoag. lupico (+) Slo NO o

Anticardiolipina (+) Sl o NO o

(1) Segtin rango de cada hospital. Es positivo si lo es en el momento de la inclusion
(2) Los AAF son positivos si el anticoagulante lupico y/o Acs anticardiolipina son positivos
a titulos medios/altos (> 40) en 2 ocasiones. Es valida una determinacion positiva en los 24

meses previos.
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9. CARACTERIZACION DEL SD. METABOLICO

o}

O O O O

Presentar 3 o mas

Sd. Metabolico SIo NO o
N° de criterios de SM que cumple (rango 0-5)

Criterios de SM que cumple (marcar 3, 4 o 5 criterios)

HTA
Cintura
HDL bajo
TG altos
Glucosa alta

de los siguientes criterios:

Mujeres Hombres
Cintura$ > 88 cm >102 cm
‘ Glucemia > 100 mg/dl o en tratamiento& ' > 100 mg/dl o en tratamiento&
' Triglicéridos > 150 mg/dl o en tratamiento' V > 150 mg/dl o en tratamiento’
' HDL colesterol < 50 mg/dl » <40 mg/dl
V Presion arterial >130 0 = 85 mmHg o en tratamiento - > 130 0 = 85 mmHg o en tratamiento
antihipertensivot. antihipertensivot.

10. RIESGO ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

FRAMINGHAM:

REGICOR:

SCORE (a 10 afos):

10

172



PRUEBAS A REALIZAR EN EL ESTUDIO

1. VALORES DE ESCLEROSTINA (1):
(1) Reflejar unidades y valores de referencia.

2. ECOGRAFIA CAROTIDEA:

Presencia de placa carotidea (1): Slo NOa@o

Localizacion:

Grosor de intima media (2):

(1) Placa carotidea grosor > 1.2mm.
(2) Patologica > 0.9mm.

3. VELOCIDAD DE ONDA DE PULSO (1):

* Valor obtenido (m/s):
» Valores de referencia (intervalo en m/s):

4. INDICE TOBILLO-BRAZO:

* Miembro inferior derecho:
* Miembro inferior izquierdo:

11
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3. Cuaderno de recogida de datos de controles

Esclerostina como biomarcador de ateroscle-
rosis subclinica en pacientes con Lupus Eri-

tematoso Sistémico

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

CONTROLES

FECHA INCLUSION: / /

NOMBRE PACIENTE:

CODIGO PACIENTE: SC
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1. DATOS DEMOGRAFICOS
* Ano de nacimiento:

Etnia gitana
Nivel educacional:

o Sin estudios (1) o EGB/FP o Estudios superiores

(1): No saber leer y/o escribir

2. DATOS ANTROPOMETRICOS

Raza: 0 Blanca o Negra o Latinoamericana 0O Asidtica O

Peso (vestido -2 kg) Presion arterial sistolica**
Altura (cm) (descalzo) Presion arterial diastolica™*
Cintura (cm)* Frecuencia cardiaca**

* Cintura: perimetro espinas iliacas

** Se registra la segunda determinacion

3. ENFERMEDADES CONCOMITANTES

* Sindrome antifosfolipido SIo
* Diabetes mellitus tipo 2 (1) SIo
* Hipercolesterolemia (2) SIo
* Hipertension arterial (3) SIo
* Hipotiroidismo SIo
* Fumador (4) SIo
* N°de bebidas por semana (5): Cerveza: Vino:
* Sedentarismo (6) SIo
* Menopausia (7) SIo

(1) Glucemia en ayunas >126 mg/dl y/p tratamiento antidiabético

NO o
NO o
NO o
NO o
NO o
NO o
Copas:
NO o
NO o

(2) CT =200 mg/dl 6 LDLc > 115 mg/dl 6 Triglicéridos >150 mg/dl 6 HDLc: Hombres <40
mg/dl. Muyjeres: <46 mg/dl 6 recibir estatinas y/o fibratos y/o acido nicotinico y/o omega 3

(3) PAS >140 mmHg y/o PAD >90 mmHg y/o recibir anti-HTA salvo por proteinuria o Raynaud
(4) No fumador: nunca fumador o ex-fumador desde hace 6 meses. Fumador: lo contrario

(5) N° de bebidas en UBE/semana.

(6) No sedentarismo: > 3 horas semanales de actividad fisica moderada o intensa (correr, montar
en bicicleta, practicar algin deporte, ir a un gimnasio, etc) 6 Andar rapido durante al menos 1

hora y al menos 5 dias por semana. Sedentarismo: lo contrario
(7) Ausencia de menstruacion por cualquier motivo
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4. TRATAMIENTO

A) Para la dislipemia (en el momento de la inclusion) (se puede marcar mas de uno)

* Estatinas SI o NO o

* Fibratos SI o NO o

* Acido nicotinico SIo NO o

* Acido omega 3 SIo NO o
B) Para la diabetes mellitas (en el momento de la inclusion) (se puede marcar mas de
uno)

* Antidiabéticos orales SI o NO o

* Insulina SI o NO o

C) Para la hipertension arterial (excluir uso de antihipertensivos empleados SOLO para
control de la proteinuria y del fendmeno de Raynaud). Se puede marcar mas de uno.

* IECAS SIo NO o
* ARAI SIo NO o
* Antagonistas del calcio SIo NO o
* Betabloqueantes SIo NO o
* Diuréticos SIo NO o
* Otros (especificar): SIo NO o

D) Para osteoporosis/osteopenia

®* Vitamina D + Ca SIo NO o
* Bifosfonato SIo NO o
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8. DATOS ANALITICOS

HEMATOLOGIA
Leucocitos (cel/mm?3) Hemoglobina (mg/dl)
Neutroéfilos (cel/mm?3) Plaquetas (cel/mm3)
Linfocitos (cel/mm?3)
‘ BIOQUIMICA
' Glucosa (mg/dl) Albumina (g/dl)
' Urea (mg/dl) Ferritina (ng/ml)
Creatinina (mg/dl) MDRD-7 (1)
Colesterol total (mg/dl) Insulina (mU/L)
LDL colesterol (mg/dl) indice HOMA (2)
. HDL colesterol (mg/dl) Calcio corregido (unidades) (3)
' Triglicéridos (mg/dl) 25 (OH) Vitamina D (ng/ml)
Homocisteina (umol/L) Paratohormona (PTH) (unidades)
Acido urico (mg/dl) Troponina HS (unidades)
ORINA
Proteinuria/24 h (g/24h)

INFLAMACION

VSG I°h PCR ultrasensible (mg/1)
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9. CARACTERIZACION DEL SD. METABOLICO

o}

O O O O

Presentar 3 o mas

Sd. Metabolico SIo NO o
N° de criterios de SM que cumple (rango 0-5)

Criterios de SM que cumple (marcar 3, 4 o 5 criterios)

HTA
Cintura
HDL bajo
TG altos
Glucosa alta

de los siguientes criterios:

Mujeres Hombres
Cintura$ > 88 cm >102 cm
‘ Glucemia > 100 mg/dl o en tratamiento& ' > 100 mg/dl o en tratamiento&
' Triglicéridos > 150 mg/dl o en tratamiento' V > 150 mg/dl o en tratamiento’
' HDL colesterol < 50 mg/dl » <40 mg/dl
V Presion arterial >130 0 = 85 mmHg o en tratamiento - > 130 0 = 85 mmHg o en tratamiento
antihipertensivot. antihipertensivot.

10. RIESGO ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

FRAMINGHAM:

REGICOR:

SCORE (a 10 afos):
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PRUEBAS A REALIZAR EN EL ESTUDIO

1. VALORES DE ESCLEROSTINA (1):
(1) Reflejar unidades y valores de referencia.

2. ECOGRAFIA CAROTIDEA:

Presencia de placa carotidea (1): Slo NOa@o

Localizacion:

Grosor de intima media (2):

(1) Placa carotidea > 1.2mm.
(2) GIM patoldgico > 0.9mm.

3. VELOCIDAD DE ONDA DE PULSO (1):

* Valor obtenido (m/s):
* Valores de referencia (intervalo en m/s):

4. INDICE TOBILLO-BRAZO:

* Miembro inferior derecho:
* Miembro inferior izquierdo:
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4. Aprobacién del estudio por el Comité Etico de la Junta de Andalucia

JUNTA DE ANDALUCIA

CONSEJERIA DE SALUD Y FAMILIAS

DICTAMEN UNICO EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE ANDALUCIA

D/D*: CRISTINA LUCIA DAVILA FAJARDO como secretario/a del CEIM/CEI Provincial de Granada

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor/investigador (No hay promotor/a asociado/a) para realizar el estudio
de investigacion titulado:

TITULO DEL ESTUDIO:

Lupus Eritematoso Sistemico. ,( ESCLEROSTINA-LES)

Protocolo, Version: 1
HIP, Version: 1
Cl, Version: 1

Y que considera que:

Esclerostina como biomarcador serico de aterosclerosis subclinica en pacientes con

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y se ajusta a los principios
éticos aplicables a este tipo de estudios.

La capacidad del/de la investigador/a y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Estan justificados los riesgos y molestias previsibles para los participantes.

Que los aspectos econoémicos involucrados en el proyecto, no interfieren con respecto a los postulados éticos.

Y que este Comité considera, que dicho estudio puede ser realizado en los Centros de la Comunidad Auténoma de Andalucia
que se relacionan, para lo cual corresponde a la Direccion del Centro correspondiente determinar si la capacidad y los medios
disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Lo que firmo en Granada a 23/10/2019
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Sclerostin as a biomarker
of cardiovascular risk in women
with systemic lupus erythematosus

Carlos Garcia-de los Rios?, Marta Medina-Casado?, Antonio Diaz-Chamorro?,
Maria Sierras-Jiménez3, Pablo Lardelli-Claret**¢, Rafael Caliz-Caliz” & José Mario Sabio®*"

Cardiovascular disease is one of the main causes of death in patients with systemic lupus
erythematosus (SLE). On the other hand, sclerostin is a reliable and early biomarker of vascular
calcification. This study aimed to estimate the association between sclerostin and two markers of
cardiovascularrisk, carotid atherosclerotic plaque (CP) and carotid-femoral pulse wave velocity (PWV),
in women with SLE. The presence of CP (determined by carotid artery ultrasound) and PWV were
measured in 68 women with SLE and preserved renal function. None of the participants had a history
of cardiovascular disease. Serum levels of sclerostin were determined using the ELISA method. Other
factors associated with increased cardiovascular risk were also measured. The association between
sclerostin, CP and PWV was assessed using Receiver Operating Characteristic (ROC) curves and
multivariate regression models. The area under the ROC curve was 0.785 (95% confidence interval [CI]
0.662-0.871) for CP and 0.834 (95% C1 0.729-0.916) for dichotomized PWV. After adjusting for other
cardiovascularrisk factors, it was found that a 10-unitsincrease in sclerostin values was associated
with a 44% increase in the odds of CP (95% Cl 1-105), but no adjusted association was observed
between sclerostin and PWV. Predictive models included age (for both outcomes), hypertension,
Framingham risk score and C-reactive protein (for PWV), but not sclerostin. Sclerostin is associated
with the presence of CP in women with SLE. Further research should confirmits possible role asa
biomarker of cardiovascularrisk in these patients.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease that can damage any organ or system and usually
affects women of childbearing age with a 9:1 female to male ratio'. There is evidence that cardiovascular disease
(CVD), the leading cause of deaths in these patients®?, is significantly increased in patients with SLE compared
to the general population®. Despite the association between SLE and classical cardiovascular risk factors is well
established®”, the predictive value of the Framingham criteria and other conventional cardiovascular risk scores
is low in these patients®. This can be explained by emerging cardiovascular risk factors specifically associated
with SLE that seem to be crucial in the pathogenesis of atherosclerosis in autoimmune patients, and which are
usually less frequent than classical cardiovascular risk factors (e.g., higher incidence in women, earlier age of
presentation, or chronic inflammation)®. The growing knowledge on this topic has led to the proposal of mixed
algorithms that combine traditional predictors with new serum biomarkers to predict CVD and identify sub-
clinical atherosclerosis in selected cases'’.

The presence of carotid atherosclerotic plaque (CP) determined by carotid artery ultrasound (CAU) has been
extensively validated as a surrogate marker of subclinical CVD in the general population'"'2 In addition, multiple
studies have reported a higher prevalence of CP in SLE patients, as well as a more rapid progression compared
to healthy controls'*!>. On the other hand, the carotid-femoral pulse wave velocity (PWV) is increased from
the onset of the atherosclerosis process'®. Such increase, which is directly related to subclinical CVD", can be
non-invasively quantified using automated devices.

*Department of Internal Medicine, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada, Spain. *Regional Blood
Transfusional Center, Granada, Spain. *Emergency Department, Hospital Universitario Virgen de las Nieves,
Granada, Spain. “Department of Preventive Medicine and Public Health, University of Granada, Granada,
Spain. “Centros de Investigacién Biomédica en Red de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP), Barcelona,
Spain. ‘Instituto de Investigacién Biosanitaria |bs. GRANADA, Granada, Spain. Department of Rheumatology,
Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada, Spain. ®Systemic Autoimmune Diseases Unit, Department
of Internal Medicine, 9th Floor, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Avda. Fuerzas Armadas, N° 2,
18014 Granada, Spain. ““email: jomasabio@gmail.com
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Sclerostin is a glycoprotein that inhibits the Wnt/B-catenin pathway, preventing osteoblast differentiation, and
represents the main antagonist of bone calcification . It is secreted almost exclusively by osteocytes, although its
production has also been observed in other cells such as osteoclast precursors, renal and vascular cells*. After
discovering its important anti-calcifying role, as well as its existence and production in endothelial cells, the role
of sclerostin in the process of vascular calcification has been extensively studied in recent years. It is currently
considered as one of the possible factors that may be included in the paradoxical regulation of the bone-vascular
axis, presumably acting as an antagonist of this process'?, and having been correlated with both clinical and
subdinical CVD?, although with some studies with contradictory results, probably because the high blood scle-
rostin concentrations in participants with CVD may be a response to the disease rather than a cause®'. In certain
autoimmune diseases, such as rheumatoid arthritis, a correlation between sclerostin and arterial calcification
has been observed. However, the possible role of sclerostin as a marker of cardiovascular risk in women with
SLE has not been studied up to date. To address this hypothesis, we designed the present study with the aim of
quantifying the association between serum levels of sclerostin and two of the main cardiovascular risk markers
(CP and PWYV) in women with SLE.

Methods

We analyzed a case series consisting of all women diagnosed with SLE that were consecutively attended in the
outpatient clinic of the Systemic Autoimmune Diseases Unit (Department of Internal Medicine) of the Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (Granada, southern Spain) between October 2019 and March 2020. This is a
tertiary-level hospital that provides specialized health care to a population of 450,000 inhabitants. The follow-
ing inclusion criteria were established: meeting diagnostic criteria for SLE defined by the European Alliance of
Associations for Rheumatology (EULAR) and the American College of Rheumatology (ACR)¥, follow-up in
our clinic for at least the previous year, being aged between 18 and 60 years, having an estimated glomerular
filtration rate (eGFR) higher than 75 mL/min/1.73 m? at the time of inclusion, a body mass index (BMI) below
40 kg/m?, no previously diagnosed cardiovascular events, and providing written informed consent to participate
in the study. All procedures performed in the study involving human participants were in accordance with the
ethical standards of the local ethics committee and with the 1964 Helsinki Declaration and its later amendments
or comparable ethical standards. The study was approved by the Bioethics Committee of the Junta de Andalucia,
Spain (verification code 1ec707c2e631118e6a5bc3cble64726137e80d0f).

In total, 68 women met these criteria and made up the final study sample. To estimate the sample size needed
to achieve our primary objective, an a priori prevalence of CP among SLE around 50% was assumed based on
the study by Frerix et al.*%. To detect sensitivity and specificity values of sclerostin (as a marker of CP) equal or
higher than 90% with an accuracy of 10%, 71 women with SLE would be required. Unfortunately, the outbreak
of the SARS-CoV-2 pandemic at the end of our study period restricted our ability to reach this sample size.

All eligible cases who provided informed consent were scheduled for a second fasting visit in the morning
(between 8 and 9 AM) in order to fulfil a questionnaire aimed to obtain clinical and demographic information.
After the clinical examination, blood and urine samples were collected. Finally, the patients were scheduled for
a final visit within the next 10 days to perform CAU (with the General Electric’s Logiq F6 ultrasound machine)*
and measurement of PWV (with the Mobil-O-Graph 24-h pulse wave analysis monitor, IEM GmbH, Stolberg,
Germany)*®. The following variables were also collected and recorded in a database: age, BMI, disease duration (in
years), tobacco use, sedentary lifestyle, presence of metabolic syndrome (MetS), dyslipidemia and hypertension
(HTN), eGFR, SLE Disease Activity Index (SLEDAI)*, and Systemic Lupus International Collaborating Clinics/
American College of Rheumatology Damage Index (SDI) to measure accumulated organ damage®, presence of
antiphospholipid antibodies (ELISA), serum levels of sclerostin (measured by the bioactive Sclerostin ELISA
kit, BI-20472) and specific treatments for SLE (grams of prednisone taken in the past year and use of hydroxy-
chloroquine). Blood pressure (BP) was measured in duplicate, 5 min apart, in the dominant arm with the patient
seated and after at least 5 min of rest, using a validated automatic oscillometric device (HEM-7051T; Omron
Health Care, Kyoto, Japan). The lowest value of the two measurements taken was considered for the study. BMI
was calculated as the weight in kilograms divided by height in meters squared. Dyslipidemia was defined as a
low-density lipoprotein cholesterol (LDLc) level above 130 mg/dL. The definitions of HTN, obesity, smoking,
and sedentary lifestyle have been previously described elsewhere?”. MetS was defined according to the criteria
of the National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III*". Finally, eGFR was calculated using
the Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)-7 equation.

Carotid plaques were defined as any focal protrusion into the arterial lumen of thickness >0.5 mm or>50% of
the surrounding intima-media thickness or a diffuse thickness > 1.5 mm measured between the media-adventitia
and intima-lumen interfaces'?. PWV was expressed in meters per second.

Data analysis. First, differences in the distribution of sclerostin, PWV and the remaining study variables
were evaluated according to CP status. The Receiver Operating Characteristic (ROC) curve of PWV values
as a marker of CP was obtained to estimate the area under the curve (AUC) and the best cut-off point of the
PWYV values. The same procedure was applied to assess the relationship between sclerostin levels and both CP
and PWV values (using the previously defined cut-off point). Finally, two regression models were adjusted to
estimate the relationship between sclerostin and the two cardiovascular outcomes: a logistic model for CP and a
linear model for PWV values. The former allowed the estimation of the Odds Ratio (OR) as a measure of associa-
tion; and the latter provides the corresponding regression coefficient. Both models were applied in three steps:
first, univariate models were constructed for each independent variable to estimate crude measures of associa-
tion between the two outcomes variables; second, multivariate explanatory models were adjusted, including all
study variables as independent terms in the models; finally, predictive models were adjusted using a stepwise
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PWV* (m/s) 6.4 1.2 74 021 5.9 0.15 <0.001

Sclerostin® (U/L) 69.1 10.2 96.6 9.3 54.1 5.0 <0.001

Age© (years) 43.8 11.0 522 12 39.3 1.6 <0.001

BMI* (kg/m?) 25.6 4.9 26.4 12 252 0.61 0.359

SLE duration (years) 15.5 8.3 194 14 133 1.2 0.003

Smoking (n, %) 16 235 6 25.0 10 22.7 0.833

Sedentary (n. %) 34 50.0 13 54.2 21 47.7 0.612

HTN (n, %) 29 42.7 14 583 15 34.1 0.053

LDL=2130 (mg/dL) (n, %) |24 35.3 11 458 13 29.6 0.179

MetS (n, %) 12 17.7 7 292 5 11.4 0.066

SLEDAI-SELENA’ 0 0-2 0 0-2 1 0-2 0.084%
SDI=1 (n, %) 13 19.1 2 8.3 11 25.0 0.240

SDI=2 (n, %) 3 4.4 1 4.2 2 4.6

APS (n, %) 6 8.8 3 125 3 6.8 0.430

Prednisone® (g) 0.86 1.3 0.68 0.25 0.96 0.20 0.400

HCQ use (n, %) 58 85.3 20 83.3 38 86.4 0.736

LN (n, %) 30 44.1 8 333 22 50.0 0.186

CPR (mg/dL) 3.31 6.5 52 19 23 0.7 0.083

C3 (mg/dL) 82.36 20.8 90.4 5.0 779 2.6 0.016

C4 (mg/dL) 14.6 6.0 16.0 15 13.9 0.7 0.176

Pra.mingham{ 1 1-4 4 2-6 1 0-1 <0.001%

Table 1. Distribution of study variables in the whole sample and according to CP status. CP carotid plaque,
SD standard deviation, SE standard error, PWV pulse wave velocity, BMI body mass index, HTN hypertension,
LDL low density lipoprotein, MetS metabolic syndrome, SLEDAI-SELENA Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index, SDI Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of
Rheumatology Damage Index, A PS antiphospholipid syndrome, HCQ hydroxychloroquine, LN lupus
nephritis, CPR C-reactive protein. *Mean values (for continuous variables)/number of subjects (for categorical
variables); ®SD (for continuous variables)/%: percent of cases in the sample (for categorical variables); *SE

(for continuous variables)/%: percent of cases in each category of CP (for categorical variables); “p values of
Student’s t test for independent samples (for continuous variables), p values of chi square test (for categorical
variables); “Continuous variables; ‘Median and interquartile range is shown for these variables; ¥ value of
Mann-Whitney U test; "Glucocorticoids accumulated during the last year.

forward procedure, according to which only the independent terms with p values below 0.05 were included in
the model, while those with p values higher than 0.1 were excluded. All analyses were performed with the Stata
statistical package (version 17)*".

Results

Differences between women with SLE with and without CP.  Carotid plaques were present in 24 of
the 68 women (35.3%). Table 1 shows the descriptive statistics for the main study variables in the whole sample
and separately in women with and without CP. The mean value of PWV was 6.4 m/s (SD: 1.2), and was signifi-
cantly higher in patients with CP (7.4 vs 5.9 m/s; p<0.001). The mean value of sclerostin in the entire sample was
69.1 U/L, with significant differences depending on the presence or absence of CP (96.6 vs 54.1 U/L, respectively,
p<0.001). Other cardiovascular risk predictors directly related to CP with significant or almost significant values
were age (p<0.001), disease duration (p=0.003), HI'N (p=0.053), presence of MetS (p=0.066), serum levels of
C3 (p=0.016), and the Framingham risk score (p <0.001).

Relationship between PWV and sclerostin with CP status. Figure 1 shows the ROC curve for the
values of PWV versus CP status. An AUC of 0.836 (95% CI 0.729-0.916) was obtained. The cut-off point of PWV
that maximized its classification accuracy regarding CP status was 6.7 m/s, with a sensitivity value of 83.3%
(95% CI 62.6-95.3) and a specificity value of 75.0% (95% CI 59.7-86.8). Figure 2 shows the ROC curve for the
values of sclerostin versus CP status. An AUC of 0.785 (95% CI 0.662-0.871) was obtained. The cut-off point of
sclerostin that maximized its classification accuracy regarding CP status was 99.2 U/L, with a sensitivity value
of 54.2% (95% IC 32.8-74.4) and a specificity value of 93.2% (95% CI 81.3-98.6). Finally, Fig. 3 shows the ROC
curve for the values of sclerostin versus PWV dichotomized into values below or equal/above 6.7 m/s. An AUC
of 0.834 (95% CI 0.729-0.916) was obtained. The cut-off point of sclerostin that maximized its classification
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Figure 1. ROC curve and AUC for the values of PWV versus CP status.
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Figure 2. ROC curve for the values of sclerostin versus CP status.
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Figure 3. ROC curve for the values of sclerostin versus PWV dichotomized into values below or equal/above
than 6.7 m/s.
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Sclerostin® 131 1.13; 1.53 1.44 1.01; 2.05

Age 1.19 1.09; 1.30 1.16 0.90; 1.50 1.19 1.09;1.30
BMI 1.05 0.95; 1.16 0.67 0.46; 0.96
SLE duration 1.10 1.03; 1.19 1.06 091; 1.25
Smoking 1.13 0.35; 3.62 0.02 0.00; 1.92
Sedentary 1.29 0.48; 3.51 0.44 0.05; 3.84
HTN 271 0.97;7.53 0.71 0.08; 6.68
LDL 2130 mg/dL 2.02 0.72; 5.66 2.34 0.18; 29.79
MetS 321 0.89; 11.57 25.12 0.36; 1737
SLEDAI-SELENA 0.81 0.60; 1.07 0.51 0.18; 1.45
SDI>0 0.34 0.09; 1.34 0.03 0.00; 0.86
APS 1.95 0.36; 10.52 3.37 0.06; 186.88
Prednisone 0.84 0.55; 1.27 0.87 0.31; 245
HCQ use 0.79 0.20; 3.13 1.27 0.03; 54.47
LN 0.50 0.18; 1.41 1.40 0.04; 48.04
CPR 1.07 097; 1.19 1.10 0.85; 1.42
C3 1.03 1.00;1.06 0.93 0.85; 1.01
C4 1.06 0.97; 1.16 1.17 0.85; 1.60
Framingham 1.69 1.29;2.22 2.02 0.78;5.29

Table 2. Odds ratio estimates obtained through logistic regression models for the presence of CP. BMI body
mass index, HTN hypertension, LDL low density lipoprotein, MetS metabolic syndrome, SLEDAI-SELENA
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, SDI Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index, APS antiphospholipid syndrome, HCQ
hydroxychloroquine, LN lupus nephritis. “The model included all the independent variables shown in the table.
>The stepwise model included only variables with a p-to-enter value <0.05 and a p-to-remove value >0.10.
“Estimated for sclerostin value x 10.

accuracy regarding dichotomized PWV was 62.9 U/L, with a sensitivity value of 75.8% (95% CI 57.7-88.9) and
a specificity value of 81.1% (95% CI 64.8-90.4).

Logistic models applied to CP as the dependent variable. Table 2 summarizes the results of the
logistic models applied to CP as the dependent variable. The crude OR estimate for sclerostin (x 10 units) was
1.31 (95% CI 1.13-1.53), indicating a 31% increase in the odds of CP being present for each 10-units increase in
sclerostin values. Other independent variables related to significant increases in the odds of CP were age, disease
duration and the Framingham risk score. In the multivariate explanatory model (which included all independ-
ent variables), the adjusted OR estimate for sclerostin yielded a slightly higher significant value (OR 1.44; 95%
CI 1.01-2.05). In the predictive model, the stepwise procedure only allowed for the inclusion of age, with a sig-
nificant 19% increase in the odds of CP for each 1-year increment in age.

Logistic models applied to PWV as the dependent variable. Table 3 displays the regression coef-
ficients of the linear models adjusted for PWV values as the dependent variable. The crude estimate reveals a
significant positive association for sclerostin: every 10-units increase was associated with 0.14-units of increase
in PWV values (95% CI 0.08-0.20). Age, BMI, disease duration, HTN, LDL values higher than 130 mg/dL,
MetS, serum levels of C3 and the Framingham risk score were also positively related to PWV values. In contrast,
SLEDAI and lupus nephritis exhibited an inverse relationship with PWV. The adjusted regression coefficient for
sclerostin was — 0.03 (95% CI - 0.06 to 0.00). The stepwise model included age, HTN and the Framingham risk
score (with positive coefficients), and C-reactive protein (with a negative coefficient), as significant independent
predictors of PWV values.

Discussion

Our results suggest for the first time the existence of an unadjusted association between sclerostin and two of the
main cardiovascular risk markers (CP and PWYV) in patients with SLE. In addition, this association was main-
tained in CP in the adjusted models. These results are in line with the possible relationships between sclerostin
concentrations and cardiovascular morbidity and mortality, especially in patients with chronic kidney disease,
but also in diabetics and in the general population®**-**. Moreover, prospective studies have demonstrated a
possible relationship between serum sclerostin levels and CVD**%, Regarding subclinical CVD, it has been
shown that serum concentrations of sclerostin may be a good biomarker to identify patients with established
subclinical vascular calcification. In fact, sclerostin has been found to be an independent marker of increased
PWV*%, presence of CP**, and to be significantly associated with aortic calcification®.
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Sclerostin® 0.14 | 0.08;0.20 -0.03 |-0.06; 0.00

Age 0.10 | 0.09;0.11 0.08 0.06; 0.10 0.08 |0.07;0.09
BMI 0.11 |0.05;0.16 -0.01 |-0.04;002

SLE duration 0.06 |0.03;0.10 0.02 - 0.00; 0.03

Smoking 0.44 | -027;1.15 0.16 - 0.18; 0.50

Sedentary 0.49 | -0.11;1.08 -0.04 [-029;021

HTN 1.05 | 0.49; 1.61 0.35 0.10; 0.60 0.29 | 0.08;051
LDL 2130 mg/dL 0.88 |0.29; 148 -013 |-041;0.14

MetS 1.33 | 0.60; 2.05 033 -0.11;0.78

SLEDAI-SELEN =015 | -0.30;-0.02 |0.00 - 0.06; 0.06

SDI>0 -0.10 | -0.81;0.62 0.04 —-0.23;0.30

APS 0.29 | -0.77;1.36 0.13 —0.26; 0.52

Prednisone -0.02 | -0.250.22 0.06 —0.04; 0.16

HCQ use -034 | -1.19;0.52 -038 | -0.72;-0.04

LN -061 | -1.20;-001 |-039 |-071;-0.06

CPR 0.03 | -0.02;0.07 -0.03 |-005-001 [-002 |-0.04-001
C3 0.02 |0.01;0.03 -0.00 |-0.01;001

C4 0.04 | -0.01;0.09 0.02 -0.01; 0.04

Framingham 0.39 |0.33; 046 0.10 0.03;0.17 0.12 | 0.07;0.18

Table 3. Regression coefficients obtained through linear regression models for PWV values. BMIbody

mass index, HTN hypertension, LDL low density lipoprotein, MetS metabolic syndrome, SLEDAI-SELENA
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, SDI Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index, APS antiphospholipid syndrome, HCQ
hydroxychloroquine, LN lupus nephritis. “The model included all the independent variables shown in the table.
>The stepwise model included only variables with a p-to-enter value <0.05 and a p-to-remove value >0.10.
“Estimated for sclerostin value x 10.

There is no current evidence on the possible role of sclerostin as a marker of cardiovascular risk in SLE
patients. Only one previous study by Fayed et al. showed an increase in the serum concentration of sclerostin in
patients with SLE compared to healthy subjects, as well as an independent relationship with proteinuria levels*’.
This latter association prompted us to exclude cases of SLE with chronic kidney disease in order to avoid its
possible role as a confounding factor in the association between sclerostin and cardiovascular risk.

The reason why SLE is such an important risk factor for atherosclerosis and CVD has not yet been fully
explained. The constant stimulation due to long-lasting systemic inflammation, as well as the chronic use of
treatments such as corticosteroids and other factors typical of this disease, could all contribute to the formation
and disruption of atherosclerotic plaques’. In addition, a higher incidence of classical cardiovascular risk factors
like HTN or dyslipidemia is present in these patients™'"*’, as has been corroborated in our sample. On the other
hand, there is ample evidence that the cardiovascular risk in the target population in which SLE occurs has been
systematically underestimated in clinical practice. Therefore, these patients have received an under-therapeutic
attitude with respect to male populations with the same characteristics*!. For all these reasons, traditional car-
diovascular risk scores have failed on their own in the early and effective identification of high-risk patients
and it has been recommended in the latest cardiovascular risk guidelines to consider CVD risk assessment in
patients with any chronic inflammatory condition*’. In our sample, the Framingham score has been shown to
be an independent and even predictive factor of subclinical cardiovascular risk. Thus, it should be considered
in the evaluation of these patients, increasing, along with other factors, the positive predictive value of new
algorithms of cardiovascular risk screening. On the other hand, markers of inflammation and scales of activity
or cumulative damage have not been related to subclinical CVD.

According to the AUCs values estimated in our study, the accuracy of sclerostin as a marker of both CP and
dichotomized PWV seems acceptable, especially with regard to its specificity. To our knowledge, no previous
work in the literature compared the AUC of sclerostin with these outcome variables in other populations. The
results of univariate models agree with the AUC values. Furthermore, despite not reaching the statistically
required sample, we have observed a significant and independent relationship between sclerostin and CP after
adjusting for the rest of the classical risk factors. However, although sclerostin maintained the magnitude ofits
association with CP after adjustment, this was not the case for PWV. This may be due to intrinsically different
mechanisms of CP formation in SLE patients compared to other populations with high cardiovascular risk. For
instance, a previous study found an abnormally high prevalence of CP without an associated increase in the
intima-media thickness**. Finally, predictive models did not include sclerostin as an independent predictive
marker for either CP or PWV. Age is by far the strongest predictor for both outcomes in our sample.
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Some limitations should be taken into account for a correct interpretation of our results. First, our sample
does not cover the true spectrum of SLE patients. As previously noted, women with chronic kidney disease
were not included in the study, which implies a lower prevalence of CVD in the sample that, in turn, could
have led to an underestimation of the association between sclerostin and cardiovascular risk. Likewise, men
were excluded from the study due to the low prevalence of this disease in the male population. In fact, the final
prevalence of CP found in our case series (35.3%) was lower than that used to estimate our sample size (i.e.,
50%). This fact, together with not having been able to reach the prespecified sample size, reduced our capacity
to include sclerostin in the predictive models of cardiovascular risk. On the other hand, our study only included
an isolated measurement of serum sclerostin levels, without taking into account other factors that can modify
its concentration, such as vitamin D or parathormone. Serial measurements of both PWV and sclerostin levels
are necessary to establish true clinical utility.

In conclusion, our results reveal a significant association between sclerostin levels and CP and, to a lesser
extent, PWV. This finding suggests that sclerostin could be tested as a serum marker in routine medical practice
to screen and facilitate the detection of potential candidates for CAU. Further studies of SLE patients with larger
sample sizes and prospectively followed-up should be carried out to confirm the clinical utility of sclerostin in
routine practice.

Data availability
The datasets that support the findings of this study are available from the corresponding author on reasonable
request.
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