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1 Artritis reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad articular inflamatoria crénica que
origina una sinovitis poliarticular que en su curso natural conduce a un dafio
estructural irreversible, y se asocia a la apariciéon de importantes comorbilidades,

discapacidad y mortalidad prematuras.

Es una enfermedad frecuente, su prevalencia varia entre 0,5-1% entre paises, con
un 0,5% en Espafia (aproximadamente 200.000 personas en nuestro pais) (1) y su
incidencia anual es de aproximadamente 40 por 100.000 habitantes siendo en
mujeres el doble que en hombres. En paises mediterraneos la enfermedad podria
tener un curso mas benigno que en los del norte de Europa, con menos
manifestaciones extrarticulares y erosiones. Esta enfermedad puede debutar a
cualquier edad, pero el pico de aparicion suele ser entre la 52 y 72 década de la
vida, siendo el riesgo a lo largo de la vida para desarrollar AR en la vida adulta, de

un 3.6% en mujeres y de un 1,7% en hombres (2).

1.1 Patogenia

En su patogenia estan implicados procesos dependientes e independientes de la
célula B que van a contribuir al inicio y perpetuacion de esta enfermedad. La
activacion de la inmunidad innata es probablemente el primer proceso en la AR,
seguido de la citrulinacioén, la activacién de las células presentadoras de antigeno,
ya sea con proteinas nativas o modificadas en la articulacion, y luego la migracion a
los 6rganos linfoides centrales. Una vez alli, las células presentadoras de antigeno
expresan una gran variedad de antigenos a las células T, que a continuacién

pueden activar las células By /o pueden emigrar de nuevo a la membrana sinovial.

Es poco probable que exista un Unico "antigeno reumatoide”, por ello, un amplio
espectro de antigenos especificos de las articulaciones, como el colageno tipo Il o

antigenos citrulinados no especificos, pueden ser los responsables.

Una de las respuestas histopatolégicas tempranas en la AR es la generacién de
nuevos vasos sanguineos sinoviales, que se acompafia de la trasudacién de fluido y

la transmigracion de linfocitos en la membrana sinovial y de leucocitos
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polimorfonucleares en el liquido sinovial. Con el desarrollo de los nuevos vasos, las
citoquinas producidas en la membrana sinovial en respuesta al factor de necrosis
tumoral (TNF) activan las células endoteliales para producir moléculas de
adhesidon, que aceleran la adherencia dependiente de la activaciéon de los
leucocitos, facilitando de ese modo la diapédesis y extravasacién en la membrana

sinovial (3, 4).

La cascada de citoquinas proinflamatorias juega un papel clave en la iniciacion y
perpetuacion de la enfermedad, de manera que las células inflamatorias son
reclutadas hacia la membrana sinovial por la accién de IL -17a, TNF, IL-1, IL-6, IL-
18, factor de crecimiento endotelial vascular, IL-33 y quimioquinas; y su retencién
en la membrana sinovial se ve facilitada por la inhibicién de la apoptosis y otros
mecanismos de inmunidad innata por medio del interferén-alfa y -beta, IL-15, y
TNF. Las células T se organizan y activan en presencia de IL-23, IL-27, IL-12, IL-15,
IL-18 y quimioquinas. Al mismo tiempo, el componente proliferativo/destructivo
de la sinovitis se genera por el TNF, la IL- 17, proteinas morfogénicas éseas, y

transforming growth factor beta .

Se ha visto también que la caderina-11, una proteina de membrana, interviene en
la organizacion y la invasion de sinoviocitos fibroblastos-like en el tejido sinovial
(5, 6), lo que hace que la sinovial reumatoide activada destruya el cartilago
articular. Esa destruccidn de cartilago, hueso y tendones en la AR se inicia en gran
medida por las metaloproteasas (7) y finalmente existe un desequilibrio dramatico
del recambio dseo en el que la resorcidn dsea local es mayor que la formacién de

hueso (8).

1.2  Etiologia

No se conoce la causa exacta de la AR, pero se han identificado muchas etiologias

posibles.

En estos afios han surgido datos so6lidos sobre la importancia de factores de riesgo
genéticos para AR. El vinculo mas firme entre un factor de susceptibilidad genética
y la AR es la asociacién de la enfermedad con un epitopo en la tercera region

hipervariable de las cadenas beta de HLA-DR, conocido como "epitopo
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compartido" (9). Los individuos con la secuencia leu-glu-lys-arg-ala en los residuos
67,70,71, 72y 74 tienen una mayor incidencia y prevalencia de la AR que aquellos
que no tienen este epitopo. Esta secuencia se encuentra en DR4 y DR14 y algunas
cadenas beta DR1. Las cadenas beta DR4 con las asociaciones mas fuertes con AR
son DR-beta*0401, DR-beta*0404, DR-beta*0101, y el DR-beta*1402 (10). Aunque
este hallazgo se ha demostrado en muchas cohortes, como en el norte de Europa,
judios israelies, indios Yakima y coreanos, no parece encontrarse con todas las
poblaciones. Entre los afroamericanos, por ejemplo, otros factores de riesgo
genéticos, parecen contribuir significativamente a la susceptibilidad a la

enfermedad y la gravedad.

También se han estudiado polimorfismos de nucleétido unico, por ejemplo, los del
TNF que se han asociado con la AR, y otros han sido relacionados con mejores
respuestas terapéuticas a los inhibidores del TNF. Se han encontrado asociaciones
estadisticamente significativas entre la respuesta a la terapia anti-TNF y un alelo

en el locus del gen PTPRC (protein tyrosine phosphatase, receptor type, C) (11).

Se ha confirmado un mayor riesgo de AR en varias poblaciones diferentes con el
polimorfismo de nucleétido Unico del N22 (PTPNZ22), gen de la proteina tirosina
fosfatasa, que codifica una fosfatasa implicada en la sefalizacion intracelular de las
células T (12). El mismo polimorfismo PTPN22 también puede aumentar la tasa de
progresion de la AR. STAT4 (Signal Transducer and Activator of Transcription 4)
que codifica un factor de transcripcién que transmite sefiales inducidas por varias
citoquinas clave, se ha estudiado como factor de riesgo tanto para la AR como para
el lupus eritematoso sistémico, lo que sugiere una via compartida para estos

trastornos autoinmunes (13).

Igualmente, el tabaquismo es un fuerte factor de riesgo para el desarrollo de la AR,
sobre todo en los individuos con el epitopo compartido (14). Ademdas de aumentar
la susceptibilidad a la enfermedad, el habito de fumar también puede ser un factor
de riesgo para una mayor gravedad de la misma. En comparacién con aquellos que
nunca habian fumado, los pacientes con una historia de fumar de 25 paquetes/afio
tienen mas probabilidades de ser seropositivos, tener nédulos, o tener erosiones

radiolégicamente aparentes (15).
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Se ha planteado también la hipétesis de que una infeccién viral o bacteriana podria
ser el desencadenante de la enfermedad, aunque ningin agente aislado se ha
demostrado como responsable. Algunos estudios parecen involucrar a los
receptores tipo toll, inflamasoma y respuestas a superantigenos en la vinculacién

de la infeccién y el proceso de la artritis autoinmune.

Ademas, los pacientes con titulos significativos de factor reumatoide (FR) tienen
una mayor probabilidad de enfermedad extraarticular que los pacientes
seronegativos, aunque el FR por si solo no causa la AR. Tanto el FR como los
anticuerpos anti péptidos citrulinados (ACCP) pueden estar presentes en la sangre
antes de la aparicién de la artritis, y la combinacién de ACCP con los marcadores
genéticos, el epitopo compartido, y PTPN22 aumenta en gran medida el riesgo para

el desarrollo de la AR (16).

En definitiva, los factores etiolégicos son multiples y desconocidos por el
momento. Recientemente (17), se ha demostrado también que la obesidad y el
sobrepeso son factores etiolégicos de la enfermedad. De esta forma, en dos
cohortes recientes, de mas de 100.000 pacientes cada una, se demuestra que el
riesgo relativo para AR es de 1,37 (IC 95% 0,95-1,98) y 1,37 (0,91-2,09) para

pacientes con obesidad y sobrepeso respectivamente.

1.3 Criterios de clasificacion

En 1987 se establecieron los criterios de clasificacion por parte del American
College of Rheumatology (18) , pero estos criterios dejan al margen a pacientes con
artritis de reciente comienzo, por lo que en 2010 se form6 un grupo de trabajo
ACR/EULAR del que salieron publicados los nuevos criterios de clasificacién (19).
De esta manera se incluian como AR aquellas artritis antes indiferenciadas
identificAindose las que van a tener una actividad persistente y un curso mas

agresivo para poder iniciar asi la terapia de manera precoz.

1.4 Manifestaciones clinicas

Habitualmente el inicio de la AR es insidioso, siendo los sintomas principales el

dolor, la rigidez y la inflamacién de varias articulaciones. Tipicamente, se afectan
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las  articulaciones  metacarpofalangicas e interfaldngicas  proximales,
interfaldngicas de ambos primeros dedos, ambos carpos y las articulaciones
metatarsofalangicas de ambos pies. El inicio puede ser o bien intermitente o
monoarticular o afectando de manera migratoria a las articulaciones y suele
afectar la capacidad del paciente para realizar sus actividades de la vida diaria. La
afectacion caracteristicamente suele ser simétrica aunque en estadios precoces
puede no ser asi, siendo la afectaciéon axial menos comun (20-50%) que la
periférica. Existe ademas probabilidad de afectacién extraarticular de la
enfermedad en forma de anemia, fatiga, nddulos reumatoides, pleuropericarditis,
neuropatia, epi-/escleritis, esplenomegalia, vasculitis, sindrome de Sjogren,

enfermedad renal, etc.

Dentro de las manifestaciones clinicas de la enfermedad recientemente han
cobrado interés otras relacionadas con dafio endotelial, aparicion de
arteriosclerosis acelerada, mayor frecuencia de eventos cardiovasculares, asi
como, aparicién de patrones de composicién corporal diferentes a los de la

poblacién sana.

1.5 Evaluacion de actividad

La necesidad de medir la actividad de la enfermedad se basa en tres principios, el
primero es que la enfermedad activa va a llevar a destruccion articular severa,
incapacidad funcional y deterioro de la salud. Segundo, el hecho de monitorizar la
actividad de la enfermedad de manera regular y a corto plazo con las
modificaciones apropiadas de los farmacos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad nos va a llevar a la mejoria tanto a nivel funcional como radiolégico. Y
tercero, el dafno articular habitualmente progresa incluso en estados de baja
actividad, aunque evidentemente siempre de manera menor y mas lenta que en
estados de actividad alta de la enfermedad. El objetivo terapéutico es lograr la
remision o la actividad mas baja de enfermedad posible (20). En la mayoria de los

pacientes, lograr una remisién mantenida se asocia con cese del dafio articular.

Para evaluar la actividad de la AR existen varios indicadores como son el contaje
de articulaciones dolorosas e inflamadas, reactantes de fase aguda, evaluacién

global del paciente y del médico, duracion de la rigidez matutina, fatiga, medidas
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de funcionalidad (Health Assessment Questionnaire -HAQ-) o del estado de salud
(SF-36). Se han desarrollado unos indices compuestos que combinan varias
variables principales, como son el Disease Activity Score sobre 28 articulaciones
(DAS28), Simplified Disease Activity Score (SDAI) y Clinical Disease Activity Score
(CDAI).

Ademas de los indices compuestos para evaluar actividad clinica y de la evaluacion
de la funcién fisica también como medida para estimar la actividad, se han
establecido unos criterios de respuesta que normalmente son de aplicacién en el
contexto de los pacientes con AR en ensayos clinicos. Existen los criterios de
respuesta ACR (21) que engloban ACR 20, 50 y 70 segun el porcentaje de mejoria
de las variables que engloban (nimero de articulaciones inflamadas y dolorosas
junto con mejoria de ese porcentaje en al menos tres de los siguientes: en la
evaluacion global del paciente y del médico, en la evaluacion del dolor por el
paciente, en la incapacidad funcional o en los reactantes de fase aguda). Junto a
estos estan los criterios de respuesta EULAR (22) basados en el DAS28 y
categorizados en buena respuesta si hay un descenso mayor de 1,2 con un
resultado final de DAS28 < 3,2, y en moderada respuesta si hay un descenso
también mayor de 1,2 pero sin lograr un DAS28 final menor de 3,2; o un descenso

entre 0,6 y 1,2 alcanzando por lo menos un DAS28 final < 5,1.

En lo que se refiere a remision, la ACR conjuntamente con la EULAR han
desarrollado definiciones de remision, ya validadas en varios estudios, para su uso
tanto en ensayos clinicos como en practica clinica (23, 24). En esta ultima, se
define la remision como un CDAI menor o igual de 2,8 o un ndmero de
articulaciones inflamadas y dolorosas (segin un recuento de 28) <1 (cada una)
junto con una evaluacion global del paciente (en una escala de 0 a 10) <1. Debido a
la destruccion progresiva de las articulaciones y la pérdida de la funcionalidad,
cuando la actividad de la enfermedad persiste incluso en un nivel bajo, se necesitan
criterios estrictos para distinguir bien la remisiéon de la baja actividad de la
enfermedad. Por dicho motivo tanto los criterios de remisiéon por SDAI (para
ensayos clinicos, < 3.3) como por CDAI se consideran mas estrictos que los

criterios basados en el DAS28, y han sido ampliamente validados (23, 24).
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1.6  Evaluacion de dafio radiografico.

Los pacientes con AR desarrollan estrechamiento del espacio articular y erosiones
6seas, que se observan mejor en las radiografias simples de manos y pies. Estos
hallazgos pueden estar ya presentes en el momento del diagnéstico aunque lo mas
habitual es que aparezcan a lo largo del tiempo si persiste la sinovitis. Estas
erosiones son tipicas en la AR pero pueden aparecer en otras artropatias
inflamatorias. Lo que se observa en la radiografia simple es osteopenia
periarticular, disminucién espacio articular y las ya nombradas erosiones. Las
deformidades, incluyendo subluxaciones de la articulacién, con cambios
degenerativos secundarios pueden ocurrir en el curso de una enfermedad activa.
Al principio de la enfermedad puede que sdlo se observe inflamacién de tejidos
blandos y la osteopenia articular, y luego se desarrollaran las erosiones en el
margen de la articulacion; se ha visto que en las metacarpofalangicas y en las
interfalangicas proximales se pueden identificar erosiones en el 15-30% de los
pacientes en el primer afio de evolucién de la enfermedad. Y en aquellos pacientes
que no responden a la terapia al final del segundo afio la incidencia acumulada de
erosiones es del 90% (25, 26). En algunos pacientes, sin embargo, las erosiones

aparecen primero en la estiloides cubital o en las metatarsofalangicas.

Por todo lo anteriormente expuesto, es apropiado obtener al inicio de la
enfermedad radiografias simples de manos y pies comparados, de tal manera que
tengamos un estudio de imagen basal para poder evaluar el cambio que se pueda
producir en las articulaciones durante el tratamiento. Se deben repetir cada dos
afios, y se consideraria que el tratamiento es insuficiente si aparecen o hay
evidencias radiolégicas de progresion de la enfermedad (osteopenia periarticular,
estrechamiento) a pesar de tener un buen control de la actividad de la AR por otras

medidas.

La resonancia magnética (RMN) y la ecografia son mas sensibles que la radiologia
simple para la deteccién de cambios secundarios a la sinovitis aunque todavia no
se ha demostrado la importancia pronostica de los cambios observados con estas
técnicas que no son evidentes radiograficamente. Su papel en la toma de
decisiones terapéuticas estd bajo investigaciéon, aunque la ecografia en estos

ultimos afos si esta empezando a utilizarse como técnica de evaluacion clinica.
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El dafio radiolégico se ha relacionado con manifestaciones extraarticulares de la
enfermedad dentro de las que también se han incluido la enfermedad
cardiovascular o las alteraciones en los patrones de composicién corporal. En este
sentido se ha propuesto la existencia de un efecto protector de la obesidad sobre el

dafio radiologico (27).

1.7 Tratamiento

En los pacientes con AR es fundamental hacer un diagnéstico precoz y una
detecciéon temprana de la enfermedad activa, asi como establecer unas medidas
para lograr y mantener el control de la inflamacién y el proceso de la enfermedad
subyacente, con el objetivo de remisién o baja actividad de la enfermedad. La
aplicacion de estos principios en el manejo de los pacientes con AR, junto con el
desarrollo y el uso de medicamentos nuevos y mas potentes, se ha traducido en
una mejora significativa en la calidad de vida del paciente. Ademas de los
medicamentos, existen medidas no farmacolégicas, como la educacion al paciente,
las intervenciones psicosociales, y la terapia fisica y ocupacional, que deben usarse,
junto con otras intervenciones médicas que son importantes en la gestion integral
de la AR en todas las etapas de la enfermedad, como es la reduccion del riesgo

cardiovascular.

Se recomienda que todos los pacientes diagnosticados de AR deben iniciar la
terapia con farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAME) tan
pronto como sea posible tras el diagnostico, en lugar de utilizar medicamentos
antiinflamatorios solos, como los AINEs y los glucocorticoides (20, 28-31), que se
usardn de manera coadyuvante. Se recomienda el uso de estrategias de
tratamiento basadas en un control estricto de la actividad de la enfermedad,
utilizando los indices cuantitativos (32) y ajustando la terapéutica para lograr la
remision o la baja actividad de la enfermedad. Tales estrategias estan asociadas
con mejores resultados radiograficos y funcionales en comparaciéon con los

métodos menos agresivos (33).
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1.8 Pronostico

La AR es una enfermedad que siempre se asocié a un elevado coste econémico, alta
morbilidad y mortalidad precoz hasta que se generalizd, en los 80, el uso del
metotrexato y hasta que en la dltima parte de la década de los 90 se empez6 a
disponer de las terapias bioldgicas. Se ha visto que los pacientes con AR que
requieren ingreso hospitalario tienen al menos un riesgo doble de mortalidad con
respecto a los que no la padecian (34), y que las AR mas severas se asociaban con
tasas de mortalidad mas elevadas debido a enfermedad cardiovascular, infeccién y
algunas neoplasias (35). La mortalidad por cualquier causa es de dos a cinco veces
mayor en los pacientes con AR con respecto a la poblacién general y la causa mas
frecuente de muerte es la enfermedad cardiovascular (36, 37). Este aumento en la
tasa de mortalidad cardiovascular en la AR no se puede explicar completamente
por los factores de riesgo clasicos de aterosclerosis, y se piensa que podria ser el
resultado de un proceso acelerado de aterogénesis debido a una inflamacién
cronica (38). Sin embargo, los mecanismos subyacentes que van a llevar a la

enfermedad cardiovascular en la AR todavia estan siendo investigados (39, 40).

Por otro lado, las mejoras en los tratamientos también han reducido la necesidad
de cirugia articular con la consecuente disminucién de la discapacidad que se

asocia a esta enfermedad.

Existen una serie de factores que se han asociado con peor prondstico en los
pacientes con AR (28), por lo que se pueden utilizar para identificar a los pacientes
que pueden requerir un tratamiento mdas agresivo al inicio de la enfermedad:
limitacién funcional, enfermedad extraarticular, positividad del factor reumatoide
o presencia de ACCP y erosiones dseas vistas por radiografia. Otros factores
asociados a un peor pronoéstico incluyen otras enfermedades croénicas
concurrentes, el tabaquismo, menor nivel socioeconémico (41), edad avanzada,

sexo femenino, y presencia de epitopo compartido (28).

Por lo tanto, el pronéstico de la AR ha mejorado en estos ultimos afios, aunque la
enfermedad cardiovascular sigue siendo la causa mas frecuente de mortalidad. La

disfuncién endotelial, de la que se hablara mas adelante, y las alteraciones en la
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composicion corporal que concurren en la AR nos deben de poner alerta por el

impacto que van a producir a medio-largo plazo en estos pacientes.

2 Composicion corporal

2.1 Generalidades

La cantidad y la distribucién de la grasa corporal y de la masa magra tiene
importantes implicaciones a nivel sanitario. Un indice de masa corporal muy bajo,
asi como el ser obeso, se asocian con una reduccién en la esperanza de vida,
aumento de la morbilidad y pobre calidad de vida (42). No sélo la cantidad de
grasa, sino también la manera en la que se distribuye, va a tener consecuencias
perjudiciales en la salud. De manera que se sabe que un acumulo
desproporcionado de tejido adiposo en la regién abdominal se asocia con un
estado protrombdtico y proinflamatorio y confiere un riesgo mayor de desarrollar

enfermedades cardiovasculares (43).
La composicién corporal se puede visualizar desde 5 perspectivas.

- Composicién atéomica. Una persona estandar que pesa 70 kg contiene 61% de
oxigeno, 23% de carbono, 10% de hidrégeno, 2,6 % de nitrégeno, 1,4% de calcio, y
menos de 1% de otros atomos (fésforo, potasio, sodio...). De esta manera, seis
elementos (oxigeno, carbono, hidrégeno, nitrégeno, calcio y fésforo) representan
mas del 98% de la masa corporal, mientras que menos de un 2% corresponde a

otros 44 elementos que estan presentes también.

- Composiciéon molecular. Se pueden identificar mas de 100000 componentes
quimicos en el cuerpo humano, siendo el agua, los lipidos y las proteinas los
principales. El agua constituye el 60% o mas en el hombre y el 50% en la mujer,
siendo el 26% extracelular y el 34% intracelular. La grasa corporal oscila entre un
10% en los atletas bien entrenados a casi mas del 50% en los pacientes obesos, de
un 2 a 3% de los lipidos en la grasa son lipidos estructurales esenciales y el resto
son reservas grasas. Las proteinas constituirian el 15% de la composicion corporal
y los minerales un 5%. De esta manera, el agua, los lipidos, proteinas y minerales

representarian el 99,4% de los constituyentes moleculares del cuerpo.
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- Composicién celular. E1 componente celular del cuerpo de un adulto se puede
dividir en 4 categorias: células del tejido conectivo, células epiteliales, células
neuronales y células musculares. Las células grasas, osteoclastos, osteoblastos y
los componentes celulares de la sangre forman parte del tejido conectivo. Las
células musculares incluyen el musculo liso, el musculo estriado y el cardiaco. Las
células epiteliales incluyen a aquellas que revisten los érganos internos. El potasio
al ser el cation intracelular principal es el indicador mas ampliamente usado de la
masa celular corporal. El liquido extracelular es en un 94% agua. Se distribuye
entre dos compartimentos, el plasma en el espacio intravascular (constituye el 5%
del peso corporal en el ser humano) y el fluido intersticial (constituye el 20% del
peso corporal en el ser humano) en el espacio por fuera del compartimento

vascular.

- Componente de tejidos y érganos. El peso corporal representa la suma del tejido
muscular, del tejido conectivo, del tejido epitelial y del nervioso. El hueso, el tejido
adiposo y el tejido muscular constituyen el 75% del peso corporal. La mayoria de
la grasa corporal (80% en hombres, 90% en mujeres) es subcutanea. Sin embargo,
la grasa también se acumula alrededor de los érganos abdominales, lo que se
conoce como grasa visceral y ya sabemos que se asocia con un alto riesgo de
desordenes metabdlicos y cardiovasculares como son la resistencia insulinica, la

diabetes mellitus tipo 2, hipertension y enfermedad coronaria.

- Cuerpo total. Esta ultima perspectiva de la composicién corporal sostiene que hay
por lo menos 10 componentes diferentes que se deberian medir: estatura,
circunferencias, pliegues cutaneos, superficie corporal, volumen corporal, peso,

indice de masa corporal, densidad corporal...

2.2 Métodos de medicion de composicion corporal

Existen varios métodos para determinar la composicion corporal y, cada uno de
ellos, proporciona una vision diferente de los componentes del cuerpo. Los
métodos que existen se pueden categorizar seguin el nimero de compartimentos
utilizados. Asi por ejemplo, existirian modelos de dos compartimentos (grasa y no
grasa, agua y no agua), de tres compartimentos (grasa, magra y 6sea) y de cuatro

compartimentos (densidad corporal, peso, contenido en agua y densidad mineral
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6sea). Estos difieren segtn el coste, precision, uso de radiacién, o utilidad para

evaluar grasa corporal localizada.
Las técnicas mas habitualmente usadas son:

- Medidas antropométricas. Dentro de ellas se incluyen el peso y la talla. El primero
se relaciona con el segundo, fundamentalmente, por medio del indice de masa
corporal (peso en kilogramos divido por la altura en metros al cuadrado). La
circunferencia de la cintura es otra medida fundamental que se determina
mediante una cinta flexible que se coloca en un plano horizontal a nivel del
ombligo. El aumento de esta adiposidad central, medida por la circunferencia de la
cintura, se sabe que se asocia con un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad.
Otras medidas como la del espesor del pliegue cutaneo son menos precisos que el
peso y la talla, sobre todo en pacientes obesos, y su utilidad fundamental es para

estudios epidemiol6gicos mas que para la clinica diaria.

- Dual-Energy X-Ray Absorptiometry (absorciometria dual de rayos X) . Se trata de
uno de los métodos mas comuUnmente usados para la determinaciéon de la
composicion corporal. Consiste en la atenuacidon de sefiales provenientes de dos
fuentes de energia para proporcionar un modelo tricompartimental de
composicion corporal. Es un buen método para hacer mediciones transversales

pero menos fiable para realizarlas de manera individual.

- Medicion isotdpica del agua corporal. La dilucién isotépica con un trazador que

mide el agua corporal también ofrece una evaluacion precisa de la grasa corporal.

- Densidad corporal y pletismografia corporal total. Dividir los componentes graso y
no graso del cuerpo se puede hacer con hidrodensitometria (peso bajo el agua), o
con pletismografia corporal total (Bod Pod). La primera técnica pesa al individuo
en tierra seca y después de una inmersién completa, preferiblemente con una
mediciéon simultidnea de volumen pulmonar. En contraste, la pletismografia de
cuerpo entero utiliza lo que se desplaza el aire en lugar de desplazamiento de agua
para medir la grasa corporal. Es similar en principio a la hidrodensitometria o peso

bajo el agua, pero no requiere la inmersion.

- Impedanciometria. Se mide mediante la aplicacion de electrodos a un brazo y una

pierna o colocandose de pie sobre unas placas especiales. La impedancia es
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proporcional a la longitud del conductor y estd inversamente relacionada con el
area de la seccion transversal del conductor. La precisiéon en la colocacién de los
electrodos es esencial porque incluso pequefias variaciones pueden causar
grandes errores en la medicién de la impedancia y consecuentemente errores en la
estimaciéon del agua del cuerpo. Se han desarrollado una serie de férmulas para
convertir la impedancia, la cual mide el agua corporal, en una estimaciéon de la
grasa, y muchas de estas féormulas para estimar la grasa desde la impedancia
bioeléctrica subestiman la grasa corporal. Por eso es importante utilizar formas

validadas para estimar la grasa corporal (44).

- Técnicas de imagen. Las dos mas comunmente utilizadas son la tomografia axial
computerizada (TAC) y Resonancia Magnetica Nuclear (RMN). Con ambas, se mide
la distribucién de la grasa corporal, siendo la técnica mas comun el obtener una
imagen en un corte transversal en el espacio entre la cuarta y quinta vértebra
lumbar (45, 46). Con esta imagen se mide cuantitativamente la grasa subcutanea y
la visceral. Mediante TAC se emplea rayos X y un andlisis informatico para
determinar la estructura de los 6rganos internos. Se puede obtener una precision
con menos de un 1% de margen de error haciendo varias exploraciones para
minimizar la radiacion el hacer un corte Unico. Con la RMN no hay riesgos para el
paciente aunque tarda mucho mas que el TAC y el posible movimiento del paciente
puede difuminar las imagenes. Las estimaciones de la grasa subcutanea y visceral
obtenidas por estos dos métodos pueden diferir en términos absolutos, pero la

clasificacion de los sujetos va a ser similar.

2.3 Indices de medicién

El IMC es, por excelencia, el método que se ha estado usando hasta ahora como
medida indirecta de la composicién corporal. En estos dltimos afios su validez ha
sido cuestionada. De manera que se ha visto que sujetos con un mismo IMC tienen
composiciones corporales completamente diferentes (47). El inconveniente del
IMC es que no tiene en cuenta la composicién corporal real. Esto es, podemos
etiquetar a un individuo como “exceso de peso” segin el IMC, pero esto no implica
que sea s6lo por acimulo de tejido adiposo, sino que podria haber una hipertrofia

muscular que nos elevara este indice. Lo mismo ocurre con un IMC bajo, podria
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deberse a un déficit de masa libre de grasa o a una movilizacion del tejido adiposo

(48).

Con todo esto, como el valor del IMC es limitado, se han desarrollado otros indices,
como son el indice de masa libre de grasa (fat free mass index - FFMI) y el indice de
masa grasa (fat mass index - FMI). La ventaja frente al IMC es que sélo relacionan
un componente del peso corporal, ya sea la masa grasa o la masa libre de grasa,
con la altura al cuadrado. El concepto de FFMI fue descrito hace mas de 20 afios

por Van Itallie et al. (49).

El FFMI y el FMI son conceptos equivalentes al IMC: FFMI = fat-free mass/height?
(kg/m?2) y FMI: fat mass/height? (kg/m?2), de manera que matematicamente, el IMC
(kg/m2)=FFMI + FMIL.

Para un IMC dado, si aumenta FFMI, el FMI debe disminuir, ya que, en un IMC
constante, va a existir relacién matematica inversa entre los dos. De ahi su ventaja,
uno puede juzgar si el déficit o el exceso de peso corporal es selectivamente debido
a un cambio en FFM vs FM o a ambos combinados (48). En este estudio, al que se
refiere la referencia previa, determinan que un FMI de aproximadamente 1 kg/m?
se pueden considerar como un valor "extremadamente bajo" tanto en hombres
como mujeres, ya que esta por debajo de percentil 5. Y que un FMI superior a 8,2
kg/m? en hombres y 11,8 kg/m? en mujeres definirian el estado "exceso de grasa"

en términos de masa grasa.

Las siguientes tablas presentan los valores previstos de FFMI para sujetos
masculinos y femeninos, respectivamente, segin raza/etnia con edades

comprendidas entre los 20 y 90 afios (50).
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Table 4 Predicted fat-free mass index (ts.e.) (kghm ) for male individuals
between the ages of 20-90 years

African

Caucasian American Hispanic Asian

(n=202) (n=73) (n=147) (n=158)
20 years 20.81+£0.18 21.66+0.21 21.09+£0.21 19.31+0.24
25 years 20.82+0.14 21.67+0.17 21.09+ 0.16 19.31% 0.21
30 years 20.80£0.12 21.65+0.16 21.07+£0.14 19.29+0.19
35 years 20.74+0.12 21.59+0.16 21.02+0.13 19.24%£0.19
40 years 20.66+£0.13 21.51+0.16 20.94+0.14 19.16+0.20
45 years 20.55+0.15 21.40+0.17 20.82+0.14 19.05+0.21
50 years 20.41£0.15 21.26+0.17 20.69+0.15 18.91+0.21
55 years 20.24%£0.16 21.09+0.17 20.52+£0.15 18.74+0.21
60 years 20.05£0.16 20.90+0.17 20.32+£0.15 18.54+0.21
65 years 19.82+£0.16 20.67+0.17 20.09+0.15 18.32+0.21
70 years 19.57+£0.16 20.42+0.17 19.84+0.17 18.06+0.22
75 years 19.28+£0.19 20.13£0.20 19.55+0.19 17.78+0.23
80 years 18.97+£0.23 19.82+0.23 19.24+0.24 17.46+0.27
85 years 18.63+0.29 19.48+0.29 18.90+0.30 17.12+0.32
90 years 18.25+0.37 19.10£0.37 18.53+0.38 16.75+0.40
Percent decline -123 -11.8 -12.1 -133
since turning
point (%)

The prediction equations for the four ethnic groups were significantly different
from each other (P<0.001; Hispanic versus Caucasian P<0.04). FFMI
Caucasian (kgkm‘z) =20.502+(0.0271915 x age)—(0.0005795 x agez) FFMI
African  American (kgkm_z) = 21.3512+(0.0271915 x age)—(0.0005795 x
age’) FFMI Hispanic (kghm 2)=20.775+(0.0271915 x age)~(0.0005795
xage?) FFMI Asian (kg)\m_z) = 18.997+(0.0271915 x age)—(0.0005795 x
age”) Percent decline=(FFMI at 90 years—FFMI at 24 years)/(FFMI at
24 years) x 100

Table 5 Predicted fat-free massindex (£ s.e.) (kghm ) for female individuals
between the ages of 20-90 years

Caucasian African Hispanic Asian
(n=404) American (n=188) (n=158)
(n=209)

20 years 16.22+0.16 17.07+0.19 16.50+£0.19 14.72+0.23
25 years 16.47+0.12 17.32£0.15 16.74+0.16 14.97+0.20
30 years 16.67+0.10 17.52+0.14 16.94+0.14 15.17+0.19
35 years 16.82+0.10 17.67+0.13 17.09+£0.13  15.32+0.19
40 years 16.92+0.10 17.77+£0.13 17.20%£0.13  15.42+0.19
45 years 16.98+0.11 17.83+0.14 17.25+0.13 15.47+0.20
50 years 16.98+0.12 17.83+0.14 17.25+0.13  15.48+0.20
55 years 16.94+0.12 17.79%0.14 17.21+£17.21 15.43+0.20
60 years 16.85+0.12 17.70+£0.13 17.12+£0.13  15.34+0.20
65 years 16.71+£0.12 17.56+0.13 16.98+0.13 15.20+0.20
70 years 16.52+0.12 17.37+£0.13 16.79+0.13  15.01+0.20
75 years 16.28+0.13 17.13£0.14 16.56+0.15 14.78+0.20
80 years 16.00+0.16 16.85+0.17 16.27+0.18 14.49+0.22
85 years 15.66+0.21 16.51+£0.21 15.94+0.22 14.16+0.25
90 years 15.28+0.26 16.13£0.27 15.56+0.28 13.78+0.30
Percent decline -10.0 -9.5 -9.9 -11.0
since tuming
point (%)

The prediction equations for the four ethnic groups were significantly different
from each other (P<0.001; Hispanic versus Caucasian P<0.04). FFMI
Caucasian (kghm ) =14.752+(0.0929701 x age)—~(0.0009674 x age2). FFMI
African  American  (kghm 2)=15.602+(0.0929701 x age)—(0.0009674 x
age2). FFMI Hispanic (kghm 2)=15.025+(0.0929701 x age)—(0.0009674 x
age2). FFMI Asian (kghm2)=13.247+(0.0929701 x age)—(0.0009674
x age2). Percent decline = (FFMI at 90 years—FFMI at 48 years)/(FFMI at 48
years) x 100.

Introduccion
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En resumen, los intervalos de referencia de FMI vs FFMI pueden ser utilizados
como valores indicativos para evaluacion del estado nutricional de sujetos sanos.
Ademas, pueden proporcionar informacién complementaria a la expresién clasica
de valores de composicién corporal de referencia. Pero, curiosamente, estos
indices no han encontrado una amplia aplicaciéon, probablemente porque no se

han definido patrones de referencia apropiados.

2.4 Fenotipos de composicion corporal

En la composicién corporal podemos hablar de varios fenotipos.

- Sarcopenia. Su definicién se basa en los criterios propuestos por Janssen et al.
(51), que definen la sarcopenia como un indice de masa magra < 5.75 kg/m? en las
mujeres y < 8.50 kg/m? en los hombres. Estos valores han sido validados y se sabe

que son altamente predictivos de discapacidad fisica (52).

- Obesidad (overfat). Cominmente se define como un IMC = 30 kg/m? . Otras
formas de medicion son los propuestos por Cesari et al (53) que utiliza puntos de
corte seglin porcentaje de grasa corporal estratificados por edad, sexo, y raza, o los
utilizados por Schutz (48) que proporcionan valores de percentiles segin edad y

Sexo.

- Obesidad sarcopénica. Se define como el cumplimiento de los criterios tanto para

sarcopenia como para obesidad.

2.5 Adiposidad abdominal

El tejido adiposo es mas que un depoésito de almacenamiento pasivo, se trata de un
6rgano dinamico y activo metabdlicamente con capacidad de producir mediadores
con efectos sobre el metabolismo, el sistema inmune y la homeostasis vascular. En
particular, el tejido adiposo situado alrededor del mesenterio y omento (lo que
conocemos como grasa visceral) estd muy asociado con la resistencia a la accion de
la insulina y la enfermedad cardiovascular. La grasa visceral se correlaciona mas
fuertemente con los factores de riesgo para infarto agudo de miocardio que el IMC,
total de tejido adiposo, grasa subcutanea, relacién cintura-cadera y circunferencia

de la cintura. Su determinacién nos puede proporcionar una comprension mas
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completa del riesgo metabdlico asociado con la variacion en la distribuciéon de
grasa (54). Por el contrario, el tejido adiposo subcutaneo (que se concentra
alrededor de las caderas y las nalgas) tiene una asociacion mas débil con

enfermedad cardiovascular (55) (56).

Se sabe que los pacientes con AR expresan patrones de composicién corporal
anémalos. La relacion de esta composicion grasa y magra andmalas con el riesgo

cardiovascular o con el dafio endotelial en estos pacientes esta ain por dilucidar.

2.6 Masa O0sea

El esqueleto es un 6rgano dindmico que sufre constantemente cambios y
regeneracion y esta constituido por células especializadas de hueso, matriz de
tejido conectivo mineralizado y no mineralizado, médula 6sea, canales vasculares,
canaliculos, y lagunas que contienen osteocitos. También contiene agua, que
representa al menos el 25 % de su peso y le confiere parte de su resistencia y
fuerza. El esqueleto se divide entre el componente axial (crdneo, columna,
esterndn y costillas) y el componente apendicular que se refiere a los huesos
largos. Existen dos tipos de hueso en el esqueleto adulto: el hueso cortical y el
hueso trabecular. El primero es denso y compacto y constituye la parte externa de
todas las estructuras esqueléticas, contando como el 80% del peso del esqueleto,
siendo sus funciones principales las de proporcionar resistencia mecanica y
proteccién, aunque puede participar en la respuesta metabdlica cuando hay déficit
severo o prolongado de la mineralizacion 6sea. El segundo, se encuentra dentro de
los huesos largos, de los cuerpos vertebrales, pelvisy otros grandes huesos planos,
siendo mas metabodlicamente activo que el hueso cortical y proporcionando los

suministros iniciales de mineral en estados agudos de deficiencia del mismo.

Después de que el esqueleto ha alcanzado la madurez, la regeneracién continda en
forma de un reemplazo periddico de hueso viejo con hueso nuevo en el mismo
lugar, un proceso llamado remodelacion. En el caso de la osteoporosis existe un
exceso de actividad de los osteoclastos o una insuficiente actividad reparativa de

los osteoblastos (57).
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Varias hormonas, citoquinas, factores de crecimiento... influyen en el nacimiento,
la muerte, y la funcién de las células 6seas. Los principales reguladores sistémicos
son la hormona paratiroidea (PTH) (58), el calcitriol, hormona del crecimiento/
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I), glucocorticoides (59) , hormonas
tiroideas y hormonas sexuales (60). Igualmente, entre los metabolitos dseos nos
encontramos con dos que van a tener relevancia en este tema, una es la

osteoprotegerina (OPG) y otro la vitamina D.

La osteoprotegerina (OPG) es un miembro de la familia del TNF que se une al
RANKIL, evitando su interaccién con el RANK e inhibiendo la diferenciacién
osteoclastica. Estdn emergiendo evidencias sobre que la osteoprotegerina
participa en la patogénesis de la aterosclerosis y de las enfermedades
cardiovasculares de manera que amplifica los efectos adversos asociados a la
inflamacién y los factores de riesgo clasicos como la dislipemia, disfuncién
endotelial, la diabetes mellitus y la hipertension arterial (61, 62). Algunos estudios
epidemioldgicos han demostrado una asociacion positiva entre los niveles de OPG

y la morbimortalidad cardiovascular (63, 64).

Con respecto a la vitamina D, los estudios observacionales han mostrado una
asociacion entre niveles bajos de vitamina D y riesgo cardiovascular (65). En un
meta-analisis de 19 estudios prospectivos que abarcaba a la poblacién general
(65,994 pacientes), se encontr6 una relacién inversa entre niveles de 25
hidroxivitamina D y riesgo de enfermedad cardiovascular (riesgo relativo de 1,03,
IC 95% 1,00-1,60, por disminuciéon de 10 ng/mL en suero de 25[0OH] vitamina D)
(64).

3 Disfuncion endotelial y riesgo cardiovascular

El endotelio mantiene el tono del vaso sanguineo (controlando la vasoconstricciéon
y vasodilatacion), regula la hemostasia, actia como barrera para materiales
potencialmente toxicos, regula la inflamacion, controla la angiogénesis y mantiene
una 6ptima permeabilidad vascular. Las células endoteliales liberan 6xido nitrico
que es un mediador paracrino cuyos efectos biolégicos son la vasodilatacion, la

angiogénesis y la proliferacion de las células endoteliales. La disfuncién endotelial
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se refiere a la incapacidad del endotelio para realizar alguna de las funciones
previamente descritas y la causa principal de esta disfuncién es un desequilibrio
entre la producciéon (disminuida) y el consumo (aumentado) de éxido nitrico,
siendo la principal consecuencia la incapacidad del vaso para dilatarse
adecuadamente. Ademas, la disfuncién endotelial crea una serie de condiciones
favorables para la activacién y adhesion de plaquetas y leucocitos, asi como la
activacion de citoquinas que aumentan la permeabilidad de la pared del vaso al
paso de lipoproteinas oxidadas y mediadores de la inflamacién. Esto resulta
finalmente en dafio estructural de la pared arterial con la proliferaciéon de las
células del musculo liso y la formacion de la placa aterosclerética. De tal manera
que la aterosclerosis es la entidad clinica mas frecuentemente asociada con la
disfuncién endotelial, que surge por la presencia de factores como diabetes,

hipertension o dislipemia.

La funcion endotelial puede medirse de manera directa o indirecta, dentro de ésta
ultima disponemos de un método no invasivo como es la ecografia de la arteria
braquial (66-68). Se ha visto que la disfunciéon endotelial medida por esta técnica
se asocia con una mayor tasa de eventos adversos cardiovasculares durante un
periodo de seguimiento de cinco afios (67). La dilatacion mediada por flujo (flow
mediated dilatation -FMD-) se ha relacionado con un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular en los pacientes con ya factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular conocidos (69). Por otra parte, los datos de un meta andlisis
proporcionan evidencia de que la dilatacion mediada por flujo podria utilizarse
como un indicador prondstico independiente de futuros eventos cardiovasculares

(70).

Mientras que algunos han argumentado que hay escasos datos que hagan de la
dilatacion mediada por flujo un factor que incrementa el riesgo cardiovascular
(71), otros abogan por el uso de los datos que obtenemos con la dilatacién para
proporcionar una estratificacion adicional de factores de riesgo de enfermedad

cardiovascular o para evaluar respuesta a tratamientos (72, 73).

Asi pues, dada la relacién de la disfunciéon endotelial con ateromatosis subclinica
serfa de interés su medicién en pacientes con AR dada la elevada morbi-

mortalidad cardiovascular que presentan.
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4 Composicion corporal y adiposidad abdominal en AR

La obesidad se ha demostrado por medio de estudios prospectivos, a largo plazo y
usando andlisis multivariante, que es un factor de riesgo independiente para todas
las causas de mortalidad tanto en hombres como en mujeres (42). Ademas podria
promover cambios aterosclerdticos preclinicos por un efecto directo en la
fisiologia vascular (74). La American Heart Association también ha identificado la
obesidad como un factor de riesgo independiente para enfermedad coronaria, y lo
ha hecho basandose en muchos estudios que han demostrado una relacién linear y

longitudinal entre obesidad y enfermedad coronaria (75).

Otros estudios han demostrado que la adiposidad central y la masa magra corporal
total estan asociadas con un riesgo incrementado de morbilidad y mortalidad (76,
77). Por ejemplo, a cualquier nivel de IMC, el riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular, tanto en hombres como en mujeres, se incrementa a medida que
aumentan los niveles de grasa abdominal (78). Por otro lado, la pérdida de masa
muscular esquelética y de fuerza, un proceso conocido como sarcopenia, se ha
asociado con disminucién de la funcionalidad, resistencia insulinica, fatiga,
fracturas y mortalidad (79). Aunque la sarcopenia ha sido menos estudiada que la

obesidad, también se ha relacionado con aterosclerosis (80).

La composicidn corporal en los pacientes con AR normalmente esta alterada, con
cambios que conllevan aumento de masa grasa corporal y disminucién de masa

magra, incluso con un IMC normal (47).

Esto dltimo se podria explicar por un acumulo preferencial de la grasa corporal en
un compartimento determinado, como lo es el visceral, y/o un aumento
compensatorio de la masa grasa para contrarrestar la reduccién de la masa magra.
La imagen del paciente con AR como un paciente caquéctico esta ya desfasada, con
menos de un 1% de AR con IMC < 18.5 kg/m2, porcentaje similar al que
encontramos en los pacientes sin AR. Parece que los efectos sobre la composicion
corporal se desarrollan pronto en el curso de la enfermedad. Esta anormalidad en
su composicién corporal es lo que va a llevar a una funcioén fisica disminuida y a

tener mayor riesgo cardiometabdlico.
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Las diferencias entre pacientes y controles en relacién a la masa grasa corporal son
mayores en el caso de las mujeres, incluso ajustando por variables confundidoras
potenciales, y se ha visto que un incremento en la grasa abdominal visceral y en la
grasa epicardica son predictivas de aumento del riesgo cardiometabolico y de
sindrome metabolico (56, 81). De manera que, el incremento en la grasa visceral
que se observa en la poblacién con AR, se relaciona con un aumento medio del
50% en las tasas de eventos cardiovasculares y en la mortalidad cardiovascular, en
comparaciéon con poblacién sin AR. Dos factores se han identificado en la AR con
ese aumento de la grasa visceral y son la presencia de factor reumatoide y la
exposicién acumulada a esteroides. El porqué de la asociacién con el FR no esta
claro, dado que no hay vinculo biolégico entre FR y el acumulo de tejido adiposo.
Aunque si podria ser plausible con los esteroides que parecen afectar al consumo
de glucosa y a los receptores de insulina en el adipocito visceral, no subcutdneo,
incrementando en consecuencia el deposito de acidos grasos dentro del adipocito

visceral que va a incrementar su tamafo.

De manera similar, la densidad muscular en muslos esta disminuida en pacientes
comparado con controles (82, 83), y es un indicador potente de funcionalidad, de
tal manera que cada incremento de mg/cm3 en la densidad muscular de los
muslos se asocia con un HAQ bajo y un aumento en scores como el SF-36. En
general, existen una serie de predictores de una composicién corporal alterada
como son, edad avanzada, larga duraciéon de la enfermedad, actividad elevada,
factor reumatoide positivo, sedentarismo, y ausencia de tratamiento con FAMEs

(82) (47).

En los pacientes con AR se ha sugerido el término de caquexia reumatoide,
consistente en una disminucion de la masa libre de grasa, como expresion de una
alteraciéon de su composiciéon corporal. Y esto, no siendo directamente fatal,
contribuye de manera relevante a la comorbilidad y el decremento de la calidad de
vida de los pacientes. Teniendo en cuenta que el musculo es el depdsito principal
de proteinas del cuerpo, una depleciéon de las mismas debilita la adaptacién al
estrés metabdlico y la habilidad de los pacientes para hacer frente a infecciones y
enfermedades concurrentes. Este termino de caquexia reumatoide fue descrito

por Sir James Paget en 1873, y como tal, se utiliz6 y utiliza para describir la pérdida
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de masa esquelética que ocurre en dos tercios de la poblacién con AR de larga
duracion, y que generalmente se da sin pérdida de masa grasa o pérdida de peso

general.

La etiologia de la caquexia reumatoide es multifactorial e incluye produccion
aumentada de TNF e IL-1f, reduccién de la accion periférica de la insulina, y baja
actividad fisica, siendo ésta ultima caracteristica la que predispone a ganar peso y
a desarrollar obesidad sarcopénica (84). Aunque estudios recientes han
demostrado que una parte considerable de los pacientes son obesos o tienen
sobrepeso (47, 85). En relacion a esto ultimo el grupo de Stavropoulos realiz6 un
estudio comparando los IMC y la grasa corporal de la AR respecto a pacientes con
artrosis y a poblacién sana, y sus resultados indicaron que para una determinada
grasa corporal, los pacientes con AR tenian un IMC significativamente inferior, al
menos 2 kg/m? en comparacion con poblaciéon general. Por dicho motivo
propusieron el disminuir el punto de corte de sobrepeso y obesidad a 23 y 28
kg/m?, respectivamente, para los pacientes con AR, por lo que se encontré una
prevalencia mayor de estos fenotipos entre los pacientes (45% sobrepeso y 37%
obesidad) (86). Aunque estos puntos de corte deben ser validados en estudios

longitudinales a largo plazo.

Esta alteracién en la composiciéon corporal en conjunto con un estado crénico
proinflamatorio y combinado con factores adicionales que a menudo concurren en
estos pacientes (por ejemplo baja actividad fisica, rigidez articular, cambios
metabolicos, tratamiento con corticoides y con AINEs, dolor y desuso a nivel
muscular), va a contribuir al proceso de aterosclerosis acelerado que se observa

en la AR (38, 87, 88).

5 Masa dsea en AR

Los pacientes con AR experimentan una pérdida generalizada de hueso como
resultado de una resorcién 6sea que excede al proceso de formacién del hueso. La
pérdida 6sea en esta enfermedad podria ser sistémica, periarticular o focal, y esta
causada, en general por la inmovilidad, por la inflamaciéon mediada por citoquinas

(TNF y la IL-1) o por los efectos del tratamiento con glucocorticoides (89). La
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disminucién de la masa 6sea secundaria a la enfermedad por si misma esta
separada de la osteopenia inducida por los esteroides; sin embargo, en algunos
pacientes, la enfermedad y el tratamiento son aditivos, produciendo una
sustanciosa morbilidad. Los estudios han demostrado que los pacientes con AR
tienen un riesgo aumentado del 30% de sufrir una fractura osteoporética y un
riesgo aumentado del 40% de fractura de cadera (90). Estos pacientes son los que
son propensos a pérdida de altura, a fracturas vertebrales compresivas
sintomaticas, y a fracturas de estrés de metatarsos o huesos largos en las piernas.
Los pacientes que desarrollan fracturas estdn a menudo inmovilizados durante
largos periodos; esta deficiencia de soporte de peso normal, amplifica la pérdida
6sea al disminuir la formacién de hueso nuevo, mientras que la resorcién 6sea

continda a un ritmo acelerado.

Una caracteristica tipica de la AR son las erosiones 6seas debidas a la activacion de
los osteoclastos y por la invasion del pannus sinovial. Su presencia se correlaciona
con osteoporosis en los primeros afios de la enfermedad, aunque esta relacion se
empafia por otros factores confundidores (91). Aparte del proceso de la
enfermedad en si y del uso de esteroides hay otros factores que estan asociados
con un incremento del riesgo de osteoporosis en estos pacientes: postmenopausia,
diagnostico previo de osteoporosis, grado de invalidez, edad avanzada, sexo
femenino, actividad fisica inadecuada, historia familiar de osteoporosis, duracién

de la enfermedad, tabaco...

La aterosclerosis y la osteoporosis parecen estar correlacionados de manera
independiente en cuanto a la edad y la epidemiologia en la poblacién general (92).
Los pacientes con osteoporosis tienen mayores niveles de calcificacién a nivel
vascular que aquellos que tienen una densidad mineral 6sea normal (93, 94) y las
evidencias clinicas nos han demostrado que la osteoporosis se asocia de manera
independiente con eventos cardiovasculares (95, 96) y con el incremento de la
mortalidad cardiovascular (97). Por otro lado, la calcificacién a nivel vascular se ha
relacionado con incremento del riesgo de fractura (98). Los principales avances en
el conocimiento de la fisiopatologia subyacente a la osteoporosis y su nexo con el
dafio vascular nos indican que estos dos procesos podrian compartir una

etiopatogenia comun. En ella parecen estar implicadas proteinas del metabolismo
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6seo como son la vitamina D y el receptor activador del eje RANKL-RANK-OPG
(receptor activador del factor nuclear kB ligando-receptor activador del factor

nuclear kB - osteoprotegerina).

Nuestro grupo, en estudios recientes que hemos realizado, ha encontrado una
asociacion entre aterosclerosis subclinica severa y niveles de OPG en pacientes en
los que no existia evidencia clinica de enfermedad cardiovascular y estaban en
tratamiento con terapia antiTNF debido a enfermedad activa (99). Curiosamente,
la asociacién entre OPG con engrosamiento de la pared intima-media carotidea y
con la presencia de placas en la cardtida, fue independiente de la presencia de
factores de riesgo clasicos, de los niveles de proteina C reactiva (PCR) o de la
actividad de la enfermedad (99). En los pacientes con una AR severa las
concentraciones de OPG se asociaron con ICAM-1, una molécula de adhesién
intracelular, que es un biomarcador de activacién de la célula endotelial (99).
Recientemente, en una cohorte diferente de pacientes con AR no seleccionados,
observamos que los niveles de OPG eran mayores en los pacientes con enfermedad
cardiovascular en comparaciéon con aquellos que no la padecian,
independientemente de caracteristicas demograficas, factores de riesgo clasicos,
adiposidad y/o caracteristicas de la enfermedad (100). La OPG y la vitamina D se
encontraron, respectivamente, reguladas al alza y a la baja, en pacientes con

respecto a controles (101, 102).

La osteoporosis, la calcificaciéon vascular y los eventos cardiovasculares parecen
estar estrechamente vinculados, independientemente de la edad. No obstante, en
pacientes con AR, la relacién entre la funcion endotelial y la OPG, la vitamina D y la
densidad mineral 6sea no se ha dilucidado completamente, asi como tampoco se
ha estudiado por completo la aparente relaciéon entre una composicién corporal

alterada y enfermedad cardiovascular en los pacientes con AR.
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La AR es una enfermedad con alteraciones de la composicién corporal tanto en sus
compartimentos graso, magro y 6seo asi como en sus localizaciones abdominales o
apendiculares. Estas alteraciones. asi como diversos metabolitos relacionados,

pueden tener un papel sobre el dano endotelial que la enfermedad provoca per se.
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Estudiar si los pacientes con AR muestran diferencias en comparacion a

controles en los compartimentos corporales graso, magro y éseo.

Estudiar si los compartimentos grasos abdominal y visceral son

diferentes en pacientes con AR en comparacion a controles.

Estudiar si la frecuencia de fenotipos corporales tipo sarcopenia u

obesidad es diferente entre controles y pacientes con AR.

Estudiar si la presencia de disfuncion endotelial mediante FMD es

diferente entre pacientes y controles.

Determinar si la disfunciéon endotelial se relaciona con determinados
patrones de composicion corporal utilizando a la enfermedad como

factor de interaccion.

Determinar si los niveles de vitamina D y osteoprotegerina, conocidos
factores asociados con dafio endotelial, son diferentes en pacientes y

controles y si se relacionan con el dafio endotelial de estos.
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Material y métodos

1 Pacientes

Se seleccionaron 111 pacientes con AR y 105 controles procedentes de las
consultas externas del Servicio de Reumatologia del Hospital Universitario de
Canarias en Tenerife. Este estudio se realizé entre junio de 2010 y julio de 2012.
Todos los pacientes fueron seleccionados de este servicio mediante reclutamiento
consecutivo en consultas externas hospitalarias o de centros de atencién
especializada. Se les ofreci6 participar a los pacientes de forma sucesiva cuando
eran atendidos en la consulta dentro de la practica habitual. Se incluyeron tanto
pacientes varones como mujeres. Todos los pacientes eran mayores de 18 afios y
cumplian los criterios diagndsticos para la enfermedad ACR/EULAR publicados en
2010(19). Todos ellos habian sido diagnosticados en nuestras consultas externas y
eran seguidos periédicamente en ellas y tenian mas de un afio de duraciéon de la
enfermedad. De igual modo, dado que es habitual que los pacientes tomen
esteroides, la toma de esteroides no fue un criterio de exclusion para ser incluido
en este estudio. No obstante, s6lo se incluyeron aquellos pacientes que tomaran
una dosis inferior a 12.5 mg/dia. La dosis de corticoides se midi6 como dosis

media de los Gltimos 3 meses previos a la inclusion en el estudio.

Los sujetos controles fueron pacientes que también hubieran sido valorados en
consultas externas pero con patologia articular benigna tipo osteoartritis, omalgia,
dolor lumbar inespecifico, etc. Dado que asumimos que esta patologia se padece a
mayor edad, el reclutamiento de estos pacientes, fue estratificado por edad, para
que, por tanto, no hubiera diferencias en la edad de los pacientes y controles. Los
controles se reclutaron durante el mismo periodo en que los pacientes con AR
fueron seleccionados. Todos los controles pertenecian a la misma area geografica
que los pacientes con AR, y fueron también seleccionados con la misma proporcién

de sexo en comparacién a estos.

Los pacientes y controles fueron excluidos si tenian historia de cualquier evento
cardiovascular tipo cardiopatia isquémica, ictus, aneurisma de aorta o angina.
También se excluyeron todos aquellos con un filtrado glomerular inferior a 60
ml/min m? , historia de cancer o infeccién. Toda esta informacion se recogid

durante la entrevista de la visita del estudio y también de los registros de la
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historia clinica. Ninguno de los controles recibia esteroides. Ningin paciente ni
control estaba haciendo dieta para adelgazar o tomando farmacos especificos con

este fin.

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
Universitario de Canarias y todos los sujetos firmaron un consentimiento

informado para participar en el mismo.

2 Recoleccion de datos

La entrevista a los pacientes y la consulta de sus historias clinicas fue idéntica en
pacientes y controles salvo por cuestiones especificas que se preguntaron a los
pacientes con AR en relacion a su enfermedad. Los pacientes y controles
completaron un cuestionario de riesgo cardiovascular y también un cuestionario
sobre la medicaciéon que tomaban. Se les realizé una exploracion fisica estandar
junto con una medicién de datos antropométricos y de la presion arterial. Esta
ultima se tom6 por triplicado tras reposo durante 10 minutos realizando una
media de las determinaciones. El peso se tomé para una calibraciéon de 100 gr con
el sujeto permaneciendo de pie en una pesa digital (SECA, Hamburgo, Alemania).
La altura se tom6 permaneciendo el paciente en bipedestacidon en un estadiémetro
(SECA) para una calibraciéon de 1 cm. La circunferencia del brazo se determiné en

la parte media del mismo con una cinta métrica y se cuantificé como centimetros.

El indice de masa corporal (IMC) se calculé como el peso (Kg) dividido por la altura
(m?). La obesidad mediante IMC se defini6 como un IMC 230 kg/mZ2 En lo
referente a la circunferencia abdominal se consideré obesidad si la cintura era
superior a 88 cm en mujeres y a 102 en varones (103). La circunferencia
abdominal se midi6 como la minima distancia entre las dltimas costillas y la cresta
iliaca con el sujeto en bipedestacion. La circunferencia de la cadera se midi6 como
la circunferencia mayor entre los muslos y la cintura. El ratio entre ambos se
calculé como la divisién entre ambas distancias, circunferencia abdominal entre

circunferencia de cadera, y esta se expresé con dos decimales.

El riesgo cardiovascular se calculé segin el Systematic Coronary Risk Evaluation

(SCORE)(104) para un riesgo de muerte a los 10 afios tanto en pacientes como
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controles. Para los pacientes con AR se corrigio, segiin se ha descrito previamente
(105), multiplicando por un factor de 1,5 si al menos una de las siguientes
caracteristicas estaban presentes: duracion de la enfermedad de mas de 10 afios,
positividad para factor reumatoide o para anticuerpo antipéptido citrulinado, o
presencia de manifestaciones extrarticulares. Los pacientes se categorizaron como
de riesgo muy alto, alto, moderado o bajo segin(106): (1) Riesgo muy alto si los
sujetos cumplian: (a) enfermedad cardiovascular documentada mediante un
método invasivo o no invasivo (angiografia coronaria, imagen de medicina nuclear,
ecocardiografia de estrés, placa carotidea mediante ecografia), infarto de
miocardio previo, sindrome coronario agudo, revascularizacién coronaria u otro
procedimiento de revascularizaciéon arterial, ictus isquémico o enfermedad
vascular arterial periférica; (b) diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2 con uno o mas
factores de riesgo cardiovascular y/o dafio orgadnico tal como microalbuminuria
30-300 mg/24h; (c) enfermedad renal crénica severa (tasa de filtrado
glomerular=30 ml/min/1.73 m2); (d) SCORE calculado = 10%. (2) Riesgo alto en
sujetos con cualquiera de los siguientes: (a) presencia Unica de cualquiera de los
factores de riesgo tales como dislipemia familiar o hipertensién severa; (b)
diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2 pero sin factores de riesgo cardiovascular en
organo diana; (c) enfermedad renal crénica moderada (tasa de filtrado glomerular
= 30-59 ml/min/1.73 m2); (d) SCORE calculado = 5% y < 10% para un riesgo de
mortalidad de enfermedad cardiovascular a 10 afios; (3) Riesgo moderado: si
SCORE =2 1% y < 5% a los 10 afios; (4) Bajo riesgo se aplica a individuos con SCORE

< 1% y libres de calificadores que los situaran como riesgo moderado.

3 Determinaciones analiticas

La vitamina D se determindé mediante radioinmunoensayo (DIAsource
ImmunoAssays). Se estimaron una precisién interensayo de 7.2 to 7.3% e
intraensayo de 7.2 to 8.7%. Los niveles de vitamina D se categorizaron segun la
revision sistematica de Institute of Medicine (I0M)(107) en déficit (<15 ng/mL),
deficiencia (15-30 ng/mL), y normal (>30 ng/mL).

La osteoprotegerina se determiné mediante ELISA. De forma resumida, 96 pocillos

fueron marcados con anticuerpos anti osteoprotegerina (Peprotech). Se utilizé
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osteoprotegerina humana recombinante (Peprotech) para determinar la curva
estandar. Las diluciones tuvieron un rango de 0.313 a 20 ng/ml. Primero, 50 ul de
cada muestra se afiadieron a los pocillos y se incubaron durante 3 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente se desech6 la solucion y la placa se lavo 4
veces; 50 ul de anti osteoprotegerina humana se afiadieron a cada pocillo y se
incubé durante 1 hora. Después de lavar el anticuerpo biotinilado no unido, 50 1 de
peroxidasa (HRP) conjugado con avidina (eBioscience) se pipete6 en los pocillos y
se incubé durante 30 minutos. Finalmente, las placas se desarrollaron con ABTS
liquido de sustrato (Peprotech) y se ley6 a 405 y 600 nm (longitud de onda como
referencia). Se utilizaron técnicas estandar para medir la PCR en plasma, la

velocidad de sedimentacion globular (VSG) y lipidos séricos.

4 Adiposidad abdominal mediante resonancia magnética

La distribuciéon de grasa abdominal se realiz6 mediante resonancia magnética
estimando la grasa visceral y parietal o subcutdnea en mm?2. Se realizaron
imagenes T1 contiguas desde el diafragma hasta la sinfisis del pubis mediante un
dispositivo General Electric 1.5 Tesla Magneto Signa Horizon. El campo de imagen
se hizo lo suficientemente grande como para ilustrar todo la secciéon del abdomen.
Se seleccioné la imagen mdas cercana al ombligo para su posterior analisis. Esta
imagen se transfiri6 a otra estacién de trabajo donde un radiélogo experimentado
de nuestro centro que era ciego para la asignacidon de los pacientes y controles
realizo el andlisis. La grasa intraabdominal o visceral y subcutdnea se calcularon
mediante la exclusion manual de musculo, hueso, vasos y estructuras

gastrointestinales(108).

5 Composicion corporal mediante DEXA. Definicidon de fenotipos de
obesidad y sarcopenia.

La composicién corporal total y por regiones se determin6é mediante DEXA (Dual
Energy X-ray absorptiometry) por medio de un dispositivo Lunar Prodigy DXA

System. DEXA ha sido validado como método para la determinacién de
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composicion corporal tanto en sujetos jévenes como de mayor edad. Tiene una

reproducibilidad éptima y es sensible a pequefios cambios (109).

La masa grasa (MG) y masa libre grasa (MLG) se definieron a partir de los valores

obtenidos por DEXA segtn las siguientes formulas:

__ masalibre de grasa (kg
MLG = altura? ( /mz)
_masa grasa kg
MG = altura? ( /mz)

_masamagra (kg
MM = altura? ( /mz)

Téngase en cuenta que, matematicamente, IMC (kg/m?2) = masa grasa (kg/m?) +

masa libre de grasa (kg/m?2).
De forma suplementaria se determinaron también los siguientes indices/ratios:

- ratio de porcentaje de masa grasa del tronco / porcentaje de masa

grasa de extremidades.

- masa grasa apendicular / mZ.

- masa magra apendicular / m2.

- masa magra apendicular / masa magra total.

- masa grasa apendicular / masa grasa total.

- masa magra apendicular / masa magra del tronco.

- masa magra apendicular / masa grasa del tronco.
5.1 Definicion de Gallagher

Para la estimacion de normalidad en los valores de masa grasa se utilizaron los
valores de Gallagher et al(110) . El estudio citado se basa en una investigacion
realizada en 3 grupos étnicos (raza blanca, asiatica y afroamericana) realizado en
1626 sujetos. Mediante un modelo multivariante predictivo basado en edad, sexo,
raza e IMC se disefiaron férmulas que definen los valores normales de masa grasa
segln edad y para los tres valores de IMC de bajo peso (<18.5), sobrepeso (= 25) y

obesidad (= 30). Se definié como valor superior a la normalidad en masa grasa si
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los valores, segiin edad, sexo, raza e IMC, eran superiores a los definidos en la tabla

siguiente.

Predicted percentage body fat by sex and ethnicity based on 4-compartment estimates of percentage body fat’

Women Men
Age and BMI African American Asian White African American Asian White
%
20-39y
BMI <18.5 20 25 21 8 13 8
BMI >25 32 35 33 20 23 21
BMI =30 38 40 39 26 28 26
40-59y
BMI <18.5 21 25 23 9 13 11
BMI 225 34 36 35 22 24 23
BMI =30 39 41 41 27 29 29
60-79 y
BMI <18.5 23 26 25 11 14 13
BMI 225 35 36 38 23 24 25

BMI 230 41 41 43 29 29 31

Gallagher et al. Healthy percentage body fat ranges: an approach for developing guidelines based on
body mass index. The American journal of clinical nutrition. 2000;72(3):694-701.

5.2 Definicion de Schutz

Como existe controversia sobre los niveles normales de masa grasa en sujetos
normales también se utilizaron los criterios definidos por Schutz(48). Estos
criterios tienen la ventaja de que proporcionan valores de percentiles segin edad y
sexo y permiten, por tanto, una mejor categorizacion de los valores obtenidos en
un estudio como el nuestro. Esta definicion fue obtenida tras el estudio de 5.635
sujetos de raza blanca entre 24 y 98 afios (todos los sujetos de nuestro estudio son

caucasicos).

Table 2 Percentiles values for FFM and FM index in men and women by different age categories

P5 P10 P25 P50 P75 P90 P95
Age (y) M F M F M F M F M F M F M F
Fat-free mass index (kg/m))
18-34 16.8 138 17.2 141 18.0 14.7 18.9 154 19.8 16.2 205 171 211 17.6
35-54 17.2 144 17.6 14.7 18.3 153 19.2 15.9 201 16.7 211 17.5 21.7 18.0
55-74 17.0 141 17.6 14.6 18.4 15.4 19.4 16.2 203 17.4 211 18.4 221 19.0
=75 16.6 129 16.9 13.7 17.6 14.7 185 15.9 19.4 17.0 209 18.1 21.2 18.7
Fat mass index (kg,fm’)
18-34 22 35 25 39 32 4.6 4.0 55 5.0 6.6 6.1 7.8 7.0 8.7
35-54 25 34 29 39 3.7 4.8 48 59 6.0 7.3 7.2 8.8 79 9.9
55-74 28 45 34 54 43 6.5 5.7 83 7.2 103 8.4 120 9.3 135
=75 3.7 4.9 43 5.6 52 75 6.4 9.3 7.6 14 9.0 135 10.1 143

5.3 Definicién de Janssen

Los puntos de corte para la definiciéon de sarcopenia que se utilizaron fueron los

que se basan en los criterios de Janssen et al(51) que la definen como:
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- sarcopenia moderada si el indice de masa magra esta comprendido entre

5.76-6.75 kg/m?2

- sarcopenia grave si el indice de masa magra es inferior a < 5.75 kg/m?2

6 Medicion de densidad mineral 6sea.

Las mediciones de densidad mineral 4sea (DMO) se llevaron a cabo mediante
absorciometria dual de rayos X en columna lumbar L1-L4 y cuello femoral
(g/cm?) utilizando un densitometro Lunar DPX Prodigy (Lunar, Madison, WI,
EE.UU.). También se midieron otras regiones de interés como el tridngulo de Ward,
diafisis femoral, cadera total y trocanter. La precisiéon de las mediciones DEXA fue
del 0,8% para la columna lumbar y 1,5% para el cuello femoral. Los resultados
para la DMO segun las areas se expresaron como un valor absoluto (g /cm? de
contenido mineral 6seo con relacion al area proyectada) y se transformé a una
puntuaciéon T-score utilizando valores estandar derivados de una poblacién
espafiola. También se evalu6 la DMO de brazos, piernas, tronco, asi como corporal
total, siendo estos datos expresados como porcentaje de masa corporal (masa 0sea
dividida por la masa corporal total) en cada una de estas areas. Los valores de
corte para categorizar a los individuos se basaron en los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud(111) para el diagndstico de la osteoporosis de
acuerdo con las siguientes rangos: normal, una DMO no mas de 1 desviacién
estandar (DE) por debajo de joven normal (puntaje T =-1); osteopenia: una DMO
entre - 1y - 2,5 DE debajo del normal (T score <-1 y> -2,5); osteoporosis: una DE
2.5 0 mas por debajo de joven normal (T score <-2.5). Para el propdsito de este
estudio, cuando fue conveniente, la osteopenia y osteoporosis (puntuacion T de -1
a continuacion DE) se incluyeron en la misma categoria. Para los pacientes
menores de 50 afios de edad se utilizaron los términos "dentro del rango esperado
para la edad” (Z-score> -2) y “por debajo del rango esperado para la edad” (Z-score

<-2 DE).
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7 Maedicion de la dilatacion endotelial dependiente de flujo en arteria
braquial.

La vasodilatacion dependiente de flujo en arteria braquial se determiné mediante
ecografia y utilizando un software especifico para este fin (Brachial Tools, version
3.2.6, Medical Imaging Applications) tal y como se ha descrito previamente (68).
Los estudios se realizaron por un unico examinador que adquiri6 las imagenes de
la arteria braquial. Los pacientes acudieron en ayunas y el examen se realiz6 en
una habitaciéon con temperatura controlada y tras 10 minutos de reposo. Los
pacientes habian estado en ayunas durante al menos 8 horas antes del estudio y
todos los medicamentos vasoactivos fueron suspendidos durante al menos 4 vidas
medias. Igualmente, los sujetos no habian realizado ejercicio previamente ni
habian consumido sustancias que pudieran alteran la dilatacién mediada por flujo
(FMD, flow mediated dilation). Las imagenes de la arteria braquial fueron
adquiridas en la fosa antecubital durante un minuto de forma basal.
Posteriormente, se aplic6 una presion de 250 mm durante 5 minutos mediante un
esfingomanometro de forma distal en la mufieca. Después de la deflacién del
mismo se midi6, en la misma zona antecubital, la dilatacién que se producia
durante el minuto posterior. Posteriormente las imagenes fueron analizadas offline
usando un software especifico a este fin (Medical Imaging Applications). La
dilatacién se cuantific6 como el cambio, expresado en porcentaje, desde el
didmetro basal hasta el pico de dilatacién durante los 45-75 segundos después de
haber desinflado el esfingomanémetro. Posteriormente, tras 10 minutos de reposo,
se midié la dilatacion dependiente de endotelio mediante la administracién

sublingual de 25 pg de nitroglicerina segtin el mismo protocolo.

8 Analisis estadistico

Las caracteristicas basales y demograficas de las variables continuas de los
pacientes y controles se compararon mediante T de Student para muestras
independientes si se cumplian los requisitos para distribucién normal. Estas

variables se expresaron como media * desviacién estandar. Para aquellas

variables que no cumplieran dicho requisito, los valores se expresaron como
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mediana y rango intercuartili o mediante transformacién logaritmica, y su
comparaciéon se realiz6 mediante test de U de Mann-Whitney. Las variables
binarias se compararon mediante test de Chi cuadrado o mediante test de Fisher

segln requisitos especificos de estas variables.

La asociacion de la composicidon corporal con la funciéon endotelial se realizé a
través de regresion lineal multivariante ajustando por aquellos factores clasicos de
riesgo cardiovascular (modelo 1) o ajustando por estos y también por aquellos
relacionados con la AR (modelo 2). La relacion de la sarcopenia segun
estratificacion con la funcién endotelial se hizo mediante técnicas de tendencia

lineal segin contraste de polinomios ortogonales.

De forma similar, la relacién entre la masa ésea y la funcién endotelial se realizé
también por andlisis multivariante pero ajustando esta vez por factores
relacionados con riesgo cardiovascular pero también por dos proteinas asociadas
con el metabolismo 6seo (osteoprotegerina y vitamina D). En este andlisis también
se definieron varios modelos. El primer modelo estudi6 la relaciéon de la DMO con
la funcién endotelial ajustando por edad, sexo e IMC. El segundo modelo fue igual
que el modelo 1 pero afiadiendo la hipertensidn, diabetes, lipidos y tabaquismo. Y
el modelo 3 ajustando por las mismas variables que el modelo 1 y 2 pero
afiadiendo al modelo los niveles plasmaticos de osteoprotegerina y vitamina D. En
este analisis también se disefio una figura que relaciond los niveles de vitamina D y
osteoprotegerina (estratificados en forma de cuartiles) con la funcién endotelial.
En esta ocasion la relacién estadistica se estudié también mediante test de

tendencia lineal mediante polinomios ortogonales.

Todos los analisis usaron un 5% de nivel de significaciéon de forma bilateral. Un
valor p inferior a 0.05 se consideré estadisticamente significativo. Los analisis
estadisticos de esta tesis se realizaron usando SPSS software, version 21 (IBM,

Chicago, IL, USA).
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1 Caracteres demograficas, analiticas y de actividad.

En este estudio se incluyeron 216 pacientes, 105 controles y 111 pacientes, con
una edad media de 55,8 + 9,5 y 54,8 = 10,3 afios (p= 0,44), respectivamente. El
porcentaje de mujeres de la muestra fue aproximadamente del 90% tanto en

pacientes como controles.

Sexo y edad
Controles Pacientes p
Mujer 97 (92) 100 (90) 0,55
Edad afos 55,8 +£9,5 54,8 £+ 10,3 0,44

En la tablas siguientes se describen las caracteristicas demograficas, datos
antropomeétricos, analiticos y relacionados con la enfermedad de los participantes

en este estudio considerando hombres y mujeres conjuntamente.

Las medias de IMC y peso fueron similares en ambos grupos. No obstante, en el
grupo de los pacientes existié una tendencia a tener una circunferencia abdominal
mayor. Asi pues, los centimetros de circunferencia abdominal fueron superiores
en pacientes en comparacion a controles si bien la significacion estadistica no se

alcanzo6 en el sentido estricto (95 + 12 vs 98 £ 15, p=0,09).

Antropologia
Controles Pacientes p
Altura, cm 160 + 8 160+ 7 0,72
Peso, kg 73+£15 75+ 15 0,31
IMC, kg/m2 28,3+4.,8 29,2+5,7 0,25
Cir. abdominal 95+ 12 98 + 15 0,09
Ratio cint/cadera 88 (83-92) 90 (84-96) 0,08
Cir. cadera, cm 105+ 12 108 + 12 0,58
Cir. bicipital 30£5 30£3 0,88

Cir: circunferencia; IMC: indice de masa corporal; cm: centimetros; Kg: kilogramos
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En lo que se refiere a los datos analiticos, tal y como era de esperar, los pacientes
con AR mostraron niveles estadisticamente superiores de VSG. Por lo demas, los

valores concernientes al perfil lipidico no mostraron diferencias entre pacientes y

controles.
Datos analiticos
Controles Pacientes p

VSG, mm/h 23+ 14 29 £ 20 0,02
PCR, mg/dL 3,75 + 3,06 8,27 + 16,30 0,01
Colesterol, mg/dl 205 + 36 210 + 41 0,49
Triglicéridos,mg/dl 112 £ 57 132+ 76 0,18
HDL, mg/dl 55+ 11 56+ 15 0,74
LDL, mg/dl 128 + 32 129 + 35 0,91
Apo A1, mg/dl 150+ 19 151 (141-165) 0,44
ApoB, mg/dl 87 £ 25 90 + 17 0,65

VSG: velocidad de sedimentacion globular; PCR: proteina C reactiva; HDL: high density lipoprotein colesterol;
LDL: low density lipoprotein colesterol; Apo: apolipoproteina

En lo que se refiere a la presencia de comorbilidad, la hipertension arterial fue un
rasgo comdn en ambos grupos con una presencia del 40% en ambos grupos. No
obstante, no hubo diferencias entre pacientes y controles en relaciéon a la
presencia de esta (p= 0,44) . Por otro lado, aunque la diabetes mellitus fue mas
frecuente en pacientes que controles, no se alcanzd diferencia estadisticamente

significativa en este sentido (p=0.11).

Datos analiticos

Controles Pacientes p
Hipertension(%) 37 (35) 44 (40) 0,44
P. sistolica, nmHg 120 (111-140) 128 (115-140) 0,63
P.diast6lica,mmHg 80 (70-82) 80 (70-80) 0,55
Tabaquismo 5(5) 5(5) 0,99
Diabetes, n(%) 8 (8) 16 (14) 0,11
Aspirina, n(%) 13 (12) 7 (6) 0,13
Otra enf. n(%) 29 (28) 18 (16) 0,05

P: presion; enf: enfermedad
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Los datos relacionados con la enfermedad se describen en la siguiente tabla. Los
pacientes en nuestro estudio presentaron una duraciéon media de la AR de 8 afios
(RIQ, 4-13), siendo ésta predominantemente seropositiva (54%), con un nivel de
actividad medido por DAS28 de 3,54 + 1,04 y un HAQ promedio de 0,75 (0,250-
1,500). El 80% de los pacientes estaba en tratamiento con metotrexato y, el 44%

tomaba ademas esteroides en una dosis media diaria de 2 mg [RIQ 0-4].

Datos relacionados con la enfermedad

DAS28 3,54 + 1,04
HAQ 0,750 (0,250-1,500)
Toma de esteroides, n(%) 49 (44)
Prednisona, mg/dia 2(0-5)
Duracioén de la enfermedad, afios 8 (4-13)
Factor reumatoide, n(%) 60 (54)
Metotrexate, n(%) 89 (80)

DAS28: Disease activity score; HAQ: Health Assessment Questionnaire

Si dentro de la muestra realizamos un analisis de sélo las mujeres, vemos que las
caracteristicas generales no difieren con respecto a lo descrito previamente para
el total de la muestra. En general, los datos relativos a antropometria,
comorbilidad, presencia de factores de riesgo cardiovascular, uso de aspirina y
niveles de PCR, VSG y lipidos plasmaticos fueron similares a los de la muestra

conjunta de varones y mujeres.

No obstante, en el caso de las mujeres enfermas, lo que si se observa es una
duracion media de la enfermedad de 9,3 (3,0-13,0) afios, un grado mayor de
actividad de la enfermedad medida por DAS ( 3,6 * 1) y un HAQ que también,
alcanza un valor medio mas elevado, de 0,934 (3,000-1,500) (comparado con el

previo de 0,75 (0,250-1,500)).
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So6lo mujeres

Controles (n=97) Pacientes (n=100) p
Edad 55,6+9,3 54,8 +£10,2 0,57
Datos antropométricos
Altura, cm 159+ 7 159+ 6 0,97
Peso, kg 72 £ 14 74 £15 0,31
IMC, kg/m2 28,3+4,9 29,2+5,9 0,21
C. abdominal, cm 94 £+ 12 97 £ 16 0,08
Cint/cadera ratio 0,88 (0,83-0,91) 0,90 (0,84-0,95) 0,11
C. cadera, cm 107 £ 12 108 £13 0,54
C. bicipital, cm 30£5 303 0,88
Comorbilidad
Hipertension, n (%) 31(32) 40 (40) 0,22
P. sistélica, mmHg 120 (110-140) 121 (114-140) 0,68
P. diastolica, mmHg 77 (70-80) 79 (70-81) 0,48
Tabaco, n (%) 2(2) 333) 0,99
Diabetes, n (%) 7(7) 15 (15) 0,09
Aspirina, n (%) 10 (10) 6 (6) 0,27
Otra enf., n (%) 28 (30) 16 (6) 0,03
Datos analiticos
VSG, mm/h 25+ 14 23 (16-39) 0,10
PCR, mg/L 4,13 +£3,10 2,50 (1,20-7,20) 0,08
Colesterol, mg/dL 205 + 37 214 £ 42 0,29
Triglicéridos, mg/dL 106 + 46 133+ 77 0,07
HDL-C, mg/dL 54+10 55+ 14 0,87
LDL-C, mg/dL 130+ 33 133 £35 0,69
Apo-Al, mg/dL 152+ 16 156 + 25 0,65
Apo-B, mg/dL 87+ 28 91 £18 0,60
Datos relacionados con la enfermedad
DAS28 3,61,0
HAQ 0,934 (0,300-1,500)
En tratamiento con prednisona, n (%) 46 (46)
Dosis prednisona actual, mg/dia 2 (0-5)
Duracion de la enf, aiios 9,3 (3,0-13,0)
Factor reumatoide, n (%) 53 (53)
Metotrexate, n (%) 80 (80)
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2 Composicion corporal por DEXA.

Resultados

Controles Pacientes p
indices y ratios
Ind. masa grasa 12336 + 3563 12907 £ 4215 0,32
Ind. libre de grasa 15867 + 1965 16300 £ 2126 0,15
Ind. masa magra 14904 + 1899 15386 + 2074 0,10
% Grasa tronco / % 1,00 £ 0,12 1,00 £ 0,16 0,91
Masa grasa ap./ m2 5308 + 1569 5465 + 1919 0,54
Masa magra ap. / m2 6182 + 795 6185 £ 940 0,98
Masa grasa ap./total 0,42 + 0,02 0,40 + 0,03 0,00
Masa grasa ap./total 0,43 £ 0,08 0,43 £ 0,06 0,56
Masa magra ap./tronco 0,82 £ 0,08 0,78 £ 0,08 0,00
Masa grasa ap./tronco 0,82 0,17 0,81 0,21 0,82

En la tabla superior se describen los valores de masa magra y grasa en pacientes y
controles. Los valores de masa 6sea ajustados para edad y sexo se describiran en

el apartado siguiente.

Los pacientes con AR, mas que los controles, tendian a ajustarse a la definicién de
obesidad basado en el IMC (44% vs 33%, p = 0,08). No hubo diferencias, en
cambio, entre los controles y los pacientes seguin la definicién de obesidad basado

en circunferencia de la cintura (68 vs 69%, p = 0,86, respectivamente).

Controles Pacientes p
IMC, kg/m2
Bajo peso, %(n) 4 (4) 2(2)
Normopeso, 23 (22) 27 (26) 0,53
Sobrepeso, 28 (27) 41 (40) 0,06
Obesidad, %(n) 32 (31) 44 (43) 0,08
Cintura, cm 67 (71) 68 (70) 0,86

El indice de masa grasa tendi6 a ser superior en los pacientes en comparacion a
controles (12.907 + 4.215 vs 12.336 + 3.563 mg, p = 0,32), aunque esta diferencia

no alcanzo significacion estadistica. Los ratios masa grasa apendicular/total (0,4 +
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0,02 frente a 0,40 + 0,03, p = 0,00) y masa magra apendicular/tronco (0,82 + 0,08
vs 0,78 + 0,08, p = 0,00) fueron significativamente inferiores en los pacientes con

AR que en los controles.

Las areas de tejido graso abdominal visceral y parietal (y la relacién entre ellos),
segln la evaluaciéon por medio de resonancia magnética no difirieron entre los

pacientes y los controles.

Controles Pacientes p
Resonancia magnética
Tej. graso visceral 31947 + 11831 33158 + 12478 0,55
Tej. graso parietal 10059 + 4955 10416 + 5785 0,69
Ratio V/P 0,32 + 0,14 0,33 + 0,20 0,74

Cuando se evaluaron los fenotipos de obesidad y sarcopenia, se encontré que el
fenotipo obesidad segtin Gallagher era muy frecuente tanto en los pacientes con
AR como en los controles (mas del 90% en cada grupo). En lo que se refiere a la
presencia de sarcopenia, de acuerdo con la definicién propuesta por Janssen et al.,
se observo que tendié a ser mayor en los pacientes con AR en comparacién con
los controles (13% frente a 6%, p = 0,06). Sin embargo, este no fue el caso para las
categorias de sarcopenia moderada o ausencia de sarcopenia donde no se

encontraron diferencias entre los pacientes y los controles.

Controles Pacientes p
Fenotipos
Obesidad (Gallagher), n(%) 87 (96) 91 (96) 0,95
Sarcopenia (Janssen ), n/%)
Alta, n(%) 6 (7) 12 (13) 0,06
Moderada, n(%) 34 (37) 35 (37) 0,94
No sarcopenia, n(%) 51 (56) 48 (51) 0,45
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3 Masa osea

En las siguientes tablas se muestran los niveles de masa dsea. El porcentaje de
valores de densidad mineral 6sea que estaban dentro de la normalidad segun la
clasificacion de la OMS, era mayor en los controles en comparaciéon con los
pacientes con AR (46,4% en controles versus 34,4% en pacientes, p= 0,08). Por
otro lado, aunque la osteoporosis no fue mas frecuente en pacientes (12,5% vs.
8,2%, p=0,70), si que la presencia de osteopenia fue significativamente mayor en
pacientes (57,4% vs 41,1%, p=0,048). En los pacientes con edades inferiores a los
50 afios, cuando usamos la categorizaciéon “dentro o por debajo de lo esperado
para su rango de edad”, no se encontraron diferencias. Cuando este analisis se
hizo con los datos de T-score (categorizado para T-score mayores o inferiores a -1
desviacion estandar, ajustado esto por edad y sexo) y con los datos de gr/cm2 en
determinadas areas, los pacientes expresaron valores inferiores de masa dsea

aunque no se alcanz6 la significancia estadistica en todas las areas.

Controles Pacientes p
Clasificacion de la OMS, n(%)
Pacientes > 50 aifios
Normal (T-score > -1 DE) 49 (46,4) 38 (34,4) 0,0805
Osteopenia (T-score -1--2.5) 43 (41,1) 64 (57,4) 0,05
Osteoporosis (T-score < -2.5) 13 (12,5) 9(82) 0,70
Pacientes < 50 aiios
Dentro rango esperado 105 (100) 106 (95,5)
Por debajo rango esperado 0(0) 5 (4,5) 0,43

Si consideramos la masa 0sea en funcién de mayor o menor que 1 DE T-score lo
datos mostraron la misma tendencia siendo inferiores en pacientes en relacién a
controles. Concretamente esta diferencia fue significativa a nivel de trocanter

femoral.
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Controles Pacientes p

T-scores, n (%)
L1L4 T-score
>-1DE 70 (66,7) 71 (63,9)
<-1DE 35 (33,3) 40 (36,0) 0,67
Cuello femoral T-score
>-1DE 77 (73,3) 69 (62,1)
<-1DE 28 (26,7) 42 (37,8) 0,14
Triangulo Ward T-score
>-1DE 49 (46,7) 54 (48,6)
<-1DE 56 (53,3) 57 (51,4) 0,81
Trocanter T-score
>-1DE 90 (85,7) 82 (72,1)
<-1DE 15 (14,3) 29 (26,1) 0,05
Cadera total T-score
>-1DE 85 (80,9) 80 (72,1)
<-1DE 20 (19,0) 31 (27,9) 0,20

Controles Pacientes p
Grams/cm2 (£DE)
L1-L4 1,111 +0,208 1,089 + 0,166 0,02
Cuello femoral 0,901 +£ 0,150 0,884 £0,132 0,11
Triangulo de Ward 0,730 + 0,169 0,710 £ 0,141 0,13
Trocanter femoral 0,806 £ 0,143 0,782 + 0,143 0,03
Diafisis femoral 1,199 + 0,220 1,164 £ 0,180 0,04
Cadera total 0,994 + 0,164 0,965 + 0,147 0,02

Si usamos el dato porcentaje de masa 6sea en vez de gr/cm? , se vio que el
primero era significativamente mas bajo en pacientes, tras ajustar por edad, sexo
e IMC. De esta forma, todas las areas corporales incluyendo brazos, piernas,
tronco y porcentaje total de masa 6sea (32,2 + 5,8 vs. 34,7 + 5,7%, p=0.00) fueron

inferiores en las AR cuando se compararon con controles.
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Controles Pacientes p
Masa o6sea (£DE)
Masa dsea brazos (%) 4,1+0.8 38+1.0 0,04
Masa 6sea piernas (%) 12,8 £2.0 12,1+2.0 0,02
Masa 6sea tronco (%) 11,1 £2.5 99+2.4 0,00
Porcentaje total masa 6sea (%) 34,7+5.7 32,2+5.8 0,00

4 Niveles de osteoprotegerina y vitamina D.

Los niveles de osteoprotegerina fueron mayores en los pacientes en comparacion
con los controles sanos (1,52 [IQR 0,96-3,40] vs. 0,84 [0,50-1,46] ng/mL, p=0,00).
Los pacientes mostraron una tendencia a tener valores inferiores de niveles de
vitamina D (33,64 [IQR 27,27-48,28] vs. 42,50 [31,27-48,13] ng/mL, p=0,10), pero
no se alcanzo la significancia estadistica. Cuando se estratificé la vitamina D en
déficit, insuficiencia y normal, se observd que la presencia de valores en déficit y
valores normales, fueron respectivamente mas altos (34,8 vs 18,1 %, p =0,02) y

mas bajos (62,6% vs 78,1%, p= 0,03) en los pacientes.

Controles Pacientes p
Datos analiticos
Osteoprotegerina, ng/mL 0,84 (0,50-1,46) 1,52 (0,96-3,40) 0,00
Vitamina D, ng/mL 42,50 (31,27-48,13) 33,64 (27,27-48,28) 0,10
Normal (>30 ng/mL), n(%) 82 (78,1) 72 (62,6) 0,03
Deficiencia (15-30 ng/mL), n(%) 19 (18,1) 40 (34,8) 0,02
Déficit (<15 ng/mL), n(%) 4 (3,8) 3(2,6) 0,99

5 Relacion de la composicion corporal con la disfuncion endotelial en
pacientes con artritis reumatoide.

La relacion de la composicion corporal con la disfunciéon endotelial en pacientes
con AR se describe en la siguiente tabla y figura extraidas de la publicacién final

(anexo 1). Ambas tablas y figuras muestran las correlaciones de los indices de
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masa grasa y magra y sus respectivos fenotipos con la dilatacién mediada por

flujo en pacientes con AR y controles.

En este sentido, el IMC y la circunferencia abdominal no se asociaron con la
disfuncién endotelial en sujetos con AR y controles. Cuando esta relaciéon se
estudié con el indice de masa grasa, este indice mostr6 una relacién negativa (por
desviacion estandar) con la dilatacién mediada por flujo en controles tras ajustar
por edad, y por la presencia de hipertension, diabetes y tabaquismo (coef. beta -
0,45 [-1,05-0,05], p=0,03). Sin embargo, esta asociaciéon no se hallé en pacientes
con AR incluso ajustando por esta misma comorbilidad (diabetes, hipertension y

tabaquismo) o por covariables relacionadas con la AR.

De forma similar, la presencia del fenotipo ‘overfat’ basado en la definicién de
Gallagher mostré una tendencia a expresar valores inferiores de dilatacion
mediada por flujo en controles (coef. beta -0,81 [-1,73-0,00], p=0,05) pero no en
pacientes con AR (coef. beta -0,09 [-0,81-0,64], p=0,81).

El indice de masa magra (también por desviacién estandar) no se asocié con la
dilatacion mediada por flujo ni en pacientes ni en controles. La grasa visceral
abdominal (por desviacién estandar) se asocié con valores inferiores de
dilatacién mediada por flujo (beta coef. -0,60 [-1,18-0,02], p=0,04) en controles
tras ajustar por hipertension, diabetes y tabaquismo. Esto no fue asi en pacientes
con AR incluso ajustando por variables relacionadas con la enfermedad como
duracién de la misma o variables de actividad clinica o de laboratorio. De forma
similar, la grasa abdominal subcutdnea y el ratio grasa abdominal
visceral /subcutanea no tuvo aparente impacto sobre la disfuncién endotelial ni en

pacientes ni controles.
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Por otro lado, la relacién de la sarcopenia con la dilatacién mediada por flujo
mostrd cierta similitud tanto en pacientes como controles. En este sentido la
presencia de sarcopenia alta y moderada se asocié con una menor dilatacién
braquial mediada por flujo incluso tras ajuste por factores de riesgo
cardiovascular y covariables relacionadas con la enfermedad. El anAlisis

estadistico de tendencia confirmo esta asociacidon (figura).

20+ T .

FMD, %
o
(1
—

1+

-10% No Mod High No Mod High

6 Asociacion de la masa dsea, vitamina D y osteoprotegerina con
disfuncion endotelial

Las siguientes tabla y figura que se muestran de forma original a como
aparecieron en el articulo finalmente publicado (anexo 2) muestran la relacion
entre los valores de masa dsea, osteoprotegerina y vitamina D con la disfuncién

endotelial.
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Los valores de masa 0sea inferiores a -1 DE T-score se asociaron con valores
inferiores de disfuncién endotelial en controles pero no en pacientes con AR. Mas
aun, en controles, los valores de masa ésea en cuello femoral, trocanter y cadera
total se asociaron con niveles significativamente inferiores de dilatacién mediada
por flujo. Esto no ocurri6 con otras areas como columna lumbar o triangulo de
Ward. Cuando este andlisis se realizé en pacientes con AR, ninguna de las areas
comentadas como cadera, columna lumbar o tridngulo de Ward se relacionaron

con la dilatacion braquial.

Los andlisis antes comentados se replicaron ajustando por factores de riesgo
cardiovascular (diabetes, hipertension, lipidos séricos y tabaquismo) y por
proteinas relacionadas con el metabolismo 6seo (osteoprotegerina y vitamina D).
Tras estas correcciones la asociacién entre masa dsea y dilatacion mediada por
flujo continué siendo estadisticamente significativa en controles pero no asi en
pacientes incluso ajustando por variables como ingesta de esteroides o actividad

de la enfermedad.

La figura adjunta muestra los andlisis de tendencia (ajustados por factores
clasicos de riesgo cardiovascular, indice de masa corporal y porcentaje de masa
6sea) que examinan la relacién de la osteoprotegerina y vitamina D expresados en
cuartiles con la dilatacién braquial mediada por flujo. En ambos pacientes y
controles, una menor dilatacién mediada por flujo se asocié con mayores niveles
de osteoprotegerina. Por el contrario, unos mayores niveles de vitamina D se
asociaron con mayor dilatacién mediada por flujo en controles pero no en

pacientes con AR.
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Discusion

1 Composicion corporal, adiposidad abdominal y disfuncién
endotelial.

En nuestro estudio hemos encontrado que la disfunciéon endotelial en pacientes
con AR no se asocia con adiposidad abdominal total y/o con grasa abdominal
visceral. Por el contrario, este no fue el caso de los controles donde valores bajos
de FMD se relacionaron de manera inversa con adiposidad corporal y con grasa
abdominal visceral. A pesar de esto, el fenotipo sarcopenia si que mostrd
relacién con disfuncién endotelial en ambos grupos de pacientes y controles. En
base a estos hallazgos, nuestra hipotesis es que la disfunciéon endotelial en
pacientes con AR ocurre de manera independiente a la adiposidad, un factor

cardiovascular bien establecido prevalente en la poblacion general.

Nuestros resultados sugieren, por tanto, que el papel que juegan la masa grasa y
la adiposidad podria ser menos relevante en el incremento de los niveles de
riesgo para enfermedad cardiovascular en los pacientes con AR versus la
poblacién general. Este hallazgo podria apoyar el papel de la inflamacién como

un factor primordial en el desarrollo de la aterosclerosis acelerada en la AR.

En lo que se refiere a la composiciéon corporal, nuestros hallazgos estan en
consonancia con articulos previos en los que se demostr6 una proporcién mayor
de fenotipos alterados de composicidn corporal en los pacientes con AR (82, 85,
112-115). En general estos estudios han puesto de manifiesto que los sujetos
con AR comparados con controles expresan una mayor masa grasa total y
troncular, asi como una baja masa magra en extremidades. No obstante, a pesar
de que en nuestra serie los pacientes tendian a tener una proporcién mayor de
masa grasa, asi como un porcentaje elevado de sarcopenia respecto a controles,
no hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas. Esto puede
haberse debido a que quizas la obesidad ha sido sobreestimada en nuestra
cohorte dado que su prevalencia (y la de sobrepeso) es alta en las Islas canarias,
lugar donde se ha realizado el estudio (116). Por otro lado, nuestro estudio no
fue disenado concretamente para identificar diferencias potenciales en

composicion corporal entre pacientes y controles sino para determinar si existia
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una relacion entre la funcién endotelial y las medidas corporales en los pacientes

con AR.

De forma similar, tampoco hemos encontrado diferencia entre pacientes y
controles en lo que se refiere a la evaluacion de la adiposidad visceral mediante
resonancia magnética. Estos resultados difieren con los de Giles et al. (56) en los
que la masa grasa subcutanea fue significativamente diferente en mujeres con
AR en comparaciéon con controles sanos. Como ya se ha expuesto antes, una
explicacion a estas diferencias, podria derivar de la relativa alta frecuencia de

obesidad entre los controles y la falta de potencia estadistica en este sentido.

En lo que se refiere a los datos de disfuncién endotelial, es de notar que se
conoce que los valores de FMD se correlacionan con datos de biomarcadores
implicados en la activacion de la célula endotelial y con otros marcadores de
aterosclerosis subclinica en pacientes con AR (117-120). En este sentido, la
presencia de disfuncién endotelial, medida por ecografia de arteria braquial, es
conocida por ser un marcador de enfermedad aterosclerdtica subclinica
cardiovascular en pacientes de riesgo (121), y también se ha vinculado con
adiposidad y ganancia de peso en individuos sin artropatia inflamatoria (122).
Hasta lo que conocemos, hay poca informacién relativa a la relacién de la
composicion corporal con un marcador de enfermedad subclinica cardiovascular
en pacientes con AR. A este respecto, nuestros hallazgos coinciden con articulos
previos sobre este tema. Por ejemplo, Dessein et al. (123) estudiaron las
asociaciones del IMC y de la circunferencia de cadera con aterosclerosis de
arteria carotida medida por ecografia de alta resolucién en 203 mujeres
africanas con AR establecida (108 negras y 95 caucdsicas) y concluyeron que la
obesidad en las mujeres con AR no se tradujo en presencia de placa de ateroma.
De manera similar, en otra publicacion (124) del mismo grupo, la circunferencia
abdominal no se relacion6 ni con el grosor intima-media carotidea ni con placas
en la cardtida. Por el contrario, Inaba et al.(125) evaluaron la presencia de
adiposidad abdominal y determinaron la velocidad de la onda de pulso braquial-
tobillo por medio de absorciometria dual de rayos x y analizador de formas de
onda, respectivamente, en 30 pacientes con AR y 30 controles. En este estudio,

que inclufa un andlisis de regresiéon multiple que abarcaba edad, presion arterial
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sistdlica y ratio de grasa troncular/periférica como variables independientes, la
adiposidad abdominal si que surgié como un factor independiente asociado de
manera significativa con velocidad de onda de pulso braquial-tobillo en los

pacientes con AR.

En nuestro estudio, que determinaba composicién corporal por DEXA y
adiposidad abdominal mediante RMN, hemos evaluado por primera vez la
potencial asociaciéon de grasa abdominal con disfuncién endotelial en AR. A
diferencia de los controles sanos, nuestro hallazgo de falta de relaciéon entre
adiposidad visceral y FMD en pacientes con AR resulta de relevancia porque
apoya la afirmacion de que factores diferentes a los tradicionalmente asociados
a enfermedad aterosclerotica pueden estar implicados en el dafio endotelial de

estos pacientes.

De forma interesante, un estudio reciente (126) ha encontrado que la obesidad
estd asociada con peores resultados de la enfermedad y con una alta prevalencia
de comorbilidades. En esta comunicacidn, el IMC y la obesidad ocasionaban, de
forma independiente, un mayor riesgo de ser diagnosticado de hipertension,
diabetes mellitus y/o enfermedad pulmonar obstructiva crénica en pacientes
con AR. Ademas, el IMC y la circunferencia abdominal se asociaron de manera
independiente con angina de pecho, infarto agudo de miocardio y/o
revascularizacién coronaria (126). Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que en
este estudio la obesidad se defini6 por el IMC o la circunferencia abdominal, y no
se realizaron medidas directas de dafo vascular. Nuestros hallazgos no van en
este sentido pero creemos que son mas validos porque la ausencia de correlacion
significativa entre adiposidad y funcién endotelial en los pacientes con AR se
establecié después de ajustar por factores de riesgo clasicos y, ademas, usando
métodos de medida mucho mdas precisos como la DEXA y la RMN y no
simplemente el IMC o circunferencia abdominal que son los utilizados en dicha

cita.

Por otro lado, nuestro hallazgo de un nexo entre sarcopenia y disfuncion
endotelial en AR es similar al encontrado en otras enfermedades donde la
relacion de sarcopenia con enfermedad cardiovascular se ha establecido

claramente. A este respecto, Alexandersen et al. (127) han publicado una
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asociacién inversa independiente y notable entre calcificacién adrtica y masa
magra periférica, incluso después de ajustar por edad y por IMC. De forma
similar, Kim et al. (128) han demostrado, que el ratio masa muscular esquelética
apendicular y grasa abdominal visceral (un indice de obesidad sarcopénica) esta
independiente y negativamente asociado con el sindrome metabdlico y con
rigidez arterial. En relaciéon con estas observaciones, Kohara et al (129) ha
publicado que la velocidad de onda de pulso braquial-tobillo es mas alta
(después de eliminar variables confundidoras) en sujetos con sarcopenia. Una
excepcidn a esto fue encontrada en una serie de 30 pacientes con AR (130) en los
que, tras dividir en padecer o no caquexia reumatoide, no se encontré diferencia

en la prevalencia de enfermedad cardiovascular establecida.

Por todo lo comentado, nuestra hipdtesis seria que los pacientes obesos con AR
probablemente tendran obesidad central, resistencia insulinica, sindrome
metabolico y otros factores tradicionales que contribuirian a un aumento del
riesgo cardiovascular, pero, paraddjicamente, la ausencia de asociacién entre
adiposidad y disfuncién endotelial ocasionaria una menor morbilidad
cardiovascular (131). Por consiguiente, el nivel total de riesgo cardiovascular en
un paciente con AR reflejaria el equilibrio entre estos factores opuestos vy,
basandose en estudios epidemiolégicos, parece que el factor dominante entre

ellos es el efecto de la actividad de la enfermedad sobre la inflamacion (130).

2 Masa 6sea, vitamina D, osteoprotegerina y disfuncion endotelial

En la AR es habitual encontrar niveles bajos de vitamina D de tal manera que
muchos estudios han demostrado una alta prevalencia de niveles sub6ptimos de
vitamina D en estos individuos (101, 132). Es mas, los niveles séricos de 25
hidroxivitamina D no solo se han relacionado inversamente con la actividad de la
enfermedad (133), sino que también se han asociado con enfermedad

cardiovascular en poblacién general (134, 135).

Como ha sefialado Dessein (136), la vitamina D podria estar involucrada tanto en
la inflamacion sistémica como en factores de riesgo cardiovascular, tales como la

resistencia insulinica, la activaciéon endotelial y los lipidos. No obstante, en
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nuestro estudio la funcién endotelial no se asocié con niveles de vitamina D o
densidad mineral 6sea en AR. Este hallazgo fue igualmente inesperado dado que
en el andlisis multivariante la funcién endotelial si que se relacioné con densidad
mineral 6sea y niveles de vitamina D en controles. Las razones de esta asociaciéon
dispar entre pacientes y controles son desconocidas. Haque et al. (137)
sugirieron que el déficit de vitamina D, en la AR, podria tener una relacion
independiente con moléculas implicadas de forma intermedia en el riesgo
cardiovascular como el colesterol HDL, el indice HOMA, fibrin6geno, selectina E y
moléculas solubles de adhesién intercelular. Otro estudio (138) también ha
revelado una asociacion entre niveles séricos de vitamina D y factores de riesgo
cardiovascular clasicos como por ejemplo el colesterol LDL, triglicéridos, y el
sindrome metabodlico observado en pacientes con AR. Por esto, y aunque estos
dos estudios tienen el inconveniente de que no tenian un grupo control y la
funciéon endotelial no se evalué en ellos de forma directa, la relaciéon entre
vitamina D y dafio endotelial en la AR parece dispar y no del todo establecida.
Por otro lado, otra cita reciente coincide con nuestra hipotesis. Se trata de un
estudio (139) que incluy6 87 pacientes con AR. Se observé que aquellos sujetos
con déficit de vitamina D (niveles de vitamina D inferiores a 20 ng/ml)
mostraron una correlacién con la funcién microvascular cuando se evalud
usando el indice de hiperemia reactiva. Sin embargo, esta asociacién no se
encontré en los pacientes con insuficiencia (<30 ng/ml) o con niveles normales

de la vitamina.

Una explicaciéon para nuestros hallazgos podria ser que el papel que juega la
vitamina D en el riesgo cardiovascular podria ser menos relevante en los
pacientes con AR que en la poblacion general. Por tanto, es posible que la
presencia de una condicién crénica proinflamatoria podria prevalecer sobre
otros factores potenciales que promueven el desarrollo de dafio vascular en la

AR como es la vitamina D.

En lo que se refiere a osteoprotegerina (OPG) estudios clinicos recientes en
poblacién general han demostrado que concentraciones elevadas de OPG se
asocian con presencia y severidad de enfermedad coronaria (61, 140, 141).

También se ha visto que la OPG estd sobreexpresada en pacientes con AR y
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parece estar asociada con la inflamacion de la enfermedad (102, 142). En este
sentido, pacientes con AR no seleccionados muestran niveles mas altos de OPG
que los controles (100) y el bloqueo del TNF alfa puede reducir las
concentraciones de la OPG en la AR (99, 143).

Nuestros resultados estdn en consonancia con articulos previos que han
mostrado que la OPG estd independientemente asociada con la presencia de
placas en las cardtidas y con grosor intima media carotidea (18)(144) y con
calcificacion de las arterias coronarias en pacientes con AR (102). Sin embargo,
debido a la naturaleza trasversal de nuestro estudio, no hemos podido excluir de
manera completa la posibilidad de que los niveles elevados de OPG en los
pacientes con AR pudieran derivarse de un efecto compensatorio destinado a
contrarrestar los mecanismos de la aterogénesis acelerada que se producen en
esta enfermedad croénica proinflamatoria. En cualquier caso, esta hipotesis
parece poco probable, porque esta relaciéon entre OPG y funcién endotelial fue
observada de manera similar en controles que mostraron una carga inflamatoria
menor que sus homdlogos con AR. Lo que es novedoso en nuestro estudio es que
la relacion entre OPG y la dilatacion mediada por flujo en los pacientes con AR
fue independiente de la densidad mineral 6sea, y por lo tanto, no esta mediada
por la baja densidad mineral ésea que habitualmente encontramos en estos
pacientes. A este respecto, nuestros resultados en relacién a la densidad mineral
6sea en AR, estdn en consonancia con informes previos que han demostrado

niveles bajos de DMO de manera significativa en pacientes con AR (145, 146).

Otro hallazgo relevante de nuestro estudio, y en concordancia con tesis previas
(92, 94, 147, 148), es que hemos encontrado que la funcién endotelial esta
asociada de manera independiente con la DMO en individuos sin AR.
Notablemente, hemos observamos que esta asociacion entre DMO y dilatacién
mediada por flujo en controles ocurria de manera independiente de los niveles
de OPG y de vitamina D. Como esa relacién no la encontramos en pacientes con
AR podemos establecer que la falta de cualquier asociaciéon entre DMO y
dilatacién braquial mediada por flujo en la AR no fue debido a factores

confundidores como los niveles de vitamina D o de OPG.
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Nuestros resultados coinciden con hallazgos similares previos de otras series.
Asi por ejemplo, en un estudio que incluia 47 pacientes con AR, Tanaka et al.
(149) demostraron que la densidad mineral ésea trabecular en radio distal era
un factor significativo independientemente asociado con mayor velocidad de
onda de pulso a nivel femoral-tobillo y braquial-tobillo cuando se ajustaba por
edad, tension arterial y tabaquismo. Curiosamente, también de forma similar a
nuestros hallazgos, estos autores no encontraron tal relacién cuando fue
analizada la masa 6sea total (cortical y trabecular). Sin embargo, a diferencia del
estudio de Tanaka y colaboradores, nosotros evaluamos la dilatacion mediada
por flujo en una serie mayor de pacientes con AR, sin estar limitado para mujeres
postmenopausicas. Ademads, en nuestro estudio, hemos medimos masa 6sea
corporal total en vez de radio distal y hemos ajustado por dos metabolitos dseos

importantes, como son la OPG y la vitamina D.

3 Limitaciones

Reconocemos que existen limitaciones en nuestro estudio. Debido a las
caracteristicas de nuestra poblacién la frecuencia de obesidad en nuestro estudio
fue alta tanto en pacientes como en controles. Este hecho podria explicar la baja
probabilidad de establecer diferencias significativas entre los dos grupos.
Igualmente, las definiciones de sobrepeso y sarcopenia fueron tomadas de
estudios que incluian individuos sin enfermedad reumatica. Debido a esto, estas
definiciones pueden no ser aplicables a pacientes con AR. También algunos
confundidores como la actividad fisica o gasto energético pueden haber
influenciado la asociacién entre composiciéon corporal con la FMD. Igualmente,
en el estudio de masa 6sea la edad no fue un criterio de exclusién, por lo que
incluimos mujeres pre y postmenopausicas. Ademads, algunos factores
confundidores como la actividad fisica, el aporte de calcio en la dieta y la

exposicion solar, no se evaluaron en nuestro estudio.
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4 Conclusiones

Nuestros hallazgos indican que el nivel sérico de OPG es un factor
independiente asociado con funciéon endotelial en pacientes con AR y
controles, mientras que los niveles de vitamina D y la densidad mineral

0sea so0lo mostraron esta relacion en los controles sanos.

De manera singular la asociacion de OPG con FMD ocurre

independientemente del estado de la densidad mineral dsea.

En nuestra poblacion, y contrariamente a lo que ocurren en controles, la
adiposidad no explica el desarrollo de disfuncién endotelial en pacientes

con AR.

La presencia de sarcopenia se relaciona con disfunciéon endotelial tanto en

controles sanos como en pacientes con AR.

Aunque los efectos actuales de la adiposidad y la sarcopenia en el
desarrollo de disfuncion endotelial en pacientes con enfermedades
inflamatorias créonicas como la AR justifican realizar mas investigaciones,
nuestros datos pueden ayudar a establecer la influencia de la composicion
corporal o adiposidad en los mecanismos asociados con enfermedad

cardiovascular en los pacientes con AR.
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Relationship of abdominal adiposity and body composition with
endothelial dysfunction in patients with rheumatoid arthritis
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Abstract
Objective
We aimed to investigate whether the abnormalities in body composition and abdominal fat that occur in rheumatoid
arthritis (RA) are associated with the presence of endothelial dysfunction.

Methods
Cross-sectional study that encompassed 197 women (100 RA patients and 97 age-matched controls). Patients and
controls were evaluated to establish endothelial function by brachial artery flow-mediated dilatation (FMD). Dual-x-ray-
absorptiometry-derived body composition and abdominal adiposity by magnetic resonance imaging were assessed.
Multiple regression analysis was performed to study the relationship between body composition and endothelial function.

Results

FMD was higher in controls compared to RA patients (8.5 [4.5-15.6] % vs. 5.3 [0.0-9.2] %, p=0.00). Appendicular-to-

total lean mass ratio (0.42+0.02 vs. 0.40+0.03, p=0.00) and appendicular-to-trunk lean mass (0.82+0.08 vs. 0.78+0.08,

p=0.00) were lower in RA patients. Visceral and subcutaneous abdominal fat tissues did not differ between patients and

controls. Body mass index over 30 kg/m? was common in patients and controls (44 and 32%). High sarcopenia tended to
be more elevated in RA after multivariate adjustment (13% vs. 7%, p=0.06). Fat mass index showed a negative association
(per standard deviation-SD-), after adjusting for comorbidity, with FMD in controls (beta coef. -0.45[-1.05-0.05], p=0.03)

but not in patients. Overfat definition (beta coef. -0.81[-1.73-0.00], p=0.05) and visceral fat (per SD beta coef. -0.60
[-1.18-0.02], p=0.04) were associated with a lower FMD values in controls but not in RA patients. Trend analysis revealed
that sarcopenia was related to increased endothelial dysfunction in both patients and controls.

Conclusion
Our findings suggest that fat accumulation is not associated with endothelial dysfunction in RA patients. However, RA
patients with sarcopenia are more likely to suffer endothelial dysfunction possibly being at higher cardiovascular risk.

Key words
rheumatoid arthritis, body composition, adiposity, abdominal fat tissue, endothelial function, cardiovascular disease.
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Introduction

There is growing evidence that the pro-
portions and bodily distribution of fat
and lean mass have important impli-
cations for health. Characteristically,
obesity has been shown, in several
large, prospective, long-term studies
using multivariate analyses, to be an
independent risk factor for all-cause
mortality in both women and men (1).
Obesity may also promote preclini-
cal atherosclerotic changes by a direct
effect on vascular physiology (2). In
this context, the American Heart As-
sociation has also identified obesity as
an independent risk factor for coronary
heart disease (CHD) based upon many
studies that have demonstrated a linear,
longitudinal relationship between obe-
sity and CHD (3, 4). Other studies have
demonstrated that central adiposity and
total body fat mass are also associated
with an increased risk of morbidity and
mortality (5, 6). For example, at any
given level of body mass index (BMI),
the risk of developing cardiovascular
disease in both men and women in-
creases with higher levels of abdominal
fat (7). For this reason, and due to the
fact that body fat can differ dramatically
at the same BMI, it is becoming of in-
creasing interest to measure the propor-
tions and patterns of body fat distribu-
tion as a more accurate way to quantify
its relation with cardiovascular risk. On
the other hand, the loss of skeletal mus-
cle mass and strength, a process known
as sarcopenia, has been associated with
a number of adverse health outcomes,
including functional decline, insulin
resistance, fatigue, fractures and mor-
tality (8). Although less studied than
obesity, sarcopenia has been linked to
atherosclerosis as well (9).
Rheumatoid arthritis (RA) is a de-
bilitating, chronic, systemic, autoim-
mune disease of unknown etiology that
causes the destruction of joint cartilage.
All-cause mortality is two to five times
higher in RA patients than in the gen-
eral population and the most frequent
cause of death in RA is cardiovascu-
lar disease (10, 11). Patients with RA
have been described as expressing an
altered body composition, specifically a
decreased fat free mass (FFM), known
as ‘rheumatoid cachexia’(12), although

recent studies have also shown that a
substantial portion of individuals with
RA may be obese or “overfat” (13-15).
This altered body composition in con-
junction with a chronic proinflamma-
tory state and combined with additional
factors that often occur in patients with
RA (e.g. low physical activity, joint
stiffness, metabolic changes, treatments
with corticoids and non-steroidal anti-
inflammatory drugs, pain and disuse of
muscles) all contribute to the accelerat-
ed atherosclerosis observed in patients
with RA (16-18). However, this appar-
ent relationship between altered body
composition and cardiovascular disease
has not been completely elucidated in
RA patients.

In this study, we assessed body com-
position by dual x-ray absorptiometry,
abdominal adiposity by magnetic reso-
nance imaging, and the presence of sub-
clinical atherosclerosis by flow-mediat-
ed vasodilatation of brachial artery in
RA patients and matched controls with
no previous history of cardiovascular
events. We sought to determine whether
body composition and abdominal adi-
posity are associated with endothelial
dysfunction in patients with RA.

Materials and methods

Study participants

One hundred and ninety-seven women,
100 RA patients and 97 age-matched
controls, were recruited for this case
and control study. Since RA is more
prevalent in women and because body
phenotypes are related to gender, only
women were selected for our study. All
RA patients were women 18 years old
or older who fulfilled the 2010 ACR/
EULAR diagnostic criteria (19). For
the purpose of inclusion in the pre-
sent study, RA disease duration was
required to be =1 year. Because anti-
TNF-alpha treatment has been associ-
ated with changes in body fat mass and
with improvement in endothelial func-
tion (20-22), RA patients undergoing
TNF-alpha antagonist therapy were not
included in the present study. The con-
trol group consisted of people living
in the same area during the same time
period of the study, and who matched
for age and the presence of diabetes,
hypertension or smoking. Patients and



controls were excluded if they had a
history of myocardial infarction, an-
gina, stroke, a glomerular filtration
rate <60 ml/min/1.73 m?, a history of
cancer, or evidence of active infection.
None of the controls was receiving
glucocorticoids, however, since such
anti-inflammatories are often used in
the management of RA, patients taking
prednisone or an equivalent dose (<10
mg/day or less) were not excluded. The
study protocol was approved by the In-
stitutional Review Committee at Hos-
pital Universitario de Canarias (Spain),
and all subjects provided written in-
formed consent.

Data collection

Surveys on RA patients and controls
were performed in the same way, ex-
cept for additional questions asked of
the former. Subjects completed a car-
diovascular risk factor and medica-
tion use questionnaire and underwent
a physical examination to determine
their anthropometrics and blood pres-
sure. Medical records were reviewed to
ascertain specific diagnoses and medi-
cations. Experienced research nurses
obtained all anthropometric measures.
In patients with RA, disease activ-
ity was measured using the Disease
Activity Score (DAS28) in 28 joints
(23), while disease disability was de-
termined using the Health Assessment
Questionnaire (HAQ) (24).

Abdominal adiposity

Abdominal fat distribution was deter-
mined via magnetic resonance imag-
ing (MRI) by estimating subcutaneous
and visceral fat in terms of mm? area
at the baseline visit. Contiguous T1
weighted magnetic resonance images
were obtained from the diaphragm to
the pubic symphysis using a General
Electric 1.5 Tesla Magneto Signa Ho-
rizon. The field of view was made large
enough to display the entire outline of
the abdomen. From this data set, the
image closest to the level of the umbil-
icus was selected for further analysis.
This image was transferred to a stand-
alone workstation where images were
analysed by an experienced radiologist
who was blinded with regard to the
clinical characteristics of the partici-
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pants. Cross-sectional areas of intra-
abdominal (IAAT) and subcutaneous
abdominal adipose tissue (SAAT) were
calculated by identifying and exclud-
ing muscle, bone, blood vessels, and
gastrointestinal structures (25).

Body composition, obesity

and sarcopenia assessments

Body composition and regional body
fat distribution were assessed using a
Lunar Prodigy DXA system. DXA has
been validated as a method of assessing
body composition in both younger and
older persons. DEXA has been gener-
ally accepted as a reproducible method
and is sensitive to small changes in body
composition (26, 27). BMI was calcu-
lated as weight (kg) divided by height
(m?) (28). Obesity by BMI was defined
as a BMI =30 kg/m?. With regard to
waist circumference (WC), women
with a WC =88 cm where classified as
obese (28). Since there is no unanimous
consensus on the standard definition of
obesity based on the percentage of body
fat, we used the approach put forward
by Gallagher et al. (29). This formula
is based on sex, ethnicity, and age cut-
off points vis-a-vis body fat percent-
ages from a large cohort of healthy
adults. For the women included in our
study (Caucasians), obesity definitions
ranged from 21% fat mass in 20-39
year-olds and BMIs <18.5, to 43% fat
mass in 60-79 year-olds and BMIs =30.
Cut-off points for defining sarcopenia
were based on the criteria proposed by
Jansseen et al. (30), which classified
moderate sarcopenia as a relative skele-
tal muscle index between 5.76-6.75 kg/
m?, and high sarcopenia as <5.75 kg/m>.

Assessment of flow-mediated
endothelial-dependent vasodilation

of the brachial artery

Flow-mediated endothelium-dependent
vasodilatation (FMD) of the brachial
artery was assessed by means of ultra-
sound imaging using a 7-MHz linear
probe and automated vessel-diameter
measurements (Medical Imaging Ap-
plications) as previously described (31).
Patients fasted for 8 h before the study
and all vasoactive medications were
withheld for at least four half-lives. In
addition, subjects did not exercise or in-

gest substances that might affect FMD.
The brachial artery was imaged above
the antecubital fossa continuously for 1
minute at baseline and again after infla-
tion (pressure, 250 mm Hg for 5 min-
utes) and deflation of a sphygmoma-
nometer cuff placed on the forearm.
Images were subsequently analysed
offline with the use of dedicated edge
detection software (Brachial Tools, Ver-
sion 3.2.6, Medical Imaging Applica-
tions, Coralville, lowa). Dilatation was
quantified as the change, expressed as
a percentage, from baseline to the peak
diameter, between 45 and 75 seconds
after release of the blood-pressure cuff.
After 10 minutes of rest, endothelium-
independent dilatation was measured
after sublingual administration of 25 pg
of nitroglycerin according to the same
recording protocol.

Statistical analysis

As we had found in a preliminary study
that age accounts for 8% (r=0.08) of
the variability observed in endothelial
dysfunction, we utilised a model of ex-
planatory regression, adjusted for age,
to analyse the relationship between
body fat mass and endothelial dysfunc-
tion. Taking into account the addition
of body fat percentage to the model
with the goal of explaining 15% of the
observed variability, we recruited 100
patients with RA. To maintain a 1:1 ra-
tio with controls, we similarly included
97 control subjects. Demographic and
clinical characteristics shown in Table
I were compared between RA patients
and controls by using chi?2 tests for cat-
egorical variables or Student #-tests for
continuous variables (data described as
mean + standard deviation). For non-
continuous variables, either a Mann-
Whitney U-test was performed or a
logarithmic transformation was made,
and data were expressed as a median
(interquartile range). An examination
of the relationship between body fat
composition and endothelial function
was carried out using multivariate anal-
ysis, adjusting for factors known to be
associated with cardiovascular disease
(model 1, shown in Table III) or with
both these and those related to rheuma-
toid arthritis (model 1 + model 2, also
shown in Table III). Linear trends as



Body composition and endothelial dysfunction in RA / E. Delgado-Frias et al.

revealed by FMD activity through sar-
copenia stratification were tested using
linear regression with orthogonal poly-
nomial contrasts. All analyses used a
5% two-sided significance level and
were performed using SPSS software,
version 21 (IBM, Chicago, IL, USA). A
p-value <0.05 was considered statisti-
cally significant.

Results

Demographic, analytical and
disease-related data

A total of 197 female participants, 100
RA patients and 97 controls, with a
mean (+ standard deviation- SD) age
of 55.6+£9.3 years and 54.8+10.2 years
(p=0.57), respectively, were included
in this study. Demographic and dis-
ease-related characteristics of the par-
ticipants are shown in Table I. No dif-
ferences were found between patients
and controls regarding BMI, waist and
hip circumferences, waist-to-hip ra-
tio and bicipital circumference. There
were no differences in the frequency
of hypertension and diabetes between
patients and controls. RA patients had
moderately active disease as shown by
DAS28 (3.6+1.0) and displayed a me-
dian HAQ of 0.934 (interquartile range,
0.300-1.500). Almost half of them
(46.0%) were taking prednisone (mean
current dose 2 [0—5] mg/day). Analyses
of erythrocyte sedimentation rate (ESR)
and C-reactive protein (CRP) values
revealed a non-statistically significant
trend that was higher in patients than in
controls. Lipid profiles did not display
differences between patients and con-
trols. FMD was higher in controls com-
pared to RA patients (8.5 [4.5-15.6] %
vs. 5.3 [0.0-9.2] %, p=0.00) but nitro-
glycerin mediated dilatation was not
different between them.

Body composition and abdominal
adiposity as assessed by DEXA and
MRI in controls and patients

RA patients, more than controls,
tended to conform to the definition
of obesity based on BMI (44% vs.
33%, p=0.08). There were no differ-
ences between controls and patients
using the definition of obesity based
on waist circumference (68 vs. 69%,
p=0.86, respectively). Fat-mass index

Table I. Demographic, laboratory and disease-related data.

Control patients RA patients p
(n=97) (n=100)

Age, years 548+102 556 £9.3 0.57
Anthropometric data
Height, cm 1597 159 £6 0.97
Weight, kg 72+ 14 74 £ 15 0.31
Body mass index, kg/m? 283+4.9 292 +59 0.21
Waist circumference, cm 94 +12 97 £ 16 0.08
Waist/hip ratio 0.88 (0.83-0.91) 0.90 (0.84-0.95) 0.11
Hip circumference, cm 107 =12 108 +13 0.54
Bicipital circumference, cm 30+5 30 +3 0.88
Comorbidities
Hypertension, n (%) 31 (32) 40 (40) 0.22
Systolic pressure, mmHg 120 (110-140) 121 (114-140) 0.68
Diastolic pressure, mmHg 77 (70-80) 79 (70-81) 048
Current smoker, n (%) 2 (2) 3 (3) 0.99
Diabetes, n (%) 7 (7) 15 (15) 0.09
Currently on aspirin, n (%) 10 (10) 6 (6) 0.27
Other chronic illnesses, n (%) 28 (30) 16 (6) 0.03
Laboratory data
ESR, mm/h 23 (16-39) 25 14 0.10
CRP, mg/L 2.50 (1.20-7.20) 4.13 £3.10 0.08
Cholesterol, mg/dL 205 + 37 214 £42 0.29
Triglycerides, mg/dL 106 + 46 133 £77 0.07
HDL cholesterol, mg/dL 5410 55 =14 0.87
LDL cholesterol, mg/dL 130 £33 133 £35 0.69
Apoliprotein A1, mg/dL 152+ 16 156 +25 0.65
Apoliprotein B, mg/dL 87 +28 91 +18 0.60
Brachial ecography
FMD% 8.5 (4.5-15.6) 5.3 (0.0-9.2) 0.00
Rheumatoid arthritis-related data
DAS28 3610
HAQ 0.934 (0.300-1.500)
Current prednisone intake, n (%) 46 (46)
Current prednisone, mg/day 2 (0-5)
Disease duration, years 9.3 (3.0-13.0)
Rheumatoid factor, n (%) 53 (53)
Methotrexate, n (%) 80 (80)

Values are mean + standard deviation or median (interquartile range).
ESR: erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; HAQ: Health Assessment Questionnaire;
DAS28: Disease Activity Score; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; FMD:

Flow mediated dilatation.

tended to be higher in patients than
controls (12907+4215 vs. 12336+3563
mg, p=0.32), although this difference
did not reach statistical significance.
Appendicular-to-total lean mass ra-
tio (0.4+0.02 vs. 0.40+0.03, p=0.00)
and appendicular-to-trunk lean mass
(0.82+0.08 wvs. 0.78+0.08, p=0.00)
were significantly lower in RA patients
than in controls. Visceral and parietal
abdominal tissue areas (and the ratio
between them), as assessed by MRI,
did not differ between RA patients
and controls (Table II). When obese
and sarcopenia phenotypes where ana-
lysed, we found that obesity was very
frequent in both RA and controls (more
than 90% in each group). Elevated sar-

copenia, according to the definition put
forward by Janssen et al., tended to be
higher in RA patients than in controls
(13% vs. 6%, p=0.06). However, this
was not the case for individuals includ-
ed in the categories of moderate or ab-
sent sarcopenia, as no differences be-
tween patients and controls were found
in either category.

The relationship of fat and lean mass
to endothelial function in patients and
controls

Table III and Figure 1 show the corre-
lations of fat and lean mass indexes and
phenotypes with sarcopenia with FMD
in RA patients and controls. BMI and
waist circumference were not associ-
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Table II. Differences in body composition (DEXA) and abdominal adiposity (magnetic

resonance image) between controls and patients.

Controls RA patients p
Body mass index, kg/m?
Normal weight, n (%) 24 (25) 28 (28) 0.53
Overweight, n (%) 41 (42) 28 (28) 0.06
Obese, n (%) 32 (33) 44 (44) 0.08
Wais circumference
Waist circumference >88 cm, n (%) 67 (69) 68 (68) 0.86
DEXA
Indixes and ratios
Fat mass index 12336 + 3563 12907 + 4215 0.32
Fat-free mass index 15867 + 1965 16300 2126 0.15
Lean mass index 14904 + 1899 15386 +2074 0.10
% Trunk fat / % Leg fat 1.00 £ 0.12 1.00+0.16 0.91
Apendicular fat mass / m? 5308 + 1569 5465 £ 1919 0.54
Apendicular lean mass / m? 6182+ 795 6185 =940 0.98
Apendicular / total lean mass 042+ 0.02 0.40+0.03 0.00
Apendicular / total fat mass 043+ 0.05 0.43 +£0.06 0.56
Appendicular / trunk lean mass 0.82+ 0.08 0.78 £0.08 0.00
Appendicular / trunk fat mass 0.82+0.17 0.81+0.21 0.82
Magnetic resonance imaging
Visceral abdominal tissue (cm?) 31947 + 11831 33158 + 12478 0.55
Subcutaneous abdominal tissue (cm?) 10059 + 4955 10416 + 5785 0.69
VAAT/SAAT ratio 032+0.14 0.33+0.20 0.74
Phenotypes
Obese according to Gallagher et al.,n (%) 87 (90) 91 91) 0.95
Sarcopenia according to Janssen et al.
High sarcopenia, n (%) 6 (6) 13 (13) 0.06
Moderate sarcopenia, n (%) 36 (37) 37 (37) 0.94
No sarcopenia, n (%) 58 (60) 50 (50) 0.45
Data were expressed as n (%) or media + standard deviation. Fat mass index: fat mass mg/m?

Fat-free mass index: fat-free mass mg/m?; Lean mass index: lean mass mg/m?.
“Data were adjusted for age and comorbidity. VAAT/SAAT: visceral/subcutaneous abdominal adipose

tissue ratio.

ated with endothelial function in RA
patients or control subjects. When fat
mass index was examined in this same
regard, the index showed a negative as-
sociation (per standard deviation -SD-)
with FMD in controls after adjusting
for age, hypertension, diabetes, and

smoking (beta coef. -0.45 [-1.05-0.05],
p=0.03). However, this association was
not found in RA patients even after ad-
justing for comorbidity (diabetes, hy-
pertension and smoking) or RA-related
covariables. Similarly, ‘overfat’— based
on the Gallagher definition — showed

a trend towards lower FMD values in
controls (beta coef. -0.81 [-1.73-0.00],
p=0.05), but not in RA patients (beta
coef. -0.09 [-0.81-0.64], p=0.81). Lean
mass index (per SD) was not associated
with FMD in either RA patients or con-
trols. Visceral abdominal fat (per SD)
was associated with lower FMD values
(beta coef. -0.60 [-1.18-0.02], p=0.04)
in controls after adjusting for hyperten-
sion, diabetes or smoking. This associ-
ation was not observed in RA patients
even after adjusting for covariates re-
lated to the disease such as disease du-
ration and activity, CRP or the presence
of rheumatoid factor. Subcutaneous
abdominal fat and visceral/subcutane-
ous adipose tissue ratio similarly had
no apparent impact on controls or RA
patients.

On the other hand, the relationship of
sarcopenia with FMD revealed some
similarities between RA patients and
controls. In this regard, the presence of
high and moderate sarcopenia was as-
sociated with lower FMD levels, even
adjusting for cardiovascular risk fac-
tors and RA-related covariables. Sta-
tistical trend analysis confirmed this
association (Fig. 1).

Discussion

In our study, we have found that en-
dothelial dysfunction in patients with
RA is not associated with total body
adiposity and/or visceral abdomi-
nal fat. This was not the case with
controls where low values of FMD
were inversely associated with body
adiposity and visceral abdominal fat.
Nevertheless, the sarcopenia pheno-

Table III. Multivariable-adjusted linear regression models assessing association of adiposity phenotypes to endothelial dysfunction in RA

patients and controls.

log Flow mediated dilation beta coef (95% CI)

RA patients Controls
Unadjusted P Model 1 P Model 2 P Unadjusted P Model 1 p
BMI (kg/m?), per SD -0.01 (-0.31-0.29) 0.97 -0.07 (-0.53-0.40) 0.77 -0.07 (-0.41-0.28) 0.70 -0.12(-0.61-0.37) 0.62 0.09 (-0.26-0.43) 0.62
Waist circumference >88 cm -0.23 (-0.88-0.42) 048 -0.07 (-0.80-0.66) 0.85 -0.14 (-0.88-0.61) 0.71 -0.34 (-1.22-0.54) 044 -0.38(-1.23-0.48) 0.37
Overfat Gallagher definition -0.04 (-0.67-0.59) 0.90 0.17 (-0.54-0.88) 0.62 -0.09 (-0.81-0.64) 0.81 -0.47(-142-0.47) 0.32 -0.81(-1.73-0.00) 0.05
Fat mass index (fat mass/kg?), per SD 0.15(-0.57-0.27) 047 -0.07 (-0.55-0.41) 0.77 -0.23 (-0.77-0.33) 0.41 -0.40(-1.02-0.21) 0.19 -0.45(-1.05--0.05) 0.03
Lean mass index (lean mass/kg®), per SD  -0.10 (-0.42-0.22) 0.55 -1.30(-0.46-0.20) 043 -010(-045-0.26) 0.58 0.24 (-0.54-1.03) 0.54 -0.11(-0.95-0.73) 0.78
Visceral abdominal fat*, per SD 0.04 (-0.33-0.41) 0.83 0.21(-0.22-0.64) 0.34 -0.01(-0.56-0.54) 097 -0.63 (-1.25--0.01) 0.04 -0.60 (-1.18--0.02) 0.04
Subcutaneous abdominal fat*, per SD -0.20 (-0.57-0.18) 0.30 -0.16 (-0.57-0.25) 043 -0.30 (-0.76-0.17) 0.20 -0.13 (-0.78-0.51) 0.67 -0.11(-0.72-0.51) 0.73
VAF/SAF ratio* 0.06 (-0.33-0.44) 0.77 0.12(-0.29-0.53) 0.54 0.02(-047-0.50) 095 -0.41(-1.06-0.24) 0.20 -0.30(-0.96-0.35) 0.34

Model 1 is adjusted for age, hypertension, diabetes, smoking and comorbidity. Model 2 is adjusted for all covariates from Model 1 plus disease duration, rheumatoid factor, corticoids
intake, C-reactive protein and DAS28. *By magnetic resonance imaging.
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type (low lean mass) appeared to be
related to endothelial dysfunction in
both RA patients and controls. Based
on these findings, we hypothesise that
endothelial dysfunction in RA patients
occurs independently of adiposity, a
well-established cardiovascular risk
factor prevalent in the general popula-
tion. Our results suggest that the roles
played by fat mass and adiposity may
be less relevant in the increased risk
levels for cardiovascular disease ob-
served in RA patients versus the gen-
eral population. This finding supports
the role of inflammation as a major fac-
tor in the development of accelerated
atherosclerosis in RA.

Our data regarding body composition
are in keeping with prior reports that
demonstrated significantly higher pro-
portion of unhealthy body composition
phenotypes in patients with RA (13, 32-
36). In general, these studies reported
a higher total and truncal fat mass, as
well as a lower appendicular lean mass,
in RA patients compared to controls.
Although in our own series RA patients
tended to have a higher proportion of
fat mass, as well as an increased per-
centage of sarcopenia than controls, no
statistically significant differences were
found. Therefore, it is our contention
that obesity may have been overesti-
mated in our cohort since its prevalence
(and that of overweight) in the Canary
Islands is high (37). On the other hand,
our study was not designed to identify
potential differences in body, compo-
sition but rather to determine whether
there exists a relationship between en-
dothelial function and body measure-
ments in RA patients.

In keeping with the aforementioned
findings, our results regarding magnetic
resonance imaging of visceral adipos-

ity did not reveal any differences be-
tween patients and controls. Our results
were contrasted with those previously
reported in the study by Giles et al.
(38), where subcutaneous fat was sig-
nificantly different in women with RA
compared to their control counterparts.
As previously discussed, a potential
explanation for these differences may
stem from the relatively high frequency
of obesity among our healthy controls.
FMD values in patients with RA have
been found to correlate with biomarker
data on endothelial cell activation and
with other surrogate markers of sub-
clinical atherosclerosis (39-42). In this
regard, the presence of endothelial
dysfunction, as assessed by brachial
ultrasound, is known to be a marker of
subclinical atherosclerotic cardiovascu-
lar disease in at-risk patients (43), and
has been linked to adiposity and weight
gain in non-rheumatic individuals (44).
To the best of our knowledge, howev-
er, there is little information regarding
the relationship of body composition
with a surrogate marker of subclinical
cardiovascular disease in patients with
RA. In this respect, Dessein et al. (45)
studied the associations of body mass
index and waist circumference with
high resolution B-mode ultrasound-de-
termined carotid artery atherosclerosis
in 203 African women with established
RA (108 black and 95 Caucasian). In
this study it was concluded that obe-
sity in women with RA from develop-
ing groups of black african descent was
not translated into atheroma. Similarly,
in other report (46) of the same group,
waist circumference was not related ei-
ther with artery intima-media thickness
or carotid artery plaque. On the other
hand, Inaba et al. assessed the pres-
ence of body adiposity and determined
brachial-ankle pulse wave velocity by
dual-energy x-ray absorptiometry and
waveform analyser, respectively in 30
patients with RA and 30 controls (47).
In their study, which involved a multi-
ple regression analysis encompassing
age, systolic blood pressure, and trunk:
peripheral fat ratio as independent vari-
ables, the latter emerged as an inde-
pendent factor significantly associated
with brachial-ankle pulse wave velocity
in RA patients. In our study, which de-

termined body composition by DEXA
and abdominal adiposity, we assessed
for the first time the potential associa-
tion of abdominal fat with endothelial
dysfunction in RA. Unlike healthy con-
trols, the lack of a link between visceral
adiposity and FMD in RA patients is of
potential relevance since it supports the
contention that factors different from
those traditionally associated with ath-
erosclerotic disease in RA may actually
play key roles in its pathogenesis. Con-
trary to our own findings, one recent
study found that obesity was associated
with worse RA disease outcomes and a
higher prevalence of comorbidities. In
this study, BMI and obesity conferred
independently higher risks of being
diagnosed with hypertension, diabetes
mellitus, and/or chronic pulmonary dis-
ease (48). In addition, BMI and waist
circumference were independently as-
sociated with angina pectoris, acute
myocardial infarction and/or coro-
nary revascularisation (48). It should
be noted, however, that in this study
obesity was defined by BMI or waist
circumference, and no direct vascular
measures were performed. In contrast,
the absence of any significant correla-
tion between adiposity and endothelial
function in the RA patients from our se-
ries was established after adjusting for
the classic risk factors and also, of note,
by using also more accurate methods of
measurement such as DEXA and MRI.
Our finding of a link between sarcope-
nia and endothelial dysfunction in RA
patients is similar to those observed in
other disorders, as well as in the general
population, where the relationship of
sarcopenia with cardiovascular disease
has been clearly established. In this re-
gard, Alexandersen et al. (49) reported
a strong and independent inverse asso-
ciation between aortic calcification and
peripheral lean mass, even after adjust-
ing for age and body mass index. Kim
et al. (50), reported that appendicular
skeletal muscle mass and visceral ab-
dominal fat ratio (an index of sarco-
penic obesity) were independently and
negatively associated with metabolic
syndrome and arterial stiffness, as de-
termined by brachial-ankle pulse wave
velocity. In keeping with these observa-
tions, Kohara et al. (51) reported that
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brachial-ankle pulse wave velocity was
higher (after excluding confounding
parameters) in subjects with both thigh
muscle sarcopenia and visceral obesity
than in those with only one abnormal-
ity. An exception to that was found in
a series of 30 patients with RA (52), a
subgroup that did not exhibit signifi-
cant differences in either the classic or
the novel cardiovascular disease risk
factors, in the 10-year cardiovascular
risk, or in the prevalence of established
cardiovascular disease in patients with
rheumatoid cachexia compared to RA
patients without this condition.

In accordance with other reports (53),
we believe that for unknown reasons
the increased fat mass ameliorates dis-
ease activity such that obese patients
with RA may suffer less joint destruc-
tion. Thus, obese patients will prob-
ably exhibit central adiposity, insulin
resistance, metabolic syndrome and
other traditional drivers contributing
to an increased cardiovascular risk but,
paradoxically, a lower cardiovascular-
related morbidity than those with RA
and classic sarcopenia (54). Therefore,
the overall level of cardiovascular risk
in an RA patient will reflect the balance
between these opposing factors and,
based on epidemiological studies, it ap-
pears that the dominant factor among
these is the effect of disease activity re-
lated to inflammation (52).

We acknowledge that some poten-
tial limitations may exist in our study.
First, due to the characteristics of our
population the frequency of obesity in
our study was high in both patients and
controls. This fact may account for the
lower probability of establishing sig-
nificant differences between the two
groups of individuals. Second, overfat
and sarcopenia definitions were taken
from studies involving non-rheumatic
individuals. Due to this, these defi-
nitions may not be applicable to pa-
tients with RA. Third, some potential
confounders such as physical activity,
energy intake and expenditure, which
may have influenced the association of
body composition with FMD, were not
assessed in the present study.

In conclusion, in our population, adi-
posity does not explain the development
of endothelial dysfunction in patients

with RA. Nevertheless, sarcopenia was
linked to endothelial dysfunction in
both healthy controls and patients. Al-
though the actual effects of adiposity
and sarcopenia in the development of
endothelial dysfunction in patients with
chronic inflammatory diseases like RA
warrant further investigation, our data
may help to establish the influence of
body composition or adiposity on the
mechanisms associated with cardiovas-
cular disease in RA patients.
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Abstract
Objective
We aimed to investigate whether the abnormalities in bone mineral density (BMD) that occur in patients with rheumatoid
arthritis (RA) are associated with the presence of endothelial dysfunction.

Methods
Cross-sectional study encompassing 216 subjects (111 patients with RA and 105 age- and sex-matched controls) without
history of cardiovascular disease. Endothelial function was determined by brachial artery flow-mediated dilatation (FMD)
and BMD by dual x-ray absorptiometry (DXA) measurements. Plasma vitamin D and osteoprotegerin serum (OPG) levels
were assessed in patients and controls. Multiple regression analysis was performed to study the relationship between BMD
with endothelial function, taking into account vitamin D and OPG levels.

Results
After adjusting for traditional cardiovascular risk factors, vitamin D and OPG levels, BMD emerged as an independent
factor associated with lower FMD values in controls, but not in patients with RA. Although OPG levels were inversely
associated with FMD values in both RA patients and controls after adjusting for BMD, vitamin D showed this relationship
only in the controls.

Conclusion
Whilst OPG is associated with endothelial function in RA patients and controls, vitamin D levels and BMD are related to
endothelial function in controls but not in patients with RA.

Key words
rheumatoid arthritis, bone mineral density, endothelial function, cardiovascular disease, osteoprotegerin, vitamin D
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic,
systemic, autoimmune disease of un-
known aetiology that causes the de-
struction of joint cartilage. All-cause
mortality is two to five times higher in
RA patients than in the general popu-
lation and the most frequent cause of
death in RA is cardiovascular disease
(1, 2). This increased rate of cardiovas-
cular mortality in RA cannot be fully
explained by the classic atherosclerosis
risk factors, and it is thought to be the
result of accelerated atherogenesis due
to chronic inflammation (3). However,
the underlying mechanisms leading to
cardiovascular disease in RA are still
being investigated (4, 5).

Patients with RA experience a gener-
alised bone loss as the result of a sys-
temic bone resorption that exceeds
bone formation. Bone loss in RA may
be systemic, periarticular, or focal. This
is caused, in general, by immobility,
cytokine-mediated systemic inflamma-
tion (e.g. tumour necrosis factor and
interleukin-1), or by the effects of glu-
cocorticoid therapy (6). Studies have
shown that patients with RA have a
30% increased risk of major osteoporo-
tic fracture and a 40% increased risk of
hip fracture (7).

Atherosclerosis and osteoporosis ap-
pear to be epidemiologically and age-
independently correlated in the general
population (8). Patients with osteo-
porosis have higher levels of vascular
calcification than those with normal
bone mineral density (BMD) (9, 10)
and clinical evidence has shown that
osteoporosis is independently associ-
ated with cardiovascular events (11, 12)
and increased cardiovascular mortal-
ity (13). Moreover, vascular calcifica-
tion has been found to be related to an
increased risk of fracture (14). Major
advances in the understanding of the
pathophysiology underlying osteopo-
rosis and its link to vascular damage
indicate that these two processes could
share a common pathogenesis involv-
ing bone morphogenetic proteins such
as vitamin D and the receptor activator
of the RANKL-RANK-OPG pathway
(receptor activator of nuclear factor kB
ligand-receptor activator of nuclear fac-
tor KB - osteoprotegerin).
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Osteoprotegerin (OPG) is a member
of the tumour necrosis factor-related
family that binds to RANKL, prevent-
ing its interaction with RANK and
inhibiting osteoclast differentiation.
There is now emerging evidence that
OPG participates in the pathogenesis of
atherosclerosis and cardiovascular dis-
eases by amplifying the adverse effects
of inflammation and several traditional
risk factors such as hyperlipidaemia,
endothelial dysfunction, diabetes mel-
litus, and hypertension (15, 16). Some
epidemiological studies have also
shown a positive association between
OPG levels and cardiovascular morbid-
ity and mortality (15, 17). Recent stud-
ies from our group have found an asso-
ciation between severe subclinical ath-
erosclerosis and OPG levels in patients
who lack clinically evident cardiovas-
cular disease and who were undergoing
anti-TNF therapy because of severe dis-
ease (18). Interestingly, the association
of OPG with both carotid intima-media
wall thickness and the presence of ca-
rotid plaques was independent of con-
ventional risk factors and C-reactive
protein (CRP) concentrations or disease
activity (18). In patients with severe RA
OPG concentrations were also associat-
ed with intercellular adhesion molecule
(ICAM)-1, a biomarker of endothelial
cell activation (18). More, recently, in
a different cohort of unselected RA pa-
tients, we observed that OPG concen-
trations were higher in RA patients with
cardiovascular disease compared to
those without. This was true regardless
of demographic features, traditional
cardiovascular risk factors, adiposity
and/or disease characteristics (19).

Regarding vitamin D, observational
studies have shown an association be-
tween low vitamin D status and risk
of cardiovascular events (20). In this
context, in a meta-analysis of 19 pro-
spective studies involving the general
population (65,994 patients), there was
an inverse relationship between serum
25[OH] vitamin D levels and the risk
of cardiovascular disease (relative risk
of 1.03, 95% CI 1.00-1.60, per 10 ng/
mL decrement in serum 25[OH] vita-
min D) (21). OPG and vitamin D were,
respectively, up- and down-regulated in
RA patients vis-a-vis controls (22, 23).



However, the relationship between en-
dothelial function and OPG, vitamin D,
and BMD in patients with RA has not
been completely elucidated.
Osteoporosis, vascular calcification
and cardiovascular events appear to
be closely linked, regardless of age.
However, the relationship between ath-
erosclerosis and osteoporosis has not
been fully studied in RA. In the present
study, we assessed BMD by dual x-ray
absorptiometry, as well as vitamin D
and OPG serum levels, and the pres-
ence of subclinical atherosclerosis by
flow-mediated vasodilatation of bra-
chial artery in RA patients and matched
controls with no previous history of
cardiovascular events. We sought to
determine whether BMD has some as-
sociation with endothelial dysfunction
in patients with RA, taking into account
bone-related metabolites like vitamin D
and OPG.

Materials and methods

Study participants

Two hundred and sixteen subjects (111
RA patients and 105 age-matched con-
trols) were recruited for this cross-sec-
tional study. All RA patients were 18
years old or older and fulfilled the 2010
ACR/EULAR diagnostic criteria (24).
They had been diagnosed with RA by
rheumatologists and were periodically
followed at a rheumatology outpatient
clinic. In addition, for the purpose of in-
clusion in the present study, RA disease
duration had to be =1 year. Because
anti-TNF-alpha treatment has been as-
sociated with improved endothelial
function (25), RA patients undergoing
TNF-alpha antagonist therapy were not
included in the present study. The con-
trol group consisted of patients attend-
ing outpatient clinics for osteoarthritis,
and who lived in the same area during
the same time period of the study. In ad-
dition, they were matched for age and
comorbidity. The study was performed
from December 2011 to November
2012; therefore all seasons were equally
spanned in the study interval. Patients
and controls who were under vitamin
D supplementations, had a history of
a previous bone fracture, myocardial
infarction, angina, stroke, a glomeru-
lar filtration rate <60 ml/min/1.73 m?,
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a history of cancer, or any other chronic
disease, or evidence of active infection
were excluded. None of the controls
was receiving glucocorticoids; how-
ever, since they are often used in the
management of RA, patients taking less
than 10 mg/prednisone (or an equiva-
lent dose) were not excluded.

The study protocol was approved by
the Institutional Review Committee
at Hospital Universitario de Canarias
(Spain), and all subjects provided writ-
ten informed consent.

Data collection

Surveys in RA patients and controls
were performed in the same manner,
except for the specific management for
RA. All subjects completed a cardio-
vascular risk factor and medication use
questionnaire and underwent a physical
examination to determine their anthro-
pometrics and blood pressure. Medi-
cal records were reviewed to ascertain
specific diagnoses and medications.
Experienced research nurses obtained
all anthropometric measures (weight,
standing height, and hip and waist cir-
cumferences). In patients with RA, dis-
ease activity was measured using the
Disease Activity Score (DAS28) in 28
joints (26), while disease disability was
determined using the Health Assess-
ment Questionnaire (HAQ) (27).

Vitamin D and osteoprotegerin
assessments

Vitamin D was determined through
radioimmunoassay (DIAsource Immu-
noAssays). Precision was estimated 7.2
to 7.3% (inter-assay) and 7.2 to 8.7%
(intra-assay). Vitamin D levels where
categorised according to the Institute
of Medicine (IOM) systematic review
(28) values: deficit (<15 ng/mL), de-
ficiency (15-30 ng/mL), and normal
(>30 ng/mL).

Human OPG serum levels were deter-
mined by ELISA as previously reported
(19). Briefly, 96-well microplates were
precoated with anti-human OPG anti-
body (Peprotech). Recombinant human
OPG (Peprotech) was used to prepare
the standard curve. The standard dilu-
tion series ranged from 0.313 to 20 ng/
ml. First, 50 pl of each standard or sam-
ple was added to the appropriate wells
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and incubated for 3 hours at room tem-
perature. After discarding the solution
and washing 4 times, 50 ul of prepared
biotinylated anti-human OPG antibody
(Peprotech) was added to each well and
incubated for 1 hour. After washing
away unbound biotinylated antibody,
50 pl of horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated avidin (eBioscience) was
pipetted into the wells and incubated
for 30 minutes. Finally, plates were de-
veloped with ABTS Liquid Substrate
(Peprotech) and read at 405 and 600 nm
(as reference wavelengths) (19). Stand-
ard techniques were used to measure
plasma C-reactive protein (CRP), the
Westergren erythrocyte sedimentation
rate (ESR), and serum lipid levels.

Bone mineral density assessment

Dual x-ray absorptiometric (DXA)
measurements of areal BMD (g/cm?) at
the lumbar spine L1-L4 and the femo-
ral neck were carried out using a Lu-
nar DPX Prodigy densitometer (Lunar,
Madison, WI, USA). Other regions of
interest such as the Ward’s triangle,
femoral diaphysis, total hip, and tro-
chanter areas were also measured. The
short-term precision of DXA measure-
ments was 0.8% for the lumbar spine
and 1.5% for the femoral neck. Results
for areal BMD were expressed as an
absolute value (g/cm?, bone mineral
content relative to projected area) and
transformed to a T score using normal
standard values from the Spanish popu-
lation. Arms, legs, trunk, and total body
BMD were also assessed and data was
expressed as a percentage of body mass
(bone mass divided for total body mass)
in each of these areas. Cut-off values
to categorise individuals were based
on the World Health Organization cri-
teria for diagnosing osteoporosis (29)
according to the following measures
— Normal: a BMD not inferior than -1
SD below young normal (T score =1);
osteopenia: a BMD between 1 and 2.5
SD below young normal (T score <-1
and >-2.5); osteoporosis: a BMD 2.5
or more SD below young normal (T
score =<-2.5). For the purposes of this
study, osteopenia and osteoporosis (T
score below <-1 SD) were included in
the same category. For patients younger
than 50 years old, we used the follow-
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ing two categories: ‘Within the expect-
ed range for age’ (Z-score > -2 SD) and
‘Below the expected range for age’ (Z-
score <-2 SD).

Assessment of flow-mediated
endothelial-dependent vasodilation

of the brachial artery

Flow-mediated endothelium-dependent
vasodilatation (FMD) of the brachial
artery was assessed by means of ultra-
sound imaging using a 7-MHz linear
probe and automated vessel-diameter
measurements (Medical Imaging Appli-
cations), as previously described (30).
The studies were performed by a single
examiner who acquired the images of
the brachial artery in the morning, while
patients were fasting, in a temperature-
controlled room after 10 minutes of rest.
Patients fasted for 8 h before the study
and all vasoactive medications were
withheld for at least four half-lives. In
addition, subjects did not exercise or in-
gest substances that might affect FMD.
The brachial artery was imaged above
the antecubital fossa continuously for 1
minute at baseline and again after infla-
tion (pressure, 250 mm Hg for 5 min-
utes) and deflation of a sphygmoma-
nometer cuff placed on the forearm.
Images were subsequently analysed
offline with the use of dedicated edge
detection software (Brachial Tools, Ver-
sion 3.2.6, Medical Imaging Applica-
tions, Coralville, Iowa). Dilatation was
quantified as the change, expressed as
a percentage, from baseline to the peak
diameter, between 45 and 75 seconds
after release of the blood-pressure cuff.
After 10 minutes of rest, endothelium-
independent dilatation was measured
after sublingual administration of 25 pg
of nitroglycerin according to the same
recording protocol.

Statistical analysis

Comparisons between RA patients and
controls were performed using a x> test
for categorical variables or a Student’s
t-test for continuous variables (data ex-
pressed as mean =+ standard deviation-
SD). For non-continuous variables,
either a Mann-Whitney U-test was per-
formed or a logarithmic transformation
was made, and data were expressed as
a median (interquartile range-IQR).

Table I. Demographic, analytical and disease-related data.

Control patients (n=105) RA patients (n=111) p-value

Female, n (%) 97 (92) 100 (90) 0.55

Age, years 558+ 9.5 548 +10.3 0.44
Anthropometric data

Height, cm 160+ 8 160 + 7 0.72

Weight, kg 73+ 15 75 = 15 0.31

Body mass index, kg/m? 283+ 48 292 57 0.25

Waist circumference, cm 95+ 12 98 + 15 0.09

Waist/hip ratio 88 (83-92) 90 (84-96) 0.08

Hip circumference, cm 105+ 12 108 + 12 0.58

Bicipital circumference, cm 30+ 5 30+3 0.88
Comorbidity

Hypertension, n (%) 37 (35) 44 (40) 0.44

Systolic pressure, mmHg 120 (111-140) 128 (115-140) 0.63

Diastolic pressure, mmHg 80 (70-82) 80 (70-80) 0.55

Current smoker, n (%) 5 (5) 5@ 0.74

Diabetes, n (%) 8 (8) 16 (14) 0.11

Menopause, n (%) 69 (66) 71 (64) 0.98

Currently on aspirin, n (%) 13 (12) 7 (6) 0.13

NSAID use, n (%) 1 (10) 16 (14) 0.27

Other chronic illness, n (%) 29 (28) 18 (16) 0.05
Analytical data

ESR, mm/h 23+ 14 29 + 20 0.02

CRP, mg/L 3.75 + 3.06 8.27 £ 16.30 0.01

Cholesterol, mg/dL 205 + 36 210 £ 41 0.49

Triglycerides, mg/dL 112+ 57 132 £ 76 0.18

HDL cholesterol, mg/dL 55+ 11 56 = 15 0.74

LDL cholesterol, mg/dL 128 + 32 129 + 35 091

Apoliprotein A1, mg/dL 150 + 19 151 (141-165) 0.44

Apoliprotein B, mg/dL 87+ 25 90 + 17 0.65
Brachial echography

FMD% 8.5 (4.5-15.6) 5.3 (0.0-9.2) 0.00
Rheumatoid arthritis-related data

DAS28 354+ 1.04

HAQ 0.750 (0.250-1.500)

Current prednisone intake, n (%) 49 (44)

Prednisone, mg/day 2 (0-5)

Disease duration, years 8 (4-13)

Rheumatoid factor, n (%) 60 (54)

Methotrexate, n (%) 89 (80)

Values are expressed as the mean + standard deviation or median (interquartile range).

ESR: erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; HAQ: Health Assessment Question-
naire; DAS28: Disease Activity Score; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein.
FMD%: flow-mediated dilation; NSAID: non-steroidal anti-inflammatory drugs.

The relationship between BMD and
endothelial function was carried out
using multivariate analysis, adjusting
for factors known to be associated with
cardiovascular disease and for bone
metabolism proteins. For this purpose,
BMD was categorised as a dummy (bi-
nary) variable and considered superior
or inferior to -1 T-score SD. The in-
dependent variable was categorised in
this way since it does not have a lineal
distribution and in our study few pa-
tients fulfilled the criteria to be includ-
ed within the osteoporosis category. We
established several models: Model 1,
which studied the relationship between
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BMD and FMD adjusted for age, sex
and body mass index; Model 2 was
adjusted for the variables of Model 1
plus hypertension, diabetes, lipids, and
smoking; and Model 3, which was ad-
justed for the variables of Models 1 and
2 plus serum levels of OPG and vitamin
D. Figure 1 represents the relationship
of OPG and vitamin D with FMD after
adjusting for age, sex, body mass index,
hypertension, diabetes, smoking and, in
this case, BMD. Tukey box plots, which
represented the interquartile range and
the 75th and 25th percentiles plus 1.5
times the interquartile range (whisk-
ers) were included in Figure 1 to show
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Table II. Bone mineral density and serum osteoprotegerin and vitamin D differences between

controls and rheumatoid arthritis patients.

in Table I. There were no differences in
the frequency of hypertension and dia-
betes between patients and controls. RA

Controls RA patients p-value ) ; .
patients had moderately active disease
WHO classification, n (%) as shown by DAS28 (3.54+1.04) and
Patients >50 years old ispl ian HA f IOR
Normal (T-score >-1 SD) 49 (46.4) 38 (34.4) 0.08 dlSp ayed a median Q of 0.750 ( Q
Osteopenia (T-score -1 -2.5 SD) 43 (41.1) 64 (57.4) 005  0.250-1.500). Almost half (44%) were
Osteoporosis (T-score <-2.5) 13 (12.5) 9 (82) 0.70 taking prednisone (median current dose
Patients <50 years old 2 [0-5] mg/day). As expected, the ESR
Within the expected range for age 105 (100) 106 (95.5) 043 and CRP levels were signiﬁcantly higher
Below the expected range for age 0 (0) 5 4.5) . . .
in patients compared to controls. The li-
fﬁ’?’ n (%) pid profile did not display significant dif-
-score .
~-1SD 70 (66.7) 71 (63.9) ferences between patients and con.trols.
<-1SD 35 (33.3) 40 (36.0) 0.67 Nevertheless, FMD values were higher
Femoral neck T-score in controls than in RA patients (8.5 [4.5—
>-1SD 77 (73.3) 69 (62.1) . _
1D 2% (26.7) 42 378) 014 15.6] % vs. 5.3 [0.0-9.2] %, p=0.00).
Ward’s triangle T-score
>-1SD 49 (46.7) 54 (48.6) BMD, and vitamin D and OPG
. ;'1 SDT 36 (33.3) 57 (514 0.81 plasma levels in patients and controls
rochanter 'T-score . . . .
~-1SD 90 (85.7) 82 (73.9) Differences in BMD, OPG an.d vitamin
<1SD 15 (14.3) 29 (26.1) 0.05 D serum levels between patients and
Total hip T-score controls are shown in Table II. Controls
>‘} gg gg (?gg) g(l) (Zé) 0.20 more commonly had normal BMD val-
< (19.0) 27.9) ’ ues according to the WHO classification
Grams/cm?® (+ SD)* 0208 059 20,166 002 system (29) than RA patients (46.4%
L1-L4 1.111 +0. 1.089+0.1 . . . .
Femoral neck 0901 +0.150 0.884+0.132 0.1 in controls vs. 34.4% in patients), al-
Ward’s triangle 0.730 £0.169 0.710 +0.141 0.13 though the difference fell slightly out of
Femoral trochanter 0.806 +0.143 0.782+0.143 0.03 the range of significance (p=0.08). Al-
Fem;’;?l diaphysis (1).52491 £ g%ég (1)-;2‘5‘ * 8~}j‘; g~gg though the frequency of osteoporosis in
Total hip SR oo =0 ’ RA patients did not differ from that of
Bone mass (+ SD)* controls (12.5% vs. 8.2%, p=0.70), the
Arms bone mass (%) 4.1+0.8 38+1.0 0.04 . .
Legs bone mass (%) 128220 12.1£20 002  Irequency of osteopenia was marginally
Trunk bone mass (%) 11.1£25 9924 0.00 higher in patients compared to controls
Total bone mass percentage (%) 347+57 322+58 0.00 (57.4% vs.41.1%, p=0.048).
Analytical data The categorisation of subjects younger
Osteoprotegerin, ng/mL 0.84 (0.50-1.46) 1.52 (0.96-3.40) 0.00 than 50-years-old, using the definitions
Vitamin D, ng/mL 42.50 (3127-4813) 33.64 (2727-4828) 0.10 Of “Within the expected range for age”
Normal (>30 ng/mL), n (%) 82 (78.1) 72 (62.6) 0.03 _ _ « _
Deficiency (15-30 ng/mL), n (%) 19 (18.1) 40 (34.8) 002  (Zscore >-2 SD) afd below the ex
Deficit (<15 ng/mL), n (%) 4 (38) 3 (26) 099  pected range for age” (Z-score <-2 SD),

*Grams/cm? and bone mass analysis were adjusted for age, sex and body mass index. Values are
expressed as the mean + standard deviation or median (interquartile range). SD: standard deviation;
BMD: bone mineral density; L1-L4: Lumbar vertebrae 1 to 4. Below the expected range for age: Z-
score <-2 SD. Within the expected range for age: (Z-score >-2 SD).

the relationship of vitamin D and OPG,
as expressed in quartiles with FMD in
both patients and controls. The p-values
expressed the linear trends of FMD fol-
lowing OPG and vitamin D stratifica-
tion (quartiles) using linear regression
with orthogonal polynomial codifica-
tion adjusted for sex, age, body mass
index, diabetes, hypertension, lipids,
smoking, and percentage of body bone
mass. All analyses used a 5% two-sided
significance level and were performed
using SPSS software, version 21 (IBM,

Chicago, IL, USA). A p-value <0.05
was considered statistically significant.

Results

Demographic, analytical and
disease-related data

Two hundred and sixteen subjects (111
RA patients and 105 controls) with a
mean (£SD) age of 54.8+10.3 years and
55.8+£9.5 years, respectively (p=0.44),
were included in this study.
Demographic and disease-related char-
acteristics of the participants are shown
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did not disclose statistically significant
differences. When the adjusted analysis
was made using T-score data (T-score
higher or lower than -1 SD) or grams/
cm? in specific areas, RA patients
showed lower values, although statis-
tically significant differences were not
attained in all areas. In contrast, when
differences in the percentage of body
bone mass composition were assessed,
RA patients showed statistically signifi-
cantly lower percentages of bone mass
than controls (Table II). In this regard,
all the body areas including the arms,
legs, trunk, and total body bone mass
percentage (32.2+5.8 vs. 34.7+5.7%,
p=0.00) were lower in RA patients than
in controls.
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Table III. Relationship of BMD with FMD in RA patients and controls.

% FMD, beta coefficient (95% CI)

Model 1
Controls p-value RA patients p-value
L1L4 T-score < -1 SD -3.86 (-12.63-491) 0.37 1.46 (-6.58-9.50) 0.72
Femoral neck T-score < -1 SD -8.87 (-17.96-0.23) 0.06 1.33 (-6.80-9.45) 0.75
Ward’s triangle T-score < -1 SD -5.02 (-13.12-3.09) 0.21 -2.41(-10.14-5.33) 0.54
Throchanther T-score < -1SD -9.96 (-19.35-0.57) 0.04 -2.59 (-11.65-6.47) 0.57
Total hip T-score < -1 SD -8.87 (-17.96-0.23) 0.06 -2.58 (-12.48-7.32) 0.60
Model 2
Controls p-value RA patients p-value
L1L4 T-score < -1 SD -4.79 (-14.93-5.36) 0.34 1.58 (-7.14-10.31) 0.72
Femoral neck T-score < -1 SD -10.20 (-20-41-0.01) 0.05 1.47 (-7.05-9.99) 0.73
Ward’s triangle T-score < -1 SD -5.59 (-14.91-3.72) 0.22 -2.89 (-11.07-5.29) 048
Throchanther T-score < -1SD -10.96 (-21.37-0.55) 0.04 -3.26 (-13.05-6.54) 0.51
Total hip T-score < -1 SD -10.20 (-20.41-0.01) 0.05 -3.20 (-13.55-7.15) 0.54
Model 3
Controls p-value RA patients p-value
L1L4 T-score < -1 SD 247 (-11.76-6.82) 0.58 1.16 (-9.37-11.69) 0.82
Femoral neck T-score < -1 SD -8.73 (-16.88-0.34) 0.05 1.25 (-9.98-12.47) 0.82
Ward’s triangle T-score < -1 SD -3.61 (-12.24-5.02) 0.38 -3.50 (-15.25-8.24) 0.55
Throchanther T-score < -1SD -9.67 (-19.37-0.03) 0.04 -6.28 (-19.75-7.20) 0.35
Total hip T-score < -1 SD -8.27 (-16.88-0.34) 0.05 -4.61 (-17.71-8.48) 0.48

T-score in each bone area has been categorised in < -1 SD and > -1 SD. Beta coefficient represents the change in FMD% from > -1 SD to < -1 SD.
Model 1; data adjusted for age, sex and body mass index. Model 2; data adjusted for model 1 + hypertension, diabetes and smoking. Model 3; data adjusted
for model 1 + model 2 + vitamin D and osteoprotegerin (p<0.10) are depicted in bold.

p=0.04 p=0.76 p=0.03 p=0.02 Fig. 1. Relationship of
259+ T ! 259 1T ' OPG and vitamin D
: with FMD after adjust-
20+ 20+ . . ing for age, sex, body
. mass index, hyperten-
o 154 15+ : sion, diabetes, smoking
o
el and BMD.
o 10+ 10+
=
[T
5+ 5 ;
0 T T T T ¥ T T -+ U T x T T T X X
5- #1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4 5 #1 #2 #3 # #1 #2  #3  #4
- L ] L | = L | ]
Controls RA Controls RA
Vitamin D Osteoprotegerin

OPG serum levels were higher in RA
patients compared to healthy controls
(1.52 [IQR 0.96-3.40] vs. 0.84 [0.50-
1.46] ng/mL, p=0.00). RA patients
tended to have lower levels of vita-
min D (33.64 [IQR 27.27-48.28] vs.
42.50 [31.27-48.13] ng/mL, p=0.10).
However, when subjects were stratified
according to vitamin D levels, we ob-
served that vitamin D deficiencies were
more common in RA patients than in
controls (34.8 vs. 18.1 %, p=0.02)
(Table II).

Association of BMD, vitamin D

and OPG serum levels with endothelial
dysfunction

Table III shows the relationship of
BMD with FMD. BMD inferior to -1
T-score SD was associated with lower
values of FMD in controls, though not
in RA patients. Moreover, in controls
femoral neck, throchanter and total hip
BMD scores were associated with sig-
nificantly lower FMD values. This was
not the case for other areas such as the
lumbar spine or Ward’s triangle. When

246

this analysis was performed in RA pa-
tients, neither hip, lumbar nor Ward’s
areas were associated with FMD.
These results were replicated when ad-
justing for cardiovascular risk factors
(diabetes, hypertension, serum lipids,
and smoking) and for the bone miner-
al-related proteins OPG and vitamin D.
After these corrections, the association
of BMD with FMD remained statisti-
cally significant in controls. However,
in RA patients the absence of any as-
sociation between BMD and FMD per-



sisted even after making adjustments
that included RA-related data such as
steroid intake, ESR, C-reactive protein
or disease activity or duration (data not
shown in Table III).

Figure 1 shows a trend analysis (ad-
justed for classical cardiovascular risk
factors, body mass index and bone
mass percentage) examining the rela-
tionship of OPG and vitamin D as ex-
pressed in quartiles with FMD. In both
RA patients and controls low FMD was
associated with high levels of OPG. In
contrast, high vitamin D levels were as-
sociated with high FMD values in con-
trols but not in RA patients.

Discussion

Endothelial dysfunction is typically
present in long-standing RA patients,
even in those without traditional car-
diovascular risk factors (31, 32). The
present study supports the relationship
between OPG and endothelial function
in RA. However, our results do not
shed light on the relationship between
vascular damage and osteoporosis in
RA because endothelial function, as
measured by FMD, showed no associa-
tion with vitamin D levels and BMD
in RA patients. This finding was some-
how unexpected due to the fact that in a
multivariate analysis endothelial func-
tion was found to be related to BMD
and vitamin D levels in controls.

Low levels of vitamin D are common
in patients with RA. Several studies
have shown a high prevalence of sub-
optimal vitamin D levels in these indi-
viduals (22, 33). Moreover, 25(OH) not
only have vitamin D plasma levels been
inversely correlated with RA disease
activity (34), but they have also been
associated with cardiovascular disease
in the general population (35, 36). As
pointed out by Dessein (37), vitamin
D may be involved in both high-grade
systemic inflammation and in the en-
hanced cardiovascular risk factors af-
fecting insulin resistance, endothelial
activation, and lipids. However, in our
series endothelial function, as meas-
ured by FMD, was not associated with
vitamin D levels or BMD. This find-
ing was equally unexpected since in a
multivariate analysis endothelial func-
tion was found to be related to BMD
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and vitamin D levels in controls. The
reasons for this disparate association in
patients with RA and controls remain
unknown. Haque ez al. (38) suggested
that vitamin D deficiency may be in-
dependently associated with several
cardiometabolic intermediates in RA
patients including HDL-cholesterol,
HOMA-IR index (homeostatic model
assessment), fibrinogen, E-selectin,
and soluble intercellular adhesion mol-
ecule. Another study (39) also revealed
an association between serum vitamin
D levels and traditional cardiovascular
risk factors such as serum low-density
lipoprotein cholesterol, triglycerides,
and the metabolic syndrome observed
in patients with RA. However, these
two studies lacked a control group and
endothelial function was not assessed.
Interestingly, in another study (40) in-
volving 87 vitamin D-deficient RA pa-
tients (but no control group), vitamin D
levels in the former (<20 ng/ml, n=25)
showed a correlation with microvascu-
lar function when assessed using the
reactive hyperemia index. Neverthe-
less, this association was not found in
RA patients with insufficient (<30 ng/
ml) or normal vitamin D levels. An ex-
planation for our findings might be that
the role played by vitamin D in cardio-
vascular risk may be less relevant in RA
patients than in the general population.
Thus, it is possible that the presence of
a chronic proinflammatory condition
might prevail over other potential fac-
tors that promote the development of
vascular damage in RA.

Recent clinical studies in the general
population have demonstrated that in-
creased concentrations of OPG are as-
sociated with the presence and severity
of coronary artery disease (15, 41, 42).
It has also been found that OPG is up-
regulated in RA patients and appears
to be associated with the inflammation
already present in the existing disease
(23, 43). Unselected patients with RA
exhibit higher serum levels of OPG than
do controls(19) and TNF-a blockade
can reduce OPG concentrations in RA
(18, 44). Our results in patients with
RA are in keeping with previous reports
that showed OPG to be independently
associated with carotid plaque and ca-
rotid intima-media thickness (18, 45)
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and coronary-artery calcification (23) in
RA patients. Due to the cross-sectional
nature of our study, however, we cannot
completely exclude the possibility that
increased levels of OPG in RA patients
could stem from a compensatory effect
meant to counteract the mechanisms of
accelerated atherogenesis that occur in
this chronic proinflammatory disease.
In any case, this assumption seems to
be unlikely as this relationship between
OPG and endothelial function was simi-
larly observed in controls who exhibited
a lower inflammatory burden than their
RA patient counterparts. What is novel
in our study is that the relationship be-
tween OPG and FMD in RA patients
was independent of BMD, and therefore
is not mediated by the low BMD that
RA patients often exhibit. In this regard,
our results addressing BMD in RA were
in keeping with previous reports that re-
corded significantly lower BMD levels
in patients with RA (46, 47).

In keeping with previous studies (8,
10, 48, 49), we also found endothelial
function to be independently associ-
ated with BMD in non-RA individu-
als. Remarkably, we observed that this
association between BMD and FMD
in controls occurred independently of
OPG and vitamin D levels. As we did
not find such a relationship in RA pa-
tients, we can only state that the lack
of any association between BMD and
FMD in RA patients was not due to
such confounding factors as OPG or
vitamin D plasma levels.

In a study that included 47 patients
with RA, Tanaka et al. demonstrated
that trabecular BMD at the distal radius
was a significant factor independently
associated with greater femoral-ankle
and brachial-ankle pulse wave velocity
when adjusted for age, blood pressure,
and smoking (50). Interestingly, as with
our own findings, these authors detect-
ed no such association when total bone
mass (cortical plus trabecular) was
analysed. However, unlike the study
by Tanaka et al., we assessed FMD in a
larger series of RA patients, one which
was not restricted to postmenopausal
women. Moreover, we measured total
body bone mass instead of distal radius
and adjusted for two relevant bone me-
tabolites, OPG and vitamin D.
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We acknowledge that some possible
limitations may exist in our study. In
this regard, age was not an exclusion
criterion in our study as we enrolled
pre- and menopausal women. In addi-
tion, some potential confounding fac-
tors such as physical activity, diet cal-
cium intake and sun exposure were not
assessed in the present study.

Taken together, the findings in our
study indicate that OPG serum level is
an independent factor associated with
endothelial function in RA patients and
controls, whilst vitamin D levels and
BMD showed such a relationship only
in healthy controls. Remarkably, the as-
sociation of OPG with FMD occurred
independently of BMD status.
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