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. ACPA: Anticuerpos antipéptido-citrulinados

. Al: Artritis indiferenciada

. Anti-CarPa: Anticuerpo frente a proteinas carbamiladoas
. AR: Artritis reumatoide

. ARC: Artritis de reciente comienzo

. CDALIL Clinical Disease activity index (indice de actividad de la enfermedad

clinico)

. CF: Cuello femoral

. CL: Columna lumbar
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CTX-1: Telopéptido carboxi-terminal de colageno tipo I

CV: Coeficiente de variacion
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DE: Desviacion estandar

DMO: Densidad mineral 6sea

DXA: Densitometria dual de rayos X
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hTNFtg: TNF humano transgénico

HUPI: Hospital Universitario de La Princesa Index
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ICC: Coeficiente de correlacion entre clases
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INFg: Interferon gamma

IQR/RIC: Rango intercuartilico

MC: Metacarpianos
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Rx: Radiografia
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ANTECEDENTES: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune
sistémica que produce inflamacion cronica de la membrana sinovial y destruccion
articular, asociada complicaciones sistémicas e incremento de mortalidad. Los
anticuerpos antipéptidos citrulinados (ACPA) pueden inducir la activacién de los
osteoclastos incluso antes del desarrollo de la artritis lo que conlleva a una pérdida de
densidad mineral 6sea (DMO) en estos pacientes. Técnicas como la radiogrametria
basada en rayos X (DXR) ha demostrado que pacientes con AR con una menor DMO
medida en los metacarpianos (MC) de la mano se asocia a un peor prondstico de la
enfermedad, incluso a aumento de mortalidad. No obstante, esta técnica es poco
accesible en nuestro medio. Por el contrario, la densitometria dual de rayos X (DXA) es

una técnica sencilla, barata y accesible que permite medir de manera eficaz la DMO.

OBJETIVOS: El desarrollo de esta tesis tiene varios objetivos. El primero estudiar la
relacion entre la presencia de ACPA, como ejemplo de biomarcador de mal pronostico,
y la DMO evaluada mediante DXA tanto a nivel local como sistémico. Posteriormente,
establecer un método de medicion de DMO en la diéfisis de los de MC mediante DXA
y validar la reproducibilidad de la medicién de la DMO mediante esta técnica para
poder evaluar la DMO diafisaria MC mediante ambas técnicas y estudiar su correlacion.
Finalmente, analizar los resultados de DMO diafisaria de MC medidos a través de
DXA con parametros clinicos para valorar mejor las variables que pueden incidir en su
utilizacion como marcador prondstico y asi evaluar la utilidad de la medicion de DMO
basal en MC 2° a 4° mediante DXA en pacientes con artritis de inicio como marcador
pronostico en base a diferentes variables clinicas de actividad y remision, asi como de

progresion radiografica de la enfermedad y su correlacion a los 2 afios de seguimiento.

MATERIALES Y METODOS: : La mayor parte de este trabajo se basa en el estudio
PEARL, registro longitudinal de pacientes reclutados en la consulta monografica de
artritis de reciente comienzo (ARC) del Servicio de Reumatologia del Hospital
Universitario de la Princesa, cohorte longitudinal prospectiva que inicié su
reclutamiento en septiembre de 2001 y que en la actualidad incluye a més de 900
pacientes con ARC y un seguimiento de 2 afios. Para esta tesis se analizaron los datos

de las visitas basales, donde se recogen variables sociodemograficas, clinicas, analiticas
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y variables terapéuticas. Ademas se realiza una DXA de la mano no dominante, de
columna lumbar (CL) y de cadera.

La determinacion de ACPA se realiz6 mediante un inmunoensayo enzimatico de
péptidos ciclicos anticitrulinados de segunda generacion (EIA; Euro-Diagnostica
Immunoscan RA; positivo >50 Ul/ml) hasta octubre de 2010 y a partir de entonces con
un EIA de tercera generacion (QUANTA Lite CCP3 IgG e IgA, Inova Diagnostics;
positivo >40 Ul/ml). Este ultimo EIA es de tercera generacién y capaz de detectar
ACPA de isotipo IgG, IgA. Asimismo, se analizaron anticuerpos anti-vimentina mutada
citrulinada de isotipo IgG (MCV-ACPA) a través de un andlisis cuantitativo EIA
(ORG548 anti-MCV, Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Alemania; positivo >20
Ul/ml).

En cuanto a las variables radiograficas estudiadas se realizaron radiografias simples de
la mano no dominante a los pacientes de ARC seleccionados para realizar DXR
realizdndose un estudio computarizado de la masa Osea diafisaria del 2° al 4°
metacarpianos (MC) de la mano no dominante mediante el sistema Pronosco© a partir
de las Rx digitales de ambas manos de todos los pacientes incluidos en el estudio.
Posteriormente se realizd estudio de DMO mediante DXA con un densitometro
HOLOGIC©4500W serie Elite (Hologic ©, Bedford, MA, EE. UU) y se reprodujo la
técnica mediante la cual se analiza la DMO diafisaria de los 3 MC centrales de la mano
no dominante, seleccionando las regiones de interés (ROI) del tercio medio de cada MC
para su analisis y validacion y reproducibilidad de la técnica.

Los datos obtenidos mediante DXA y DXR se correlacionaron con datos de actividad de
la enfermedad (DAS28, HUPI, SDAI, CDAI), criterios de remision ACR/EULAR y
progresion radiologica mediante el método validado de Sharp modificado por van der
Heijde (SvdH) como marcador de gravedad.

Para cada objetivo se realizo el correspondiente analisis estadistico, media y desviacion
estandar (DE) de las variables cuantitativas con una distribucion normal. La mediana y
el rango intercuartilico (RIC) se calcularon para aquellas variables con distribucion
normal. La t de Student se aplicé para comparar las medias de las variables con una
distribucion normal y la prueba de Mann-Whitney se utilizé para variables que no
presentaban distribucion normal. La prueba de la y2 se utiliz6 para las variables
cualitativas. Para el andlisis de la correlacion entre la DMO de diéfisis de metacarpianos
2° a 4° evaluada mediante DXA y DXR, asi como con diferentes variables cuantitativas,

se utilizaron los test de Pearson o de Spearman segtn la distribucion de las variables.
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Para el objetivo 3, analizar la relacion de la DMO de diafisis de metacarpianos 2° a 4°
medida por DXA con diferentes variables, se realiz6 un analisis multivariable con
modelos lineales generalizados usando el comando glm de Stata 14.0 para Windows

(Stata Corp LP, College Station, TX, USA).

RESULTADOS: Para el primer objetivo del estudio, se incluyeron 578 pacientes del
estudio PEARL (54,7% cumplian criterios de AR 2019, mas en el grupo ACPA positivo
que negativo), con una media de 5 meses de evolucion de la enfermedad, un mayor
porcentaje de mujeres en ambos grupos. La DMO se asoci6 significativamente con el
género, la edad, la menopausia y el IMC. La positividad para ACPA permanecié como
una variable independiente asociada de forma significativa con valores mas bajos de
DMO en columna lumbar y cadera.

Para establecer la DXA como método de medicion de DMO diafisaria en MC se llevo a
cabo un estudio en 27 individuos (17 sanos y 10 pacientes de ARC), la mayoria
mujeres. Las mediciones de la DMO en la didfisis MC tuvieron excelentes coeficientes
de correlacion intraobservador (valor medio 0,995 [0,94-0,99]) asi como variabilidad
interobservador (valor medio 0,99 [0,97-0,99]). Los valores absolutos de la minima
diferencia detectable (SDD en inglés) fueron 0,028 g/cm” para el segundo MC, 0,034 g /
cm” para el tercer MC y 0,028 g/cm® para el cuarto. Los graficos de Bland Altman
sugieren que la precision de las mediciones no se correlaciona con el valor de las
medidas, siendo estable tanto en valores altos como bajos.

Posteriormente, se realizé un estudio prospectivo longitudinal a los que se realiz6 DXR
en 111 pacientes (87,4% mujeres) y 378 DXA (82% mujeres) con caracteristicas
similares en ambos grupos. La correlacion de la DMO diafisaria de MC entre ambas
técnicas fue excelente (R=0,859; p<0,0001). Dados estos hallazgos, se procedié a
estudiar la relacion de la DMO de MC con distintos pardmetros clinicos. Los principales
factores que influyen sobre la DMO son el género femenino, la edad y el IMC.
Ajustando por estas variables, observamos que los pacientes con mayor actividad
clinica a lo largo del seguimiento y que no consiguieron alcanzar la remision clinica al
final del seguimiento mostraron una tendencia a presentar menor DMO de MC en la
visita basal, aunque sin alcanzar significacion estadistica, Sin embargo, si se observo
una asociacion estadisticamente significativa entre mayor progresion radiografica a los
dos afios de seguimiento, evaluada mediante el indice de SvdH, y menor DMO de MC

ajustada por edad, sexo e IMC en la visita basal.
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CONCLUSIONES: La presencia de ACPA, como biomarcardor de mal pronostico, se
asocia a una menor DMO medida mediante DXA sistémico. La medicion de DMO
diafisaria de MC mediante DXA es una técnica reproducible con buena correlacion inter
e intraobservador. Los principales factores que influyen sobre la medicion de DMO
diafisaria de MC son el género femenino, la edad y el IMC. Los pacientes con menor
DMO de MC tienen una mayor progresion en el subindice de erosiones del SVdH a los

2 afios de seguimiento.
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BACKGROUND: Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease that
produces chronic inflammation of the synovial membrane and joint destruction,
associated with systemic complications and increased mortality. Citrullinated proteins
antibodies (ACPA) can induce osteoclast activation even before the development of
arthritis, leading to a loss of bone mineral density (BMD) in these patients. Techniques
such as X-ray-based radiogrammetry (DXR) have shown that RA patients with lower
BMD measured in the metacarpals diaphysis (MC) of the hand are associated with a
worse disease prognosis, including increased mortality. However, this technique is not
very accessible in our environment. In contrast, dual X-ray densitometry (DXA) is a
simple, inexpensive, and accessible technique that enables effective BMD

measurement.

OBJECTIVES: The development of this thesis has several objectives. The first to
study the relationship between the presence of ACPA, as an example of a bad
prognostic biomarker, and BMD assessed by DXA both locally and systemically.
Subsequently, establish a method for measuring BMD in MC diaphysis using DXA and
validate the reproducibility of the measurement of BMD using this technique to be able
to evaluate cortical BMD in MC diaphysis using both techniques and study its
correlation. Finally, analyze the BMD results of MC measured through DXA with
clinical parameters to better assess the variables that may influence its use as a
prognostic marker and thus evaluate the usefulness of baseline BMD measurement in
MC diaphysis 2nd to 4th by DXA in patients with arthritis of onset as a prognostic
marker based on different clinical variables of activity and remission, as well as

radiographic progression of the disease and its correlation at 2 years of follow-up.

MATERIALS AND METHODS: Most of this work is based on the PEARL study, a
longitudinal registry of patients recruited from the monographic clinic of recent onset
arthritis (ARC) of the Rheumatology Service of the Hospital Universitario de la
Princesa, a prospective longitudinal cohort that began its recruitment in September 2001
and which currently includes more than 900 patients with ARC and a follow-up of 2
years. For this thesis, the data from the baseline visits were analyzed, where

sociodemographic, clinical, analytical and therapeutic variables are collected. In
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addition, a DXA of the non-dominant hand, lumbar spine (LS) and hip is performed.
ACPA determination was performed using a second generation anti-cyclic citrullinated
peptide enzyme immunoassay (EIA; Euro-Diagnostica Immunoscan RA; positive> 50
IU / ml) until October 2010 and thereafter with a third generation EIA (QUANTA Lite
CCP3 IgG and IgA, Inova Diagnostics; positive> 40 IU / ml). This last EIA is third
generation and capable of detecting ACPA of the IgG, IgA isotype. Likewise, IgG
isotype anti-mutated citrullinated vimentin antibodies (MCV-ACPA) were tested by
quantitative EIA analysis (ORG548 anti-MCV, Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz,
Germany; positive> 20 U / ml).

Regarding the radiographic variables studied, plain radiographs of the non-dominant
hand were performed in the selected ARC patients to perform DXR, performing a
computerized study of the cortical bone mass of the 2nd to 4th metacarpals diaphysis
(MC) of the non-dominant hand using the system Pronosco © from digital X-rays of
both hands of all patients included in the study.

Subsequently, a BMD study was performed using DXA with a HOLOGIC © 4500W
Elite series densitometer (Hologic ©, Bedford, MA, USA) and the technique by which
the BMD of the 3 central CM of the non-dominant hand was analyzed was reproduced. ,
selecting the regions of interest (ROI) of the middle third of each MC for analysis and
validation and reproducibility of the technique.

Data obtained using DXA and DXR were correlated with disease activity data (DAS2S,
HUPI, SDAI, CDAI), ACR / EULAR remission criteria and radiological progression
using the validated Sharp method modified by van der Heijde (SvdH) as severity
marker.

For each objective, the corresponding statistical analysis, mean and standard deviation
(SD) of the quantitative variables with a normal distribution was performed. The
median and interquartile range (IQR) were calculated for those variables with a normal
distribution. Student's t-test was applied to compare the means of the variables with a
normal distribution and the Mann-Whitney test was used for variables that did not
present a normal distribution. The y2 test was used for qualitative variables. For the
analysis of the correlation between the 2nd to 4th metacarpal diaphysis BMD evaluated
by DXA and DXR, as well as with different quantitative variables, the Pearson or
Spearman tests were used according to the distribution of the variables.

For objective 3, to analyze the relationship of the 2nd to 4th metacarpal diaphysis BMD

measured by DXA with different variables, a multivariate analysis was performed with
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generalized linear models using the Stata 14.0 glm command for Windows (Stata Corp
LP, College Station , TX, USA).

RESULTS: For the first objective of the study, the relationship between the presence of
ACPA as a marker of poor prognosis and a lower BMD at the systemic level, 578
patients from the PEARL study were analyzed (54.7% met the 2019 RA criteria, more
in the group ACPA positive than negative), with an average of 5 months of evolution of
the disease, a higher percentage of women in both groups. BMD was significantly
associated with gender, age, menopause, and BMI. Positivity for ACPA remained as an
independent variable significantly associated with lower BMD values in the lumbar
spine and hip.

In order to establish DXA as a method for measuring BMD in MC, it was carried out in
27 individuals (17 healthy and 10 ARC patients), the majority women. Measurements of
BMD in the diaphysis of MC shaft had excellent intraobserver correlation coefficients
(mean value 0.995 [0.94-0.99]) as well as interobserver variability (mean value 0.99
[0.97-0.99]). The absolute values of the least detectable difference (SDD) were 0.028 g/
cm?2 for the second MC, 0.034 g / cm2 for the third MC diaphysis, and 0.028 g / cm2
for the fourth. The Bland Altman plots suggest that the precision of the measurements
does not correlate with the value of the measurements, being stable at both high and low
values.

Subsequently, in the study of correlation of BMD measured by DXA and by DXR, a
longitudinal prospective study was carried out in which DXR was performed in 111
patients (87.4% women) and 378 DXA (82% women) with similar characteristics in
both groups. The metacarpal BMD correlation between both techniques was excellent
(R = 0.859; p <0.0001). Given these findings, we proceeded to correlate with different
prognostic parameters. The main factors that influence BMD are female gender, age and
BMLI. In the data analyzed, we observe that patients with greater clinical activity present
a tendency to present a lower BMD at the baseline visit and a tendency to present a
lower baseline BMD in those patients with greater disease activity, although it does not
reach statistical significance, if a statistically significant correlation was observed
between the radiographic progression at two years of follow-up evaluated by the sVdH

index and the BMD of MC diaphysis adjusted for age, sex and body mass index.

CONCLUSIONS: The presence of ACPA, as a poor prognostic biomarker, is

associated with a lower BMD measured by systemic DXA. Measurement of MC
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diaphysis BMD by DXA is a reproducible technique with good inter- and intra-observer
correlation. The main factors influencing the BMD measurement of MC diaphysis are
female gender, age, and BMI. Patients with lower BMD of MC diaphysis have a greater

progression in the subindex of erosions of the SVdH at 2 years of follow-up.
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1. INTRODUCCION



La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica cuya
manifestacion mas caracteristica es la inflamacion persistente de la membrana sinovial
de las articulaciones diartrodiales, lo que lleva a deterioro del cartilago y el hueso
yuxtaarticular con destruccion progresiva de las articulaciones y también pérdida de
masa Osea nivel sistémico. Como consecuencia, conlleva una elevada discapacidad
funcional, desarrollo de comorbilidades y disminucion de la esperanza de vida (1). La
actual prevalencia de la AR en Espafia se estima en 1,07%, con un intervalo de
confianza (IC) del 95%: 0,70-1,44(2), datos similares a los observados en otros paises
occidentales. Esto supone que casi medio millon de personas padecen AR en nuestro
pais y, por tanto, implica altos costes directos derivados de la atencidén sanitaria, y
también indirectos debidos a la incapacidad laboral y la dependencia que produce la
AR. En Espaia, en 2001 el coste total de la AR era de mas de 2.250 millones de euros
(unos 10.700 euros por paciente y afio), siendo el 30% costes indirectos relacionados
con la discapacidad laboral (3). Recientemente, se ha estimado que solo los costes
directos han aumentado hasta unos 12.150 euros por paciente y afio, aunque con una
enorme variabilidad dependiente del paciente y de la region (4). Muy probablemente,
este incremento esté relacionado con el aumento del uso de terapias avanzadas que,
entre los afios 2000 y 2010, se administraron preferentemente en fases evolucionadas de
la enfermedad, donde son menos efectivas.

El desalentador panorama descrito previamente parece que ha mejorado durante la
ultima década (5). Los tres grandes hitos que han contribuido a mejorar el curso
evolutivo de los pacientes con AR han sido: 1) El reconocimiento de la “ventana de
oportunidad” como un periodo de unas 15-20 semanas desde el inicio de la enfermedad
en el que la respuesta a cualquier tipo de farmaco modificador de la enfermedad
(FAME) es desproporcionadamente mejor, siendo mas factible reducir la destruccion
articular y alcanzar la remision de la enfermedad (6) 2) la intensificacion del tratamiento
en base a un seguimiento estrecho en el que se busque la consecucidon de objetivos
preestablecidos (“tight control” + “treat to target [T2T]”), remision o baja actividad (7)
y 3) la llegada de las terapias avanzadas, tanto terapias bioldgicas, como inhibidores de
las vias JAK-STAT, que se han ido incluyendo gradualmente en las recomendaciones
de manejo de la AR (8). De las tres, posiblemente la primera sea la mas importante, ya
que incide directamente en la eficacia de las otras dos.

Sin embargo, la AR tiene un curso evolutivo muy heterogéneo y, para implementar las

tres medidas antes descritas sin producir yatrogenia innecesaria necesitamos



biomarcadores que nos ayuden a diferenciar los pacientes con alto riesgo de mal curso
evolutivo, de aquellos que con tratamiento poco agresivo evolucionaran de forma
favorable.

La osteoporosis (OP) es un trastorno esquelético sistémico por el que se produce una
disminucién de la masa 6sea y deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, lo que
conlleva un aumento de la fragilidad 6sea y susceptibilidad a la aparicion de fracturas
por fragilidad o de bajo impacto. La fractura por fragilidad se define como una fractura
espontanea resultado de un minimo o nulo traumatismo y es un signo de OP establecida
(9). La prevalencia de OP en la poblacion general varia del 9% al 38% para las mujeres
y del 1% al 8% para hombres segln los paises (9). En la Union Europea (UE), se estim6
que 22 millones mujeres y 5,5 millones de hombres tenian OP en 2010 (10).

Como es ya conocido, la OP es una comorbilidad frecuente en la AR con una
prevalencia que ronda el 30%, llegando hasta el 50% en mujeres postmenopdusicas, casi
el doble que la poblacion general (11)(12), alcanzando una incidencia de 33,00 frente a
15,31 por 1.000 personas-afio en un meta-analisis reciente (13). La columna vertebral es
a menudo la parte del esqueleto més frecuentemente afectada, con una tasa de fracturas

vertebrales hasta 5 veces superior respecto a los controles sanos (13)(14).

1.1 FACTORES DE RIESGO DE OSTEOPOROSIS EN AR

La OP y la AR comparten algunos factores de riesgo comuin, como el género femenino
(proporcion mujer:hombre en AR: 3-4:1) y el tabaquismo. Otros factores de riesgo
generales de OP como la edad, el indice de masa corporal (IMC) bajo, la menopausia, la
diabetes o los trastornos tiroideos (11)(15)(16) son igualmente aplicable a pacientes con
ARy a la poblacion general.

La inflamacién sistémica cronica es otro factor importante a tener en cuenta en estos
pacientes. Por otra parte, la AR, presenta factores de riesgo afiadidos para la OP, como
son la actividad persistente de la enfermedad, con el efecto de las células inmunitarias
que conduce a la aparicion de erosiones Oseas, y el uso frecuente de glucocorticoides
(GC) a lo largo del transcurso de la enfermedad. Todo ello conduce a un aumento del
riesgo de OP de manera mds precoz y aumentando el riesgo de comorbilidades

secundarias (16).



Se ha observado que tanto la OP como las fracturas aparecen de manera mas
significativa en pacientes con una alta actividad de la enfermedad evaluada mediante el
indice compuesto DAS28, en aquellos que presentan erosiones periarticulares y dafo
estructural acumulado (17), puntuaciéon mas elevada en indices de capacidad funcional
como el HAQ o que presentan biomarcadores de mal prondstico en AR como son los
anticuerpos antipéptido citrulinados (ACPA) o el factor reumatoide (FR) positivos
(18)(19). De hecho, se ha descrito que la positividad de los ACPA se ha asociado de
manera independiente con la pérdida de masa dsea trabecular grave (15) y que el riesgo
de fractura, evaluado mediante el FRAX, se ve incrementado a los 10 afios en estos
pacientes (20). Por el contrario, las publicaciones recientes muestran que los pacientes
que logran una remision temprana de la AR tienen un perfil de riesgo de OP similar a la
poblacion general (19).

En cuanto a los agentes terapéuticos para la AR, la terapia con GC merece una mencion
especial. De hecho, los GC suprimen en el hueso la formacion de osteoblastos, que se
asocia con una rapida supresion de propéptido N-terminal de procoladgeno tipo 1 (PINP,
un biomarcador de formacién 6sea), lo que lleva a una reduccion temprana del hueso
trabecular (21). Curiosamente, los GC también suprimen la actividad de los osteoclastos
(OC), cuya actividad estd aumentada en pacientes con artritis activa, por lo que también
podrian tener un efecto protector en algunos casos (22). De hecho, algunos estudios
muestran que el uso de GC en la AR podria ser incluso beneficioso, con un bajo
impacto en la densidad mineral 6sea (DMO) debido a sus propiedades antiinflamatorias
y supresoras sobre la actividad de la artritis (22)(23). Por tanto, dosis bajas de GC
podrian proporcionar proteccion contra la pérdida 6sea inflamatoria durante los
episodios de actividad poliarticular inflamatoria y podria contrarrestar sus posibles
efectos desfavorables sobre la reabsorcion oOsea que conducen a un equilibrio

esquelético neutral o incluso favorable (23)(24).

1. 2 OSTEOINMUNOLOGIA: CONCEPTO Y RELEVANCIA CLIiNICA DEL
SISTEMA INMUNE Y LAS ENFERMEDADES SISTEMICAS MEDIADAS POR
EL SISTEMA INMUNE SOBRE EL REMODELADO OSEO

En el pasado, el hueso era considerado una estructura estatica, pero hoy en dia sabemos

que se trata de un tejido dindmico en constante actividad. Asi, el esqueleto se renueva



de forma completa aproximadamente cada 10 afios. El proceso de formacion y
reabsorcion dsea se conoce como remodelado 6seo. Este proceso tiene una regulacion
compleja, determinada por factores mecanicos, moleculares y celulares. De hecho, los
OC, los osteoblastos (OB) y los osteocitos son los principales actores celulares
involucrados en esta remodelacion osea.

El hueso y el sistema inmunologico mantienen una estrecha relacion tanto anatémica -
ya que el hueso alberga la médula 6sea- como funcional a través diferentes vias de
sefnalizacion molecular y celular y multiples mediadores o citoquinas (25)(26).

En consecuencia, la osteoinmunologia es una disciplina que intenta abordar todas estas
interrelaciones (27) y ha experimentado un gran desarrollo en los tltimos afios. La AR
es el prototipo de enfermedad osteoinmunologica donde la pérdida de DMO es uno de
los hallazgos mas caracteristicos. En la AR hay tres tipos de pérdida oOsea: local,
yuxtaarticular y sistémica, ocasionando las distintas comorbilidades conocidas como el
desarrollo de erosiones articulares y OP sistémica con el consecuente riesgo de
presentar fracturas (28)(29).

El desequilibrio en la remodelacion 6sea que ocurre en la AR provoca un aumento en la
resorcién 6sea que conduce a una reduccion de la DMO y una disminucién de la
osteoformacion que inhibe la reparacién 6sea. Existen diferentes células, citoquinas y
vias de sefializacion que estan involucradas en ambos procesos como podemos ver en el
esquema que se muestra en la figura 1 ( Anexo 1). Todas ellas podrian ser posibles
dianas terapéuticas para prevenir la progresion radiografica y la aparicion de osteopenia/

osteoporosis asociada a la AR.
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Figura 1. Esquema ilustrativo de la regulacion de la osteoclastogénesis en pacientes con

OSTEOCLAST

AR. ACPA: Anticuerpos antipéptidos citrulinados; ACarPa: Anticuerpos antiproteinas
carbamiladas; DDK-1: Dikkopf 1; IL: familia de interleucinas; OB: osteoblastos; OC:
osteoclastos; OPG: osteoprotegerina; RANK: Receptor activador del factor nuclear
(NF) —kB; RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear (NF) —kB;
Runx2: factor de transcripcion relacionado con la osteoblastogénesis; TNF-alfa: Factor

de necrosis tumoral alfa; Th: linfocitos “helper”; Treg: linfocitos T reguladores.

Los OC son la principal poblacion celular responsable de la pérdida de masa dsea en
pacientes con AR. Estas células gigantes multinucleadas estdn involucradas en la
resorcién Osea a través de la degradacion de la matriz dsea por enzimas &cidas y
cataliticas, lo que lleva al desarrollo de erosiones 6seas en la AR (30). Se originan a
partir de células madre hematopoyéticas del linaje de los macrofagos/monocitos. Para
su diferenciaciéon requieren la intervencion del factor estimulante de colonias de
macrofagos (M-CSF) (31). Ademads, numerosas moléculas y vias de sefializacion estan
involucradas en los procesos de diferenciacion y activacion de los OC. Entre ellos, el

receptor activador del factor nuclear (NF) -kB (RANK) y su ligando (RANKL) son los



mas importantes (Anexo 1). RANK y RANKL son proteinas que pertenecen a la
superfamilia del Factor de necrosis tumoral (TNF). RANKL se expresa, tanto en forma
soluble, como unido a la membrana de diferentes células 6seas (OB y OC) y también
en diferentes subpoblacioness de células del sistema inmunoldgico (25)(32). Por el
contrario, RANK principalmente se expresa en OC. La osteoprotegerina (OPG) es otra
proteina de la superfamilia del TNF, que tiene un papel regulador en remodelacion 6sea
(33), trabajando como receptor sefiuelo RANKL, bloqueando su efecto a través de su
interaccion y por lo tanto inhibiendo la osteoclastogénesis. De hecho, RANKL se
conocia inicialmente como el Ligando OPG (34).

El tejido sinovial en la AR es la principal fuente de RANKL (35), siendo los
fibroblastos sinoviales y las células T activadas las principales células involucradas en
su produccion (36). En un modelo animal experimental, la ausencia de expresion de
RANKL en fibroblastos de ratones con artritis inducida por colageno parece tener un
efecto protector sobre la aparicion de erosiones Oseas. Este no es el caso de la
deficiencia de RANKL en las células T. Ademas de la expresion de RANKL, los
fibroblastos inducen osteoclastogénesis a través de la disminucion de OPG (37).

Las células T también juegan un papel crucial en el metabolismo 6seo en la AR. Como
se ha mostrado en la Figura 1, hay diferentes fenotipos de células T (Thl, Th2, Th17 y
Treg), mostrando patrones de expresion de diferentes moléculas y de liberacion de
distintas citocinas que juegan distintas funciones en la regulacion del remodelado dseo.
Las dos primeras subpoblaciones desempefian un papel regulador negativo sobre la
osteoclastogénesis, secretando citocinas inhibidoras como interferon gamma (IFN-g) e
IL-4 (38). Las células T reguladoras (Treg) también funcionan como reguladores
negativos de la osteoclastogénesis, siendo responsables de regular la tolerancia y
autorreactividad. Las células Treg parecen tener un efecto antiinflamatorio en modelos
animales de artritis inducida por TNF, donde inhiben la diferenciacion de los OC y
promueven la actividad de los OB (39).

Por el contrario, las células Th17 se han descrito como un subtipo de las células Th que
inducen la osteoclastogénesis por varios mecanismos (40). Estas células producen
RANKL e IL-17, una citocina que a su vez estimula la producciéon de RANKL por los
fibroblastos y OB. Ademas, estimulan la produccién de M-CSF y RANKL por OB y
células estromales, también la produccién de TNF-a aumentan la expresion de RANK

en los precursores de OC (41).



Finalmente, las células B, ademas de ser células productoras de anticuerpos, también
parecen desempefiar un papel en la resorcion dsea en la AR, ya que son capaces de
producir RANKL bajo determinados estimulos participando asi en osteoclastogénesis y
resorcion osea (42).

Ademas de los subconjuntos de células, numerosas citocinas se han descrito en la
patogenia de la AR, entre las que se encuentran TNF-a e IL-6, porque no solo juegan un
papel en la inflamacién, pero también parecen tener un efecto directo sobre la
remodelacion 6sea en AR (25). De hecho, son dos de las principales dianas terapéuticas
de las nuevas terapias para la AR. En la tabla 1 (Anexo I) se muestran la principales
citocinas implicadas en la destruccion y formacion 6sea en pacientes con enfermedades
inflamatorias.

El TNF-alfa tiene un efecto osteoclastogénico neto. Estimula la resorcion 6sea mediante
la promocién de la diferenciacion de los OC, aumentando la expresion de RANKL en
linfocitos T y B y en OC, en los que también promueve la expresion de RANK en
precursores de OC (43). El TNF-alfa también contribuye a la inhibiciéon de la formacion
6sea. mediante la estimulacion de la produccion de Dickkopf-1 (DDK-1) como se
muestra en la figura 1. Los estudios in vitro e in vivo han descrito una controvertido
papel del TNF-alfa en la osteoblastogénesis, describiendo efectos tanto inhibidores (44)
como estimulantes (45), dependiendo de la etapa de diferenciacion de los osteoblastos.
La IL-6 es otra citocina clave en la patogenia de la AR (46). Ademas de su claro papel
sobre la inflamacidn, tiene un efecto directo sobre la pérdida dsea global y local en AR
(47). La IL-6 promueve la reabsorcion 6sea mejorando la expresion de RANKL por
osteoblastos, fibroblastos y células T (48) y estd implicado en la diferenciacion de las
células Th17. Sin embargo, IL-6 tiene un papel controvertido en la formacion Osea, ya
que es tanto proosteoclastogénico (49) como inhibitorio (50).

Otra molécula interesante involucrada en la reabsorcion désea es catepsina K, una
proteasa lisosomal expresada predominantemente en OC y que estd sobreexpresada en
el tejido sinovial, fibroblastos y suero en pacientes con AR (51). En un modelo animal
de artritis utilizando ratones transgénicos con TNF humano (hTNF-tg), la deficiencia de
catepsina K inhibe la activacion de los OC, previniendo la erosidon articular y
presentando un papel regulador en el sistema inmune(52).

En el proceso de formacion osea por los OB, las células de origen mesenquimal, y
diferentes moléculas y vias de sefializacion celular contribuyen de diferentes maneras.

Una de las rutas més importantes de senalizacion es la via Wnt. Las vias de sefalizacion



Wnt son un grupo de vias de transduccion de sefales que comienzan con proteinas que
traducen sefiales en la célula a través de los receptores de la superficie celular, activando
la transcripcion de factores genéticos que regulan la maduracion de los OB y por lo
tanto la formacion de hueso. También hay diferentes inhibidores endogenos de esta via,
entre los que se encuentran DKK-1 y la esclerostina (53). En la AR, hay un aumento en
la expresion de estos factores inhibidores de la via Wnt y por lo tanto una reduccion en
la formacién de hueso. En consecuencia, esta via podria estar involucrada en la
reparacion de erosiones Oseas en AR (54).

De manera similar, se ha informado un aumento de DKK-1 en la membrana sinovial y
el suero en pacientes con AR. La elevacion DKK-1 se asocia con un mayor riesgo de
erosiones en estos pacientes (55). Sus niveles parecen depender del estado
proinflamatorio, mientras que la inhibicién del TNF-a los reduce.

La esclerostina es otro inhibidor de la via Wnt, principalmente secretada por los
osteocitos. Bloqueando la esclerostina, en el modelo de artritis de ratones transgénicos
para el TNF humano se r, la destruccion del hueso periarticular y el dafio del cartilago,

sin cualquier efecto sobre la inflamacion.

1.3 EL PAPEL DE LOS AUTOANTICUERPOS SOBRE LA MASA OSEA EN LA
ARTRITIS REUMATOIDE

La AR es una enfermedad en la que el desarrollo de diferentes autoanticuerpos es un
evento patogénico temprano que se asocia con dafo estructural de la articulacion, la
aparicion de erosiones y osteopenia yuxtaarticular (56)(57). Los autoanticuerpos mas
frecuentes asociados con la AR son el FR y los ACPA. El FR se dirige contra la region
Fc de IgG y aparece principalmente como isoforma de [gM. Aunque el FR esta presente
en un alto porcentaje de los pacientes con AR, no es muy especifico, ya que puede
aparecer en otras enfermedades autoinmunes e incluso en poblacion sana, especialmente
en personas mayores. Por el contrario, los ACPA son mas especificos de AR y es muy
poco prevalente en la poblacion general, habiendo demostrado evidencia de su papel
pronostico en la progresion radioldgica y la aparicion de erosiones. En la actualidad,
estd bien establecido que los ACPA se puede detectar en sueros humanos durante la

etapa previa a la AR clinica, incluso 10 afios antes del inicio de los sintomas (58).
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Como ya se ha mencionado, los mecanismos por los cuales la OP sistémica aparece en
la AR son complejos, incluidos la inflamacion sistémica mantenida, el uso de GC,
disminucion de la actividad fisica y como consecuencia de algunos FAME.

En la actualidad, existe suficiente evidencia para respaldar que los autoanticuerpos
también juegan un papel en la patogenia de la pérdida de DMO, sistémica o local, en la
AR. Diferentes modelos animales han demostrado que los ACPA puede inducir
diferenciacion de los OC y su activacion incluso antes del inicio de la artritis (59).
Durante la diferenciacion de los OC, los precursores mieloides expresan vimentina
citrulinada en su membrana que puede ser el objetivo de su ACPA especificos. Este tipo
de ACPA se une al receptor Fc-gamma que induce la produccion de CXCLS8, que a su
vez promueve la proliferacion y maduracion de los OC (59)(60). La presencia de
inmunocomplejos de ACPA y sus dianas también pueden inducir este proceso (61)(62).

Ademas, Kleyer et al. han demostrado una disminucion en la DMO cortical sistémica en
una poblacion limitada de sujetos positivos para ACPA sin artritis (63). Resultados
similares en este sentido han sido descritos por Bugatti et al. en una cohorte de artritis
de inicio temprano presentaban una disminucién de la DMO cortical sistémica en
cadera, columna lumbar y mano en pacientes ACPA positivos independiente de los
factores de riesgo clasico para OP (64).

La solida evidencia disponible sobre el papel de los ACPA como biomarcadores de
diagnostico y pronodstico en la ARha llevado a que sean incluidos como un elemento
altamente ponderado en los criterios ACR/EULAR para la clasificacion de la AR (65),
Sin embargo, otros autoanticuerpos que reconocen modificaciones postraduccionales
de proteinas también se han asociado con una posible utilidad pronoéstica. Entre ellos,
los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas (anti-CarPA) son los que tienen la evidencia
mas solida con respecto a su papel en la patogenia de la AR en comparacién con
anticuerpos anti-proteinas acetiladas u otras modificaciones.

Curiosamente, muchas de estas modificaciones (citrulinacion, acetilacion o
carbamilacioén) incluyen vimentina, apuntando a esta proteina como un objetivo
importante en la patogénesis de la AR. Los anti-CarPA ha mostrado un superposicion
clara con los ACPA, pero algunos estudios los han identificado como un biomarcador
de pronodstico independiente, especialmente con respecto a la aparicion de erosiones
(66).

Como ya se menciond anteriormente, la presencia de citocinas proinflamatorias

mantenidas en la AR juegan un papel importante en la regulacion y activacion de los
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OC. Pero también hay evidencia de la importancia de los autoanticuerpos y complejos
inmunes para la produccion de estas citocinas inflamatorias por macroéfagos, mostrando
de una forma indirecta como estos complejos inmunes contribuyen a la pérdida de
DMO a través de la regulacion de los OC.

En conjunto, estos datos sugieren que multiples factores patogénicos juegan un papel
relevante en la aparicion de la OP sistémica que incluso podrian estar actuando desde
antes del inicio de la inflamacion articular, y conducen a la pérdida local de DMO en
etapas posteriores a través de la perpetuacion de la inflamacion y el aumento progresivo

de sus niveles.

1.4 OSTEOPOROSIS ASOCIADA CON AR

En los ultimos 10 afios se ha descrito, una disminucién en la prevalencia de OP y
fracturas en pacientes con AR. Probablemente la causa sea una mejoria en las opciones
terapéuticas que han permitido a los reumatélogos llevar a mas pacientes con AR a la
remision (19).

La mayor parte de la informacion proviene de los inhibidores del TNF, cuyo uso se ha
asociado con una disminucion del nimero de fracturas y con la mejoria de la DMO en
regiones anatomicas vertebrales y no vertebrales (67)(68). En cuanto a los marcadores
de recambio 6seo, los resultados de los estudios fueron bastante consistentes, mostrando
a menudo un aumento en marcadores de la formacioén dsea junto con una disminucion
de los marcadores de resorcion dsea (69)(70). Con menos frecuencia en estos estudios,
se observaron una disminucién en la resorcién del hueso con estabilizacion de la
formacion 6sea (71)(72), o estabilizacion de los marcadores de resorcion 6sea con de
marcadores formacion 6sea (73)(74). Un articulo reciente mostro, en pacientes con AR
temprana tratados con certolizumab pegol, que los marcadores de recambio 6seo y los
inhibidores de la via Wnt/B-catenina pueden cambiar rdpidamente después inicio de la
terapia, con una disminucion del telopéptido carboxi-terminal de coladgeno tipo 1 (CTX-
I), un aumento de PINP y la disminucion en DKK-1 y esclerostina, ya evidente desde la
primera semana del inicio del tratamiento (70).

Otros agentes bioldgicos como tocilizumab, rituximab y abatacept han mostrado una
disminucion significativa en los marcadores de resorcidon 6sea y expresion de RANKL,

que proporciona evidencia de un efecto beneficioso sobre el proceso de remodelacion
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6sea que ralentiza la pérdida de DMO (19). En un estudio, tras dos afos de tratamiento
con tocilizumab se objetivd una mejora en la DMO y reduccidn significativa de los
niveles CTX en pacientes ACPA positivos (75). Otro estudio revelo la eficacia de
abatacept para aumentar la DMO en la zona del cuello femoral sin diferencias en los
niveles urinarios de N-telopéptido de colageno tipo I (uNTx) y fosfatasa alcalina
especifica del hueso (76).

Finalmente, el efecto de los FAME no biologicos sobre la DMO, principalmente
estudiado para metotrexato, sobre la DMO es controvertido (77). La leflunomida ha
sido el unico FAME para el que se ha observado un aumento significativo en la DMO
de la columna lumbar, sin que se detecten diferencias significativas a nivel de cuello
femoral (78). En conjunto, esta evidencia sugiere que la relacion entre la actividad de la
AR, la inflamacion sistémica y la OP estd mediada por citocinas proinflamatorias
(principalmente M-CSF, IL-17, TNF-a, IL-1 e IL-6) que regulan la osteoclastogénesis y
son importantes estimuladores de la sintesis de RANKL. Durante el proceso
inflamatorio, su produccion excede la sintesis de sus inhibidores fisiol6gicos y receptor
sefiuelo OPG. Por lo tanto, el desequilibrio entre la actividad de los OB y los OC es
directamente responsable de la pérdida 6sea y las erosiones locales en la AR (19)(17).
Sin embargo, este desequilibrio también puede ocurrir a nivel sistémico.

Todo ello permitiria postular que la pérdida de DMO en la AR puede ser un predictor
temprano de enfermedad erosiva (17), como sugiere un estudio en el que la pérdida de
DMO medida por radiogrametria en metacarpianos fue el principal predictor

independiente de posterior progresion radiografica articular (79).

1.5 LA DENSIDAD MINERAL OSEA COMO POSIBLE MARCADOR DE
GRAVEDAD EN ARTRITIS REUMATOIDE

Actualmente, la estrategia de manejo de la AR apunta a la deteccidon precoz y el inicio
de tratamiento con FAME tan pronto como se detecte la presencia de artritis(7). Esta
recomendaciéon parte del concepto de enfermedad reumatoide, como un proceso

evolutivo que comienza afios antes de que el paciente cumpla criterios de AR (Figura

2).

13



Phase B Phase C Phase D Phase E Phase F
Environmental Autoimmunity Symptoms Undifferentiated Rheumatoid
risk factors arthritis arthritis

&

XX

Figura 2. Proceso evolutivo de la enfermedad reumatoide (80).

En este sentido, el estudio PEARL (Princesa Early Arthritis Register Longitudinal) ha
demostrado que la implementacion del tratamiento con FAME aprovechando la ventana
de oportunidad y adoptando las estrategias de “tight control” y “T2T” (“treat to target™)
ha llevado a la prevencion de enfermedad erosiva y detenciéon de la progresion
radioldgica (5), tanto por un mejor control de la enfermedad como por un uso reducido
de farmacos osteopenizantes a largo plazo. Sin embargo, como ya se ha mencionado
previamente el curso evolutivo de la AR es muy heterogéneo desde formas muy
agresivas a formas leves incluso, esporddicamente, con tendencia a la remision
espontanea. Por tanto, es importante tener biomarcadores prondsticos que nos ayuden a
identificar a aquellos pacientes que necesitan tratamiento intensivo de forma precoz
con el fin de evitar un mal curso evolutivo a largo plazo. Que tengan una baja DMO
sugiere que la medicion de la masa Osea podria ayudar a predecir el prondstico de los
pacientes con artritis temprana.

Los métodos mas ampliamente utilizados para determinar la masa Osea periarticular
hasta la actualidad han sido la absorciometria radiologica de foton unico y de doble
foton (DXA), la tomografia computarizada periférica (TCp) y, recientemente, la
radiogrametria basada en el uso de rayos X (DXR), que mide la densidad 6sea cortical
de los tres metacarpianos medios de ambas manos, mediante tecnologia radioldgica
digital. Desde su aprobacion por la FDA en 1999, la tecnologia DXR ha sido utilizada a
nivel experimental para diferentes aplicaciones, que incluyen tanto la prediccion de
severidad y la monitorizacion de tratamientos en la AR como para valorar el riesgo de

fractura en pacientes con OP.
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Con respecto a este tema, hay evidencia de que la medicion de la DMO por DXR en la
diafisis de metacarpianos de la mano no dominante de los pacientes con AR estd
asociada con la progresion de la enfermedad, aparicion de erosiones dseas e incluso, en
algunos estudios, con aumento de la mortalidad (79)(80)(81). Ademas, la DXR es un
procedimiento muy sensible para detectar la pérdida de DMO en la mano y en la AR de
larga duracion se ha asociado con titulos elevados de autoanticuerpos, principalmente
ACPA, progresion radiografica y la aparicion de erosiones (82). Sin embargo, la DXR
es una técnica costosa y poco accesible. Por el contrario, la densitometria de rayos X
dual convencional (DXA) es el gold standard para evaluar la DMO en la OP, y también
es una técnica sencilla y mas accesible en todo el mundo. En este sentido, en el estudio
PEARL se viene realizando DXA de columna lumbar, cadera y antebrazo desde el afio
2005 Ademas, en un proyecto previo al que ha dado lugar a esta tesis, se decidio
realizar DXA de mano no dominante en todos los pacientes incluidos en dicho estudio
con el fin de determinar como afectaba la presencia de inflamacién local en la masa
6sea total de la mano y, en especial, de las articulaciones metacarpofaldngicas(83).

En resumen, la aparicion de los tratamientos bioldgicos y la utilizacion de estrategias de
tratamiento precoz e intensivo con los FAME tradicionales y la implantacion progresiva
de consultas monograficas de ARC esta permitiendo un mejor control de los pacientes
con AR.

Sin embargo, y aunque el tratamiento precoz e intensivo con las terapias biologicas
avanzadas en combinacion con FAME ha demostrado mejorar el curso evolutivo de la
enfermedad, estos estudios también muestran que hasta el 50% de pacientes con AR de
inicio puede evolucionar favorablemente con esquemas terapéuticos menos intensivos y
costosos (84). Por otra parte, la aplicacion indiscriminada de tratamientos biologicos a
pacientes con ARC supondria un coste dificilmente sostenible para nuestro sistema
sanitario, asi como la exposicion de una parte de pacientes a riesgos innecesarios por
iatrogenia. En este sentido, seria deseable disponer de biomarcadores y de herramientas
o técnicas prondsticas que nos permitieran identificar a aquellos pacientes que sufriran
una enfermedad mas agresiva, para optimizar los tratamientos biotecnologicos
avanzados de la manera mas racional.

El abordaje de esta situacion es complejo, pues la realizacion de estudios para
determinar factores asociados a una mayor gravedad de la AR presenta una serie de
limitaciones. En primer lugar, la propia definicion de gravedad. Quizés la variable mas

determinante de gravedad y discapacidad a largo plazo sea la aparicion del dafio
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estructural. Por el contrario, debemos mencionar que las erosiones en la AR tienen un
inicio precoz. De hecho, en un 10% de pacientes se detectan erosiones a las 8-10
semanas del inicio de la sintomatologia, y en un 47% se pueden ver erosiones con
técnicas adecuadas a los 12 meses de evolucion (85). En segundo lugar, los estudios
transversales son menos sensibles para determinar gravedad que los estudios
longitudinales, al disponer de mediciones aisladas de actividad. En tercer lugar, los
pacientes se tratan de forma mas precoz e intensiva, y como consecuencia, un subgrupo
de ellos nunca llegard a cumplir criterios de clasificacion de la enfermedad. No
obstante, se ha demostrado que los pacientes con artritis indiferenciada siguen un curso
evolutivo similar al de los pacientes que si cumplen criterios de AR (86).

Esta tesis pretende analizar si la medicion de la masa dsea cortical los metacarpianos 2°
a 4° por DXA, puede sustituir a la DXR, como marcador predictivo en un registro de
pacientes con ARC, de forma equiparable e independiente de los biomarcadores séricos
ya conocidos. Esto nos permitird discriminar basalmente subgrupos y perfiles de
pacientes de alto riesgo para instaurar un tratamiento precoz y agresivo de una forma
selectiva y coste-efectiva a los pacientes con peor prondstico, optimizando los
tratamientos costosos, y evitando iatrogenias innecesarias en aquellos pacientes con una

menor pérdida 6sea en un corto intervalo de tiempo.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

17



2.1 Hipadtesis de trabajo

Teniendo en cuenta que los pacientes con AR precoz que presentan baja DMO de
metacarpianos (MC) 2° a 4° evaluada mediante técnica DXR presentan una peor
evolucion radioldgica e incluso mayor mortalidad a medio-largo plazo, y teniendo en
cuenta que la medicion de la DMO mediante DXA convencional es una técnica fiable
que deberia correlacionarse con los hallazgos obtenidos con DXR, nuestra hipotesis de
trabajo se fundamenta en que la medicion de la DMO de MC con DXA es un

biomarcador prondstico en pacientes con ARC.

2.2 Objetivos del estudio

Este trabajo pretende analizar los valores de DMO obtenidos mediante DXA y su

correlacion con factores prondsticos ya conocidos en un registro de pacientes con ARC.

Para ello se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la relacion entre la presencia de ACPA, como ejemplo de
biomarcador de mal pronodstico, y la DMO evaluada mediante DXA tanto a
nivel periarticular como sistémico.

2. Establecer un método de medicion de DMO de MC diafisaria mediante
DXA y validar la reproducibilidad de la medicion de la DMO mediante esta
técnica.

3. Evaluar la DMO cortical en MC diafisaria mediante DXR y DXA y estudiar
la correlacion de las medidas por ambas técnicas.

4. Analizar los resultados de DMO de MC diafisaria medidos a través de
DXA con parametros clinicos para valorar mejor las variables que pueden
incidir en su utilizacion como marcador prondstico.

S. Evaluar la utilidad de la medicion de DMO basal en la diafisis de
metacarpianos 2° a 4° mediante DXA en pacientes con ARC como marcador
pronostico en base a diferentes variables clinicas de actividad y remision, asi
como de progresion radiografica de la enfermedad y su correlacion a los 2 afios

de seguimiento.
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3. PACIENTES Y METODOS
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3.1 Disefio del estudio y subpoblaciones analizadas

La mayor parte de los apartados de este trabajo se basan en el estudio PEARL que es un
registro longitudinal de pacientes reclutados en la consulta monografica de ARC del
Servicio de Reumatologia del Hospital Universitario de la Princesa. Las subpoblaciones
de PEARL estudiadas en cada uno de los objetivos estan descritas en los apartados
Pacientes y Métodos de los Anexos 2 y 3. Ademas, se estudid a una poblacioén sin

artritis para la realizacion del objetivo 4, que esta descrita en el Anexo 3.

3.2 Estudio PEARL

Se trata de una cohorte longitudinal prospectiva que inicid su reclutamiento en
septiembre de 2001 y que en la actualidad incluye a mas de 900 pacientes con ARC y
un seguimiento de 2 afos.

Los criterios de inclusion son: edad >15 afios y presencia de artritis en dos o mas
articulaciones durante al menos una semana. Los criterios de exclusion son: enfermedad
con mas de 1 afio de evolucion, artritis sépticas, virales o microcristalinas y diagndsticos
de conectivopatia y/o espondiloartritis. Para esta tesis se han incluido solo aquellos
pacientes que cumplen criterios de AR [1987 (87) vs 2010 (65)] o aquellos clasificados
como artritis indiferenciadas segun los descrito por Verpoort et al (86).

El protocolo de seguimiento incluye 4 visitas que se realizan a los 0, 6, 12 y 24 meses
de seguimiento en la consulta monografica de ARC, por lo que existe un seguimiento a
dos afios de toda la cohorte. En la primera visita, el paciente es informado de los
objetivos del estudio y se solicita su colaboraciéon, firmando un consentimiento
informado si el paciente accede a participar en el mismo. El estudio incluye a todos los
pacientes con DXA de diferentes localizaciones que varia segin los objetivos (ver
Anexos 2, 3 y 4 para los objetivos 1, 2, 3; y en el caso de los objetivos 4 y 5 fue de 328
para DXA y de 129 para DXR de MC 2° a 4° para los objetivos 4 y 5).
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3.3 Medidas y variables del estudio.

3.3.1 Variables generales de la poblacion de estudio

En la consulta de ARC se recogen de manera protocolizada los siguientes parametros:

- Variables sociodemograficas: género, raza, ocupacion laboral, fecha de
nacimiento e inicio de los sintomas.

- Variables clinicas: se realiza recuento de 28 articulaciones dolorosas y
tumefactas, la valoracion global de la enfermedad por parte del paciente y del
médico en escala analdgica visual (EVA) de 0 a 100, la intensidad del dolor
(EVA 0-100) y se realiza un cuestionario de capacidad funcional HAQ adaptado
a poblacion espafiola (88).

- Variables analiticas:

o Biomarcadores de inflamacion como la proteina C reactiva (PCR,
mg/dL) y velocidad de sedimentacion globular (VSG).

o Parametros analiticos para monitorizacion del tratamiento.

o FR, ACPA (UI/mL).

- Variables terapéuticas: Uso de FAMEs (dosis, fechas de inicio del tratamiento,
la de suspension si ocurre y su causa); dosis de glucocorticoides en cada visita y
dosis acumulada durante el seguimiento, asi como la necesidad o no del uso de

agentes biologicos y/o terapias avanzadas

3.3.2 Variables especificas para el estudio de los ACPA y otros anticuerpos

Los ACPA se midieron utilizando un inmunoensayo enzimatico de péptidos ciclicos
anticitrulinados de segunda generacion (EIA; Euro-Diagnostica Immunoscan RA;
positivo >50 Ul/ml) hasta octubre de 2010 y a partir de entonces con un EIA de tercera
generacion (QUANTA Lite CCP3 IgG e IgA, Inova Diagnostics; positivo >40 Ul/ml).
Este ultimo EIA es de tercera generacion y capaz de detectar ACPA de isotipo IgG e
IgA.

Con el objeto de normalizar los datos de ambos kits, los niveles de ACPA se
clasificaron como negativos si estan por debajo del limite del fabricante, bajos si estan
por encima de este limite pero por debajo de la mediana de la poblacion positiva (500

Ul/ml para el kit Euro-diagnostica y 350 Ul/ml para el kit Quanta Lite) y altos cuando
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estan por encima de la mediana de la poblacion positiva.

Ademas, para el objetivo 1 se evaluaron los anticuerpos anti-vimentina citrulinada
mutada de isotipo IgG (MCV-ACPA) a través de un andlisis cuantitativo EIA (ORG548
anti-MCV, Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Alemania; positivo >20 Ul/ml). Los
niveles de MCV-ACPA también se agruparon como se defini6 anteriormente para los

ACPA.

3.3.3 Variables radiologicas

- Radiografia simple: en las visitas basal, 12 y 24 meses se realiza radiografia (Rx)
convencional de manos y pies en proyeccion AP (General Electric, modelo
DEFINIUM 8000). La lectura de las Rx fue realizada mediante el indice de Sharp
con la modificacion de van der Heijde (SvdH) (89), solo en manos, por un
observador externo ajeno al centro que fue contratado a tal efecto. La valoraciéon Rx
fue realizada de forma ciega en bloques de radiografias anonimizadas que se le
enviaraban peridodicamente, sin conocimiento del momento evolutivo en el que esta
tomada cada exploracion radiografica.

- Radiogrametria (DXR): Se realizd un estudio computarizado de la masa 6sea
cortical del 2° al 4° metacarpianos (MC) de la mano no dominante mediante el
sistema Pronosco© a partir de las radiografias digitales de ambas manos de todos
los pacientes incluidos en el estudio. Para ello fue imprescindible utilizar s6lo Rx
digitalizadas que se enviaron de forma ciega, mediante un sistema de codificacion
anonimizado, para su analisis centralizado en Sectra Medical System, en Linkdping,
Suecia, empresa matriz que es la que ofrece mejores garantias para este tipo de
analisis. La tecnologia DXR, aplicada a la radiografias digitales de las manos, ha
sido adaptada para localizar las diafisis de los 3 MC medios en ambas manos, que
son escaneadas y analizadas de forma independiente (Fig. 3). Una vez identificada
cada diéfisis, se obtienen las regiones de interés (ROI) de los 3 MCP a analizar. En
cada ROI, se localizan los bordes endostal y periostico de forma automatica

fragmentando el hueso en dos regiones corticales y una endostal (Fig. 3).
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Figura 3. Radiogrametria digital de rayos X (DXR). Marcado en azul las regiones

de interés (ROI) de los metacarpianos centrales de la mano no dominante.

- Densitometria dual de rayos X (DXA) (Figura 4):
o Medida protocolizada de la consulta de ARC en mano, cadera y
columna lumbar: Se realiza una DXA estandar de manos (visitas 0, 6, 12 y
24 meses) y de cadera y columna lumbar (visitas 0 y 24 meses), aunque los
datos analizados para esta tesis son los de las visitas basales. Estas medidas
se realizaron con un densitometro HOLOGICO 4500W serie Elite
(Hologic©, Bedford, MA, EE.UU. El densitometro se calibra diariamente
utilizando un fantoma antropomorfo de columna lumbar (coeficiente de
variabilidad (CV) obtenido en columna en el ultimo afo: 0,46%). Ademas se
realizd6 una DXA convencional de mano no dominante con programa de
subregiones para determinar la masa O6sea en las articulaciones
metacarpofaldngicas (MCF) 2% a 4*, asi como a nivel de las diafisis de MC de

dicha mano.
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Figura 4. A) Estacion de trabajo para el estudio densitométrico. B) Densitometro

Hologic© QDR-4500 convencional.

o Nueva medida de DMO diafisaria de MC de la mano no
dominante: Para obtener una medicion de la DMO de los MC centrales tal y
como se realiza mediante DXR, se desarrolld una nueva medida manual
mediante DXA de estas areas. Para ello, se realizo una DXA en todos los
sujetos de estudio con la mano colocada en posicion neutra y los dedos
extendidos con una ligera separacion entre ellos (Figura 5). Las
exploraciones DXA se realizaron en un densitdémetro Hologic© QDR-4500
convencional (Hologic©, Bedford, MA, EE.UU.). Con el objetivo de adaptar
la DXA a la técnica establecida y validada por SECTRA® para la DXR
(SECTRA, Linkdping, Suecia), generamos tres ROI similares a las utilizadas
con DXR mediante la funcion de andlisis subregional de Hologic © QDR-
4500. Asi, las ROI fueron disenadas para ocupar el tercio medio de la
diafisis de los MC evitando las areas cercanas a la metafisis, dejando un
espacio equidistante en el tercio superior e inferior de cada hueso MC
(Figura 5). El area de ROI colocada en la descripcion anterior tuvo una
medida promedio “34 x 22 lineas” para MC2, “34 x 21 lineas” para MC3 y

“30 x 19 lineas” para MC4. Inicialmente se colocd paralelo al eje de cada
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hueso MC y luego se adapto el ancho y la altura de cada ROI de acuerdo con
el tamafio de cada MC, como se ha descrito anteriormente. Es importante
dejar un espacio entre el ROI de cada dedo para evitar que se superpongan
entre si, evitando obtener una medicion falsa al agregar el contenido mineral
6seo de cada hueso metacarpiano contiguo.

Para evaluar la variabilidad interobservador e intraobservador, realizamos
tres mediciones consecutivas de la mano no dominante mediante DXA de
cada sujeto en el mismo dia con reposicionamiento completo de la mano
entre cada exploracion. Posteriormente, cada medicion de DXA fue
examinada de forma ciega e independiente por tres evaluadores entrenados
diferentes en diferentes dias, analizando la DXA realizada a cada sujeto en
los tres huesos MC medios (2° a 4°) con un total de nueve determinaciones
por cada mano. Los resultados absolutos de DMO se expresan como g/cm’.

Para una informacion mas detallada, ver el apartado métodos del Anexo III.

Figura 5. Densitometria dual de rayos X (DXA) de la mano no dominante. En amarillo

marcado las 3 regiones de interés (ROI) de los metacarpianos (MC) centrales.
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3.3.4 Variables de desenlace

- Actividad de la artritis: Se evaluard la condicion de actividad y si existe o no
remision clinica de acuerdo al DAS28 (90), HUPI (91), SDAI y CDAI (92) y los
criterios ACR/EULAR de remision (93). Se considerara remision un valor DAS28<2,56
(93), un SDAI<3,3(93) o un HUPI<2,5 (91).

- Progresion radiografica: Esta valoracion se realizd mediante la realizacion de una
radiografia convencional seriada de manos y pies en proyeccion AP estandar a los 12 y
24 meses, en el seguimiento global de la cohorte. La valoracion de las Rx se realiz6
mediante el método validado de Sharp modificado por van der Heijde (SvdH), que
evalua erosiones y/o pinzamiento del espacio articular en una escala de 0 a 448 y que
fue valorada por un observador externo ajeno al centro. Se consideré progresion
radiografica la variaciéon de > 5 unidades en dicha escala SvdH en un periodo de 12

meses (valor que representa la menor diferencia detectable, SDD) (94).

3.4 Analisis estadistico

Los métodos estadisticos relacionados con los objetivos 1 y 2 se describen en los
Anexos II y III respectivamente.

A continuacidn se describe el andlisis estadistico de los Objetivos 3,4y 5.

El analisis descriptivo se realiz6 calculando la media y desviacion estandar (DE) de las
variables cuantitativas con una distribucion normal. La mediana y el rango
intercuartilico (IQR/RIC) se calcularon para aquellas variables con distribucién normal.
La estimacion de las proporciones se utilizd para describir variables cualitativas. La
prueba t de Student se aplico para comparar las medias de las variables con una
distribuciéon normal y la prueba de Mann-Whitney se utilizd para variables que no
presentaban distribucion normal. La prueba de la y2 se utiliz6 para las variables
cualitativas.

Para el objetivo 2, analizar la correlacion entre la DMO de diéfisis de metacarpianos 2°
a 4° medida por DXA y por DXR, asi como con diferentes variables cuantitativas, se
utilizaron los test de Pearson o de Spearman segutn la distribucion de las variables.

Para el objetivo 3 analizar la relacion de la DMO de diafisis de metacarpianos 2° a 4°
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medida por DXA con diferentes variables se realiz6 un andlisis multivariable con
modelos lineales generalizados usando el comando glm de Stata 14.0 para Windows
(Stata Corp LP, College Station, TX, USA).

Incluimos aquellas variables que consideramos relevantes en relacion a la DMO (edad,
IMC, tabaquismo, actividad de la enfermedad, dosis acumulada y basal de prednisona)
en los modelos iniciales. Los modelos finales se obtuvieron mediante la eliminacion
manual por pasos hacia atras de las variables mediante el criterio de informacion
bayesiano, eliminando todas las variables con p>0,15.

Para el objetivo 5, una vez que se obtuvo el mejor modelo en la fase anterior, se
realizaron diferentes modelos para cada una de las variables de desenlace en las que

cada una de ellas fue forzada en el modelo descrito previamente.
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4. RESULTADOS
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A continuacion se exponen los resultados por objetivos desde el intento inicial de
correlacionar la medicién de masa Osea sistémica y local (articulaciones MCF) con la
presencia de un marcador reconocido de mal prondstico como son los ACPA, hasta el
desarrollo de la medicion de masa 6sea de diafisis de metacarpianos en densitometria de
mano, evaluaciéon de su reproducibilidad y finalmente aplicacion como marcador

pronostico.

4.1 Relacion entre la presencia de ACPA, como ejemplo de biomarcador de mal
pronostico, y DMO evaluada mediante DXA tanto a nivel local como sistémico
(ANEXO 1I).

4.1.1 Caracteristicas de la poblacion

Para este objetivo se analizaron 578 pacientes pertenecientes al estudio PEARL, de los
cuales aquellos con ACPA positivo cumplian los criterios de AR de 2010 con mayor
frecuencia que los pacientes ACPA negativos. La distribucion de diagnosticos entre los
pacientes que no cumplian criterios de AR eran: artritis indiferenciada (Al, 65,8%),
espondiloartritis (8,9%), artrosis (8,5%), trastornos del tejido conectivo (4,3%) y artritis
de otras causas (gota o artritis viral) (22,5%). La presencia de FR positivo, el sexo
femenino, una mayor duracién de la enfermedad, un menor IMC y un mayor numero de
articulaciones MCP inflamadas también fueron significativamente mas frecuentes en los
pacientes ACPA positivos. Ademas, esta poblacidon mostré una mayor actividad de la
enfermedad que alcanzd significacion estadistica mediante el indice HUPI y fue casi
significativo cuando se estimo mediante el DAS28. Las diferencias en el porcentaje de
pacientes tratados con glucocorticoides y la dosis acumulada de prednisona utilizada no

resulto significativa. Estos datos pueden comprobarse en la tabla 1.
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Total (v= 578) ACPA+ (n=120) ACPA- (n=358) p
Mujeres, n (%) 458 (793 187 (85) 2775 0.007
Edad (afos; p50 536 [41.9-663] 525 [42.0-64.0] 54.1 [41.8-67.3] 0409
[IQED
Fomadores 0272
Nunca 322557 113 (51.4) 209 (383)
Alpuna vez 127 (22.0) 52 (23.4) 75 21.0)
Actnalmente 120(22.3) 55 (25.00 74 (20.T)
IMC (pS0 [FQR] 260 [23.0-20.1] 250 [22.5-289] 26.4 [23.5-10.3] 0.005
Menopansia (%) 0.548
No/SUND 60.137.62.3 581538485 61.2/36.91.0
Tso de 0.193
predoisona; n 130(22.5) 56 (25.4) 74 (20.T)
(%)
Dipsis acumulada
de predmizona 0 [0-125] 168 0 [0-125] 159 =436 0 [0-125]150 = 436 0.749
(mg; p50 [IQR]; =445
mediat 5
Duracion de la
enfermedad 50 [2.887] 55[3.1-818] 47[2.5-7.8] 0.7
(meses; psl

[IQE]

Criterios AR LG (54T 106 (B9.1) 120(33.5) <0001
2000 (%a)

FR (%) 254 (4309 1717717 83 (23.3) =001

DASIS (pS0 41 [32-54] 4.3 [33-5.6] 41[3.15.1] 0.054

[IQE]

HUFI 4.5 [0-4] T [10-4] G [-4] 0.0230
HAQ (p50 [IQR] 0.875 [1.5-0.375] 0.875 [1.625-0.375] 0875 [1.5-0.375] 0.795
MCF tnmefactas 0004
(2°-4°; p50 [IQR] 0 [0-1] 1[0-2] 0[o-1]

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion. N: nimero; RIC: rango intercuartilico; ACPA
anticuerpos antipéptido citrulinados; p50: 50° percentil o mediana; IMC: indice de masa
corporal; ND: no disponible; AR: artritis reumatoide; FR: factor reumatoide; DAS28:
indice de actividad basado en recuento de 28 articulaciones; HUPI: Hospital
Universitario de La Princesa Index; HAQ: Health Assessment Questionnaire; MCF:

articulaciones metacarpofaldngicas.
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4.1.2 La masa dsea sistémica, pero no la de articulaciones MCF, es mas baja en

pacientes ACPA positivos.

Los pacientes con ACPA positivos mostraron significativamente menor DMO tanto en
columna lumbar (CL) como en cadera total (CT) y cuello femoral (CF) (Figura 6. A-C).
No se observaron diferencias significativas para las articulaciones MCF (Figura 1D).
Para determinar si las diferencias observadas en la DMO entre los pacientes ACPA
positivos y negativos eran un verdadero efecto de los autoanticuerpos o un sesgo
relacionado con las diferencias en las caracteristicas de ambas poblaciones, ajustamos
con un andlisis multivariable. Ademas, incluimos en el modelo otras variables que
influyen en la DMO, como son: menopausia, edad, IMC o la dosis acumulada de

glucocorticoides en el momento de la medicion de la DMO.
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Figura 6. Densidad mineral 6sea (DMO) en pacientes con anticuerpos antipéptido
citrulinados (ACPA) positivos. Las figuras representan las diferentes localizaciones
anatomicas incluidas en el estudio: A) Columna lumbar; B) Cuello femoral; C) Cadera
total; D) Promedio 2°-5° articulacion metacarpofaldngica. Los datos estan presentados
como rango intercuartilico (p75 borde superior, p25 borde inferior, p5S0 linea media de
cada caja). Para el estudio estadistico se ha utilizado el test de Mann-Whitney con

p<0.0125 para multiples comparaciones.

Como se esperaba, la variabilidad en la DMO se asoci6 significativamente con el
género, la edad, la menopausia y el IMC (Tabla 2). Después del ajuste por estas
variables, la positividad para ACPA permanecié como variable independiente asociada

de forma significativa con valores mas bajos de DMO en CL, CF y CT (Tabla 2).
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La duracién de la enfermedad al inicio del estudio, cumplir los criterios de AR de 2010,
y la actividad de la enfermedad, incluso cuando se estima mediante la escala HUPI, que
es mas precisa que el DAS28 (91), fueron excluidos de los modelos finales, ya que no
mejoraban el modelo multivariable, ya que perdieron significacién en su asociacion a
diferencias en la DMO.

Como en las otras localizaciones, las variaciones en la DMO en articulaciones MCF se
explicaron por el sexo, edad e IMC (Tabla 2). Ademas, cumplir criterios de AR 2010 se
asocidé con tendencia a una DMO mas baja en las articulaciones MCF (Tabla 2).
Sorprendentemente, la inflamacion de articulaciones MCF en el momento de la
medicion de la DMO no se asocidé con menor masa dsea en esta localizacion. Tampoco
la presencia de ACPA se asocid con menor masa Osea en articulaciones MCF, siendo

esta una localizacion preferentemente formada por hueso trabecular.

Columna lumbar (n=553) | Cuello femoral (n=556) Cadera total (n=556) MCF 2°-5° (n=389)
Coef. p (95% CI) P Coef. f (95% CI) P Coef. f(95% CI) p Coef. f(95% CI) p
ACPA + -36 (-39; -12) 0.003 | -23 (-41:-5) 0.014 | -25(-50:-1) 0.046 | 2(-6:11) 0.572
Mujer -32 (-04; 0y | -25(-50:0) 0.051 | -64 (-98: -30) | -24 (-34: -13) <0.001
0.053 <0.001
Edad (afios)
<45 Ref — Ref - Ref — | Ref —
45-65 -44 (-75; -13) 0.005 | -54 (-79; -30) | -49 (-82; -16) 0.003 | -3(-13;:7) 0.572
=65 -75 (-110: -40) | =0.001 -117 (-155; -81) | -38 (-49:-27) <0.001
<0.001 -134 (-161; -107) | <0.001
=0.001
Menopausia
No Ref — Ref - Ref — Ref —
Si -69 (-99; -39) | -53 (-77; -30) | -50 (-81; -18) | -21 (-31; -12)
ND <0.001 =0.001 0.002 =0.001
-01 (-166: -17) 0.016 | -35 (-94; 23) 0238 | -11 (-90; 69) | -25 (-46: -5) 0.014
0.782
Criterios No incluido No incluido No incluido -3 (-17.0) 0.050
AR 2010

Tabla 2. Efecto de los ACPA y otras variables sobre la densidad mineral dsea (mg/cm?)

en la columna lumbar, cadera y articulaciones MCF

Finalmente, dado que los MCV-ACPA se han asociado con activacion de osteoclastos y
osteoporosis cortical en individuos sanos (63), estudiamos si estos autoanticuerpos se
asociaban con una DMO mas baja. Como era de esperar, los titulos de MCV-ACPA se
correlacionaron significativamente con los niveles de ACPA (Fig. 7). Ademas, cuando

dividimos nuestra poblacién segun presencia de MCV-ACPA, la DMO mostré un
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patron similar al de los ACPA (Fig. 8). La positividad de los MCV-ACPA mostr6 una
tendencia similar hacia una DMO mas baja en las mismas localizaciones que los ACPA,

después de ajustar por factores de confusion (Tabla 3).
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Figura 7. Correlacion y efecto comparativo de MCV-ACPA y ACPA con la densidad
mineral 6sea (DMO) en columna lumbar. Correlacion entre niveles de MCV-ACPA y

ACPA.
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Figura 8. Correlacion y efecto comparativo de MCV-ACPA y ACPA con la densidad
mineral 6sea (DMO) en columna lumbar Distribuciéon de DMO en columna lumbar de
pacientes del registro PEARL acordes a niveles de ACPA (paneles izquierdos) y niveles
de MCV-ACPA (paneles derechos). Los datos se muestran como rango intercuartilico
(p75 borde superior, p25 borde inferior, pS0 linea media), p95 (linea superior de la caja)
y p5 (linea inferior de la caja). Los puntos representan los valores outliers. La
significacion estadistica se estimé utilizando el test de Kruskal-Wallis con una p<0.05.
En los paneles inferiores de B) se muestran datos como una prediccion lineal con un
intervalo de confianza del 95% para la DMO de la columna lumbar acuerdo al andlisis

multivariable.
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Columna lumbar (n=553) Cuello femoral (n=558) Cadera total (=558) MCF 1°-5° (m=380)
Coef. fi (95% CI) P Coef_ f (#5% CT) P Coef. f (#5% CT) p | Coef i (#5% CT) P
MCV-ACPA
Negativo Bef - Ref —- Bef -— | Bef -—
Bajo -27 (-58:4) 0,086 | -17 (-40;-T) 0,160 | -30(-54; -5) 0,018 | 7(-%18) 0,218
Alto =30 (-61;1) 0,059 | -9 (-33;14) 0,447 | -2(-27:23) 0,865 | 3 (-%;13) 0,712
Mujer =30 (-65;8) 0,009 | -23(-50; 4) 0,082 | 48(-77;-20) 0,001 | -24(-35;-13) =0.001
Edad (afios)
<45 | Bef - Ref —- Bef -— | Bef -—
45-65 | -45 (-77;-12) 0,007 | -55 (-B0:-30) <0.001 | -31{-57;-5) 0,021 | -5(-15;5) 0331
=65 | -G8 (-104:-30) =0,001 | -134 (-143; -105) <0.001 | -105 (-135;-75)  =<0.001 | -40(-51;-28) =0.001
MC (Kgm®) | 5 (3:8) =0,001 | 9(7:11) <0,001 | 11 (%;13) 0,001 | 2 (2;3) =0,001
Menopamsia
No | Bef - Ref —- Bef -— | Bef -—
Si | -75(-107:43) =0,001 | -53 (-7T8:-28) 0,001 | -TL{-87;4%) <0001 | -19 (-28;-8) <0001
No | -72{-146;-1) 0,054 | -31 (-B4; 24) 0,268 | -29(-B6;20) 0,329 | -22(41:-3) 0.023
disponible
Criterios AR | No incluido Ho incloido Mo inchiido -0 -19; 0 0.055
010

Tabla 3. Efecto de los MCV-ACPA y otras variables sobre la densidad mineral dsea

(mg/cm®) en la columna lumbar, cadera y articulaciones MCF

4.2 DESRIPCION DE UN METODO DE MEDICION DE MC MEDIANTE DXA
Y VALIDACION DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LA MEDICION DE LA

DMO MEDIANTE ESTA TECNICA (ANEXO III).

4.2.1 Caracteristicas de los sujetos de estudio

Este estudio se llevo a cabo en 27 individuos, 17 sujetos sanos, y 10 pacientes de ARC,
cuyas caracteristicas son resumidas en la Tabla 4. Los voluntarios sanos incluyeron

trabajadores normales del hospital sin ningun tipo de enfermedad crénica inflamatoria

conocida.
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Sujetos sanos Pacientes con ARC
Numero de sujetos 17 10
Duracion de la enfermedad, -- 5.1[6-8]
mediana de meses [IQR]
Mujer/Hombre 13/4 10/0
Edad, media [IQR], anos 43.7 [22-62] 63.2 [48-85]
Postmenopausia (%o) 23.5% 70%
IMC, media + DE, kg/m" 28.5 222
Fumadores (%0) 5.8 0

Tabla 4. Caracteristicas de los sujetos de estudio.

4.2.2 Resultados de las mediciones de DMO

El segundo y tercer hueso MC mostraron una mayor DMO, siendo el segundo hueso
MC la localizaciéon con la mayor DMO tanto en hombres como en mujeres. El analisis
bivariante mostré que las mujeres, las personas mayores, y los pacientes con ARC
tenian una DMO media més baja. Sin embargo, en el analisis multivariable mostrd que
solo el género era significativo asociado con una menor DMO (coeficiente B 0.088;
p<0,0001) como ocurre en otras localizaciones del esqueleto. Es probable que la
asociacion inicial con pacientes ARC se debiera al alto porcentaje de mujeres en esta

subpoblacion.

4.2.3 Variabilidad y precision intra e interobservador

Las mediciones de la DMO en la diafisis MC tuvieron excelentes coeficientes de
correlacion intraobservador asi como variabilidad interobservador (Tabla 5). La Figura
10 muestra los resultados de variabilidad interobservador con un coeficiente de
correlacion interobservador medio de 0,995. De hecho, el coeficiente de variacion

oscilo entre 2,25% y 2,91% para los diferentes MC con un coeficiente de variacion
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medio de DMO en 2°-4° MC de 2,07% (Tabla 5). Los valores absolutos de la minima
diferencia detectable (SDD) fueron 0,028 g/cm” para el segundo MC, 0,034 g / cm” para
el tercer MC y 0,028 g/cm” para el cuarto. Finalmente, los graficos de Bland Altman
(Figura 10) sugieren que la precision de las mediciones no se correlaciona con el valor

de las medidas, siendo estable tanto en valores altos como bajos.

N=127 CC Intraobservador | CC Interobservador | CV (%) SDD (g/cm2)
MC2

Evaluador 1 0.989 (0.98-0.99)

Evaluador 2 0.991 (0.98-0.99) 0.995 (0.99-0.99) 225 0.028
Evaluador 3 0.987 (0.97-0.99)

MC3

Evaluador 1 0.986 (0.97-0.99)

Evaluador 2 0.988 (0.98-0.99) 0.985 (0.97-0.99) 2.85 0.028
Evaluador 3 0.968 (0.94-0.98)

MC4

Evaluador 1 0.939 (0.88-0.97)

Evaluador 2 0.984 (0.98-0.99) 0.985 (0.97-0.99) 2.85 0.028
Evaluador 3 0.973 (0.94-0.99)

MC 2°4°

Evaluador 1 0.987 (0.98-0.99)

Evaluador 2 0.992 (0.98-0.99) 0.995 (0.99-0.99) 2.07 0.024
Evaluador 3 0.992 (0.98-0.99)

Tabla 5. Variabilidad intra e interobservados de las medidas de 2-°4° MC en sujetos
sanos y pacientes con ARC. CC: Coeficiente de correlacion; IC: intervalo de confianza;
CV: coeficiente de variacion; CC interobservador se refiere a la media de los 3
evaluadores; MC2-4°: metacarpianos segundo a cuarto; SDD: minima diferencia

detectable.
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Figura 9. Variabilidad interobservador observada por cada dos evaluadores. (A)
Variabilidad interobservador comparando los evaluadores 1 y 2. (B) Variabilidad
interobservador comparando los evaluadores 1 y 3. (C) Variabilidad interobservador
comparando los evaluadores 2 y 3. BMD (Bone mineral density): Densidad mineral

6sea; MC: huesos metacarpianos.
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Figura 10. Graficas de Bland-Altman de las medidas de cada DXA realizada por cada
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observador. (A) Variabilidad interobservador comparando evaluador 1 y 2. (B)
Variabilidad interobservador comparando evaluador 1 y 3. (C) Variabilidad
interobservador comparando evaluador 2 y 3. BMD (Bone mineral density): Densidad

mineral 6sea; MC: huesos metacarpianos.

4.3. CORRELACION DE LA DMO DE DIAFISIS DE MC EVALUADA
MEDIANTE DXR Y DXA (Anexo IV)

4.3.1 Caracteristicas de la poblacion

Se realiz6 un estudio prospectivo longitudinal de pacientes con EA. La DXR se realizd
en un total de 111 pacientes (87,4% mujeres) y la DXA se implement6 en un total de
378 (82% mujeres). La edad media al inicio de la enfermedad fue de 57 afios [46 - 65
(p25 - p50)] en el grupo DXR y 54 afios [44 - 66 (p25 - p50)] en el grupo DXA. Un
42% de los pacientes en el grupo DXR presentaron ACPA y 41,3% en el grupo DXA.
En ambos, el 57% cumpli6 con los criterios de 2010 de AR al inicio del seguimiento
(43% de artropatia indiferenciada). A cada paciente se le realizo una radiografia digital
de ambas manos (GE © DX Definium 8000) a los 0, 3, 12 y 24 meses, determinando la
DMO de cada mano y la media de ambas medidas mediante DXR (Sectra, Linkdping,
Suecia). Ademas, se realizo y analiz6 DXA de la mano global y articulaciones MCF de

la mano no dominante (Hologic QDR -4500 Elite ©) a los 0, 6, 12 y 24 meses.

4.3.2 La medicion de DMO mediante DXA muestra una buena correlacion con los

resultados medidos mediante DXR

Se analizaron un total de 378 mediciones de la DMO basal en las 3 regiones estudiadas,
analizando las medidas de DMO a nivel de didfisis de MC como se realiza mediante
DXR, de las articulaciones MCF y la DMO de mano global. Para el estudio de
correlacion con el resultado de DXR, ldégicamente solo se analizaron los casos en los
que se disponia de ambas mediciones. Como se aprecia en la Figura 11A la correlacion
de la DMO de metacarpianos entre ambas técnicas fue excelente. Como era de esperar

la correlacion fue menor con la masa 6sea medida por DXR en la mano contralateral
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(Figura 12B).
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Figura 11. Correlacion de la densidad mineral 6sea (DMO) de cortical de
metacarpianos 2° a 4° evaluada mediante radiogrametria (DXR) y densitometria (DXA).
(A) Correlacion DMO valorada mediante DXA y DXR de la mano no dominante
(izquierda). (B) Correlacion DMO estudiada mediante DXA en mano no dominante y
DXR de la mano dominante (derecha). (C) Correlacion DMO estudiada con DXR entre

ambas manos.

4.4 EXAMINAR Y CORRELACIONAR LOS RESULTADOS DE DMO DE MC
EVALUADOS MEDIANTE DXA CON PARAMETROS CLINICOS PARA
VALORAR MEJOR LAS VARIABLES QUE PUEDEN INCIDIR EN SU
UTILIZACION COMO MARCADOR PRONOSTICO

A continuacion se muestran resultados en los que se observa una influencia sobre la
DMO de las principales variables que afectan al metabolismo 6seo como son la edad, el
sexo y el IMC. En la figura 12 (A) podemos observar que los pacientes con menor
DMO son mujeres en todos los grupos de edad, siendo més relevante en el grupo mayor
de 65 afios en el que hay un mayor nimero de pacientes postmenopausicas. En la figura
12 (B) podemos observar una menor DMO en el grupo de pacientes con un IMC por
debajo de la normalidad, todos estos datos acordes a los datos ya conocidos sobre el

metabolismo 6seo y la relacion con estas variables.
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Figura 12. Correlacion de la densidad mineral 6sea (DMO) diafisaria de metacarpianos
(MC) con las principales variables que influyen sobre la DMO. (A) DMO media de MC
ajustado por sexo y grupos de edad. (B) DMO media de MC ajustado por indice de

masa corporal (IMC).
Media 2-4° MC Coeficiente D.E z P (IC 95%)
Sexo-edad inicio
Hombre = 45
Hombre 45-65 -0,0271 0,0195 -1.39 0,164 -0.0653;0,0111
Hombre =65 -0,0852 0,0195 4136 0,000 A0,1234;-0,0460
Mujer = 45 -0.0637 00178 -3.57 0,000 -0,1166;-0,0482
Mujer 45-65 -0,0824 0,0174 473 0,000 -0,1876;-0,1170
Mujer =65 -0.1523 00180 -§.45 0,000
IMC
Nomopeso 0,0445 0,1834 243 0,015 0,0086;0,0805
Sobrepeso 0,0743 00184 4.03 0,000 0,0382:0.1104
Obesidad 0,0723 0,0190 3.80 0,000 0,0350;0.1096
Nivel actividad
HUPI
Leve | 0.2736 0.,0104 2,63 0,009 0,0069:0.0477
Moderado | 0.0206 0,0097 2,11 0,035 0,0015;0.0396
Alto | 00205 0.0106 2.02 0,044 (,0005:0.0404

Tabla 6. Analisis multivariable de correlacion de la media de la DMO de 2-4° MC con
las principales variables que inciden sobre la masa 6sea (edad, sexo, IMC), y el nivel de

actividad de la enfermedad medido por HUPL
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Figura 13. Los pacientes que no consiguen alcanzar la remision (definido por HUPI <
2,5) a los dos anos de seguimiento tienen una menor densidad mineral 6sea (DMO)
diafisaria de metacarpianos (MC). A) Datos crudos no ajustados. B) DMO de MC
ajustada por edad, sexo e IMC usando el comando margins de Stata en base al analisis
multivariable de la tabla 6. El punto central representa la media estimada y la barra el

intervalo de confianza al 95 (1C95%).

Como hemos desarrollado previamente, la actividad de la enfermedad es una variable
implicada en el desarrollo de OP, tanto sistémica por la produccion de citocinas
inflamatorias y su relacion con las células 6seas aumentando el catabolismo como a
nivel local activando los OC en regiones yuxta-articulares promoviendo la aparicién de
erosiones. En los datos analizados observamos que los pacientes con una mayor
actividad clinica presentan una tendencia a presentar una menor DMO en la visita basal.
En la figura 13 A y B se muestran estos datos medidos mediante el indice HUPI,
objetivandose esta tendencia a presentar una menor DMO basal en aquellos pacientes

con mayor actividad de la enfermedad, aunque no alcanza significacion estadistica.

4.5 VALOR PREDICTIVO DE LA DMO EVALUADA MEDIANTE DXA CON
VARIABLES DE DESENLACE EN PACIENTES CON ARC

Estudiando los datos ajustados por las principales variables que influyen sobre la DMO
como hemos mostrado anteriormente (edad, sexo e IMC) y una variable generada de
tratamiento acumulado en los 2 afios de seguimiento se observa que hay una tendencia,
aunque no significativa, a mayor actividad media (clasificados como actividad alta o

actividad baja) en los que se observa una menor DMO (Figura 14).
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Figura 14. Los pacientes con una actividad media elevada (moderada/alta segin HUPI)
a lo largo del seguimiento tienen menor DMO diafisaria de MC en la visita basal. Los

datos se muestran como media (puntos centrales e intervalo de confianza al 95%

(IC95%) (barras) ajustados por edad, sexo e IMC calculados con el comando margins

de Stata en base al analisis multivariable de la Tabla 7.

Media 2-4° MC Coeficiente D.E z P (IC 95%)
Sexo-edad imicio
Hombre = 43
Hombre 45-63 -0,0202 0,0226 -0.89 0,373 20,0645 ;00241
Hombre =63 -0,0909 0.0230 23,95 0.000 0,1359;-0,0458
Mujer = 43 -0.0569 0,0203 -2.81 0,005 00967400172
Mujer 45-63 -0,0742 0,0198 23,73 0,000 -0.1130:-0.0354
Mujer =65 -0.1321 002035 -6.435 0,000 0172200919
IMC
Nomopeso 00076 0,0302 0,25 0,800 0,0667
Sobrepeso 0,0405 0,0301 1.35 0,177 0,0993
Obesidad 0,0321 0,0303 1,05 0,293 00919
Intensidad de 0,0472 0,0031 1.50 0,135 -0,0015; 0,011
tratamiento
Nivel alto actividad -0.0090 0,0078 -1.16 0,247 -0,0242:0,0062
HUPI

nivel de actividad de la enfermedad medido por HUPI.

Tabla 7. Analisis multivariable de correlacion de la media de la DMO de 2-4° MC con
las principales variables que inciden sobre la masa 6sea (edad, sexo, IMC), variable

generada de intensidad de tratamiento en los primeros dos afios de seguimiento y el
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Como este ultimo objetivo intentaba valorar si la medicion de la DMO de MC
mediante DXA es una herramienta util como factor prondstico en pacientes con ARC, la
tendencia no significativa de que la actividad de la enfermedad, nos llevd a estudiar si
habia correlacion con el deterioro estructural. Como se observa en la Figura 15, se
detectd una correlacion estadisticamente significativa entre la progresion radiografica a
los dos afios de seguimiento evaluada mediante el indice de SvdH y la DMO de MC

ajustada por edad, sexo e IMC (Tabla 8).

Media 2-4° MC Coeficie D.E Z P (IC 9504
nie
Progresion radiografica -0.0052 00017 -3.25 0,001 -0,0083; -0.0020
Sexo-edad inicio
Hombre = 45
Hombre 45-65 | -0,0198 0,0357 -0.55 0,579 -0,0897; 0,0501
Hombre =65 | -0.0706 0,0334 211 0,035 0,1361;-0,0051
Mujer =45 | -0,0546 00318 -1,72 0,086 -0,1169; 0,0077
Mujer 45-65 | 0,0535 0,0304 -1.82 0,068 -0,1151; 0,0042
Mujer =65 | -0,1282 0,0312 412 0,000 -0,1892;0,0672
IMC
Normopeso | 0,0003 0,0310 0,02 0,987 -0,0603;0,0613
Sobrepeso | 10,0399 0,0310 1,29 0,198 -0,0208;0,1007
Obesidad | 0.0304 0,0313 097 0,331 -0,0309:0,0017

Tabla 8. Andlisis multivariable de correlacion de la media de la DMO de 2-4° MC con
las principales variables que inciden sobre la masa o6sea (edad, sexo, IMC) y la

progresion radiografica a dos afios segun el indice de SVdH.
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Figura 15. Correlacion de la DMO media de MC con la progresion radiografica

48



evaluada mediante el indice radiologico SvdH a 2 afos, estimacion media ajustada por
edad, sexo e IMC calculada mediante el comando margins de Stata en base al

multivariable de la tabla 8.
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5. DISCUSION
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5.1 RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE ACPA Y LA COMO EJEMPLO
DE BIOMARCADOR DE MAL PRONOSTICO, Y LA DMO EVALUADA
MEDIANTE DXA TANTO A NIVEL LOCAL COMO SISTEMICO.

Los resultados de nuestro estudio demuestran una relacion clara entre la presencia de
ACPA con una menor densidad mineral 6sea en pacientes con ARC. Dado que la
mediana de duracion de los sintomas hasta que se hizo la DXA fue de unos cinco meses
y menos del 25% de los pacientes tomaban glucocorticoides, con una dosis acumulada
media menor de 200 mg, es poco probable que la actividad de la enfermedad y los
glucocorticoides hayan incidido en las diferencias de DMO que se detectaron entre
pacientes ACPA positivos y negativos. Es mds las diferencias persistian cuando el
analisis se hizo ajustando por edad, sexo, indice de masa corporal, asi como duracion de
la enfermedad y uso de corticoides. Unos resultados similares, aunque en una poblacion
mucho menor, han sido publicados por Bugatti y colaboradores en masa 6sea de
columna lumbar y cadera (64). En ambos estudios se observa desarrollo de OP
sistémica, pero lo llamativo de nuestro estudio es que la diferencia de masa dsea entre
ACPA positivo y negativo no se detectd en hueso trabecular de las articulaciones MCF,
que suponiamos deberia estar mas afectado por ser estas articulaciones preferentemente
afectadas por la AR. Los estudio que nos llevaron al desarrollo de este primer objetivo
fueron los realizados por Harre y Krishnamurthy in vitro y en ratones, respectivamente
(60) (59) que demostraban que los ACPA anti-vimentina citrulinada estimulaban la
osteoclastogenesis ya que los precursores de estas células expresan vimentina
citrulinada en su superficie que juega un papel importante en la osteoclastogenesis, pero
a su vez puede verse potenciada por la union de los anticuerpos anti vimentina
citrulinada a receptores de fraccion Fc de los monocitos estimuldndolos. En nuestro
estudio, la pérdida de DMO fue mas evidente asociada con ACPA que con MCV-
ACPA. Este hallazgo puede estar relacionado con problemas técnicos en la deteccion de
los MCV-ACPA en comparacion con la de ACPA, lo que podria explicar la discreta
discordancia en sus niveles mostrada en la figura 7. Sin embargo, la explicacién mas
probable es que los anticuerpos contra proteinas citrulinadas distintas de la vimentina
tengan un efecto similar sobre la diferenciacion y activacion de los osteoclastos. Este es
el caso de los anticuerpos anti-enolasa citrulinada que se han asociado recientemente
con activacion de los OC y pérdida de masa Osea en ratones (64). Otras especificidades

de ACPA, tales como fibrin6geno citrulinado o GRP78, también inducen la activacion
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de monocitos o macrdéfagos, lo que lleva en conjunto a la nocion de que los ACPA en
general y no solo los anti-vimentina citrulinada tendrian un papel patdgeno en la OP en
pacientes con AR (95).

Por otro lado, aunque esta hipotesis también fue demostrada en una poblacion de
individuos sanos con ACPA (63) nuestro grupo, en colaboracion con la Dra Regueiro y
el Dr Gonzélez Martinez-Pedrayo (96) ha demostrado recientemente que los anticuerpos
anti-proteinas carbamiladas (aCarP) también se asocian con menor masa Osea a nivel
sistémico, pero no a nivel local. Este hallazgo es independiente de la presencia de
ACPA vy, actualmente, se desconoce cudl es el mecanismo por el que los aCarP se
asocian a menor masa 6sea sistémica, ya que no se ha descrito la presencia de proteinas
carbamiladas en la superficie de los precursores de osteoclastos. Es posible que los
aCarP tengan reaccion cruzada con los epitopos de vimentina, enolasa, fibrindgeno, etc
citrulinados, aunque en la actualidad no se conocen con exactitud que proteinas
carbamiladas son las especificas de AR. Afortunadamente, ya existen dos antigenos
naturales, la albumina y la alfa-1 antitripsina, que cuentan con algin apoyo
experimental como objetivos anti-CarPA (97)(98).

La otra opcion es que independientemente del efecto directo sobre osteoclastos, los
ACPA y aCarP se asocien con un mayor grado de liberacion de citoquinas relacionadas
con la activacion de osteoclastos durante los afios de enfermedad reumatoide preclinica.
En este sentido, la mayor prevalencia de osteoporosis en pacientes con AR que en la
poblacion general sana se habia achacado principalmente al uso prolongado de GC y la
actividad inflamatoria persistente de la enfermedad (99). Sin embargo, los datos
analizados en un estudio previo realizado de nuestro grupo de trabajo sugirieron que los
GC pueden incluso tener un efecto beneficioso sobre la DMO cuando se utilizan durante
periodos cortos para resolver la inflamacion en las primeras etapas de la enfermedad
(24). En ese trabajo de Ibafiez y cols. analizaron el efecto de la actividad de la
enfermedad y los GC en la variacion de la DMO en pacientes con AR después de 2 afios
de seguimiento. La actividad acumulada de la enfermedad se asoci6 significativamente
con la pérdida de DMO en la CL y mostré una tendencia en el mismo sentido en la
cadera y el antebrazo ultradistal, pero no se observé asociacion en el tercio distal del
antebrazo, constituido principalmente por hueso cortical. Por el contrario, la dosis
acumulada de GC a los 2 afios no se asocid con ningun efecto significativo sobre la

masa Osea en la cadera, la columna lumbar o la mano.
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En resumen, no queda claro si la presencia de ACPA y aCarP conducen a diferencias en
la masa Osea sistémica a través de la activacion directa de los OC o como consecuencia
de una reaccion inflamatoria larvada durante las fases subclinicas de la enfermedad
reumatoide. Tampoco hay evidencias sélidas de si este efecto osteopenizante es mas
intenso en el hueso cortical (100) o trabecular (64). Nuestros datos sugieren que no hay
un efecto relevante en las articulaciones MCF en las que el hueso es predominantemente
trabecular y deberia verse de forma mas clara la accion de la inflamacion local, mientras
que las diferencias son mas claras en localizaciones como la lumbar y cadera donde hay
una combinacion de hueso trabecular y cortical. Por todo ello, decidimos abandonar la
medicion de masa dsea en articulaciones MCF como un posible biomarcador pronostico

para artritis de reciente comienzo.

5.2/5.3 MEDICION DE LA DMO DE MC MEDIANTE DXA Y VALIDACION
DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LA MEDICION DE LA DMO MEDIANTE
ESTA TECNICA. EVALUACION DE LA DMO CORTICAL EN MC
MEDIANTE DXR Y DXA Y ESTUDIAR LA CORRELACION DE MEDIDAS
POR AMBAS TECNICAS.

En base a los resultados previos y teniendo en cuenta que la medicion de la masa 6sea
de metacarpianos mediante DXR ha demostrado ser un buen marcador pronéstico que
permite predecir desenlaces solidos a largo plazo en la AR, como son la progresion
radiografica y mortalidad (101) decidimos abandonar el estudio de la DXA de
metacarpofalangicas e intentar reproducir la medicion de DMO diafisaria de MC con
DXR utilizando las DXA de mano que se habian venido realizando en el estudio
PEARL. El principal motivo para desarrollar esta técnica es que la radiogrametria no es
una determinacion disponible de forma generalizada y, ademads, resulta muy costosa.
Por el contrario, la DXA es una técnica ampliamente validada para el diagndstico de
osteporosis, de bajo coste y accesible en la mayoria de unidades de reumatologia
publicas o privadas en paises desarrollados. También es una técnica simple, que utiliza
una dosis de radiacion muy baja y, por ello, permite repeticiones frecuentes si son
necesarias. En consecuencia, desarrollamos una estrategia “artesanal” utilizando el
software del densitometro Hologic 4500 que permite disefiar regiones de interés (ROI) a

medida para reproducir las mediciones de las diafisis de los metacarpianos 2° a 4°
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descritas en radiogrametria (102). Dado que el procedimiento es sencillo, como se ha
descrito en Métodos (Anexo II), pero no es un proceso estandarizado, el primer paso fue
determinar si estas mediciones eran homogéneas con distintos evaluadores. Como
nuestro grupo demostrd previamente para la reproducibilidad de mediciones de DMO
en articulaciones MCF de pacientes con ARC y voluntarios sanos (102), las mediciones
de DMO diafisaria de los tres huesos MC medios de la mano por DXA también son
reproducibles tanto en pacientes con artritis como en voluntarios sanos. Todo ello a
pesar de que los ROI los disefiamos los investigadores locales, las mediciones
mostraron buenos coeficientes de correlacion en la variabilidad intra e interobservador
que ademas no se veian alterados por los niveles de masa dsea ni por el diagndstico del
individuo estudiado. Esto ultimo era importante, ya que los pacientes con artritis en las
manos podian tener dificultades para la colocacion de la misma en el densitometro,
aunque el hecho de que fueran artritis de inicio minimiz¢ la existencia de deformidades
importantes, aunque no asi el dolor y la limitacion funcional. En nuestra experiencia, no
es frecuente que la realizacion de esta medicion sea molesta para los pacientes. Una vez
establecida la fiabilidad y reproducibilidad interobservador de la medicion, el siguiente
paso fue determinar si proporcionaba una medicion equivalente a la obtenida con DXR.
Los resultados obtenidos muestran muy buena correlacion entre los resultados de DMO
evaluados mediante DXR como los analizados por DXA.

En conclusion, en este proyecto hemos desarrollado una nueva forma de analizar el
hueso cortical en la diafisis de los huesos MC de la mano no dominante utilizando DXA
convencional. Esta técnica, a pesar de ser “artesanal” tiene una alta reproducibilidad y
reproduce con alta precision los valores que proporciona la DXR, abriendo la
posibilidad de utilizar la evaluacion del hueso cortical como un marcador predictivo de

progresion en artritis de reciente aparicion.

5.4 ANALIZAR LOS RESULTADOS DE LA DMO DE MC EVALUADOS
MEDIANTE DXA CON PARAMETROS CLINICOS PARA VALORAR MEJOR
LAS VARIABLES QUE PUEDEN INCIDIR EN SU UTILIZACION COMO
MARCADOR PRONOSTICO.

Aunque por los datos discutidos previamente, la medicion de la DMO diafisaria de MC

por DXA podria ayudar a identificar de manera precoz aquellos pacientes con factores
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de mal pronostico al igual que se ha demostrado con la DXR (95)(101) un paso previo
a que esta determinacion pueda generalizarse en todos los centros que dispongan de
densitometria 6sea de doble foton, es conocer que factores generales inciden en la masa
Osea de la diafisis de los metacarpianos de mano no dominante. En este sentido, los
resultados obtenidos en nuestro registro de pacientes con ARC demuestran, como era
esperable, que los principales factores que influyen sobre la DMO son el género
femenino, la edad y el IMC. En lo que respecta a los dos primeros es evidente que las
mujeres tienen menor masa 6sea que los hombres, pero en lo que respecta a la mano
solo es muy marcada a partir de los 65 afios, muy probablemente como consecuencia de
los aflos tras la menopausia. En hombres, también los mayores de 65 afios mostraron
una masa 6sea menor respecto a varones menores de 45 afios, aunque la diferencia no
fue tan marcada. Respecto al IMC, el efecto era el esperado, aunque lo mas llamativo
fue la presencia de una DMO diafisaria de MC especialmente més baja en casos de bajo
peso, aunque es cierto que esta poblacion era muy limitada en nimero.

Otro aspecto por el que habia cierta preocupacion era la posible incidencia de la
sobrecarga laboral en la masa dsea de los MC. Estos datos no se mostraron, ya que no
observamos que la clasificacion por actividad laboral segtn la clasificacion nacional de
ocupaciones de 1994, influyese en la masa dsea de los MC. Es probable que esto sea
debido a una poblacidn bastante envejecida en el estudio PEARL con un gran nimero
de pacientes jubilados o amas de casa, que se excluyeron del andlisis al no poder
asignarles grupo clasificador. Otra posibilidad es que al hacerlo en la mano no
dominante el efecto de la actividad laboral no tenga ninguna o escasa repercusion.

En cualquier caso, para el futuro y con vistas a su generalizacidon en otros centros, sera
necesario establecer formas de normalizar la masa 6sea de MC de forma similar a como

se ha realizado con las definiciones de osteopenia y osteoporosis segun el indice T.

5.5 EVALUACION DE LA UTILIDAD DE LA MEDICION DE DMO BASAL EN
MC 2°-4° MEDIANTE DXA EN PACIENTES CON ARC COMO MARCADOR
PRONOSTICO EN BASE A VARIABLES CLINICAS DE ACTIVIDAD Y
REMISION, ASi COMO PROGRESION RADIOGRAFICA DE LA
ENFERMEDAD Y SU CORRELACION A LOS 2 ANOS DE SEGUIMIENTO.
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En lo que respecta a como evaluar la gravedad de los paciente con ARC, nuestro
estudio tiene un handicap muy importante respecto a los estudios que demostraron la
utilidad pronostica de la radiogrametia. En este ultimo caso, las herramientas
terapéuticas eran menos efectivas y el porcentaje de pacientes que alcanzaban remision
y se evitaba progresion radiografica era menor de lo que hemos observado en el estudio
PEARL. De hecho, en nuestro registro, desde 2005 la progresion radiografica es
practicamente insignificante y el numero de pacientes en remision a los dos afios de
seguimiento alcanzaba el 40% (5). Estas cifras contrastan con lo que ocurria en Espafia
a finales del siglo XX, con una prevalencia de remision del 4% y una mediana del
indice de Larsen de 50 (103).

Con estos antecedentes y teniendo en cuenta que un 15% de los pacientes de PEARL
inician terapia bioldgica en los 2 primeros afios del seguimiento, la tendencia no
significativa a una menor DMO diafisaria de MC en la visita basal de los pacientes con
mayor actividad de la enfermedad a lo largo de seguimiento es a tener en
consideracion. Sobre todo porque se acompafia de la misma tendencia en los pacientes
que no alcanzaron la remision en la ultima visita de seguimiento (2 afos),
independientemente de la forma por la que se definié la remision (SDAI, HUPI o
DAS28).

Por otra parte, intentamos utilizar como variable subrogada de gravedad la intensidad de
tratamiento inmunomodulador acumulada durante los dos primeros afios de seguimiento
(datos no publicados ni mostrados), pero en este caso la variable que mejor determinaba
la variabilidad en el uso del tratamiento inmunomodulador era el médico responsable
del paciente, por lo que el tratamiento acumulado no nos permitia discriminar la utilidad
pronostica de la mediciéon de DMO en MC.

Finalmente optamos por analizar la progresion de la subescala de erosiones del indice
de SvdH en una subpoblacion del inicio del estudio PEARL donde habiamos detectado
mayor progresion radiografica (5). Nuestros resultados indican que los pacientes con
menor DMO de MC tienen una mayor progresion en el subindice de erosiones del
indice SvdH a los 2 afios de seguimiento y esta asociacion era muy significativa cuando
se ajustaba por sexo, edad, IMC, intensidad de tratamiento y actividad de Ia
enfermedad. Estos hallazgos son concordantes con los publicados previamente en los
estudios realizados con DXR (95)(101).

Las posibles explicaciones de esta asociacion es que los pacientes con baja DMO de

MC, efectivamente, tengan una mayor actividad de la enfermedad a lo largo del
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seguimiento y, por tanto, una mayor destruccion articular. La otra opcidon es que los
pacientes con menor DMO diafisaria de MC tengan una mayor facilidad para hacer
erosiones precisamente porque tienen baja densidad mineral dsea, aunque esta opcion se
ve desvirtuada por la ausencia de asociacion con ACPA de la masa oOsea de
articulaciones MCP, que constituyen una parte importante del valor del indice SvdH.

En cualquier caso nuestros hallazgos son especialmente interesantes, ya que las
principales estrategias de manejo de la enfermedad reumatoide nos remarcan la
necesidad de control estricto de la enfermedad (7) (8), el inicio de un tratamiento preco
y la identificacion de aquellos pacientes con factores y biomarcadores de mal
prondstico, por lo que tener una herramienta que detecte de manera precoz aquellos
pacientes que puedan tener una evolucion radioldgica peor es importante para su
seguimiento y tratamiento. Estos datos pueden ser ttiles y relevantes ya que podrian
identificar pacientes con mayor riesgo de progresion radiografica y que no presenten
otros factores de mal prondstico que hagan que no reciban un seguimiento o tratamiento

intensivo acorde a su riesgo individual.

5.6 FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Para el estudio de los ACPA se han utilizado
dos técnicas diferentes a lo largo del seguimiento del registro PEARL. Pensamos que
considerar los ACPA de forma dicotomica, como positivos o negativos, o el método
semicuantitativo utilizado para la normalizacion de sus titulos ha minimizado el impacto
de esta limitacion. Ademas, el método utilizado durante los tltimos afios ha sido capaz
de detectar ACPA IgA e IgG, mientras que en la primera evaluacion, el método solo
detectaba IgG. No sabemos como podria afectar este problema a nuestros resultados.
Sin embargo, la activacion de los osteoclastos inducida por los ACPA se ha descrito que
es inducida no solo por los ACPA completos, sino también por Fab ACPA, lo que
sugiere que este fendomeno es independiente del fragmento Fc. Por tanto, es probable
que el uso de dos métodos diferentes para determinar ACPA en nuestro estudio tuviera
solo un pequefio impacto. La heterogeneidad de la poblacion incluida podria ser
considerada también un inconveniente de nuestro estudio. Sin embargo, hallazgos
similares se observaron cuando realizamos una analisis de sensibilidad por separado, en

pacientes que cumplen o no los criterios de AR de 2010.
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Por el contrario, consideramos que el uso de una poblacién tan heterogéneo refuerza el
efecto de los ACPA sobre la DMO, ya que esta variable resulta significativa
independientemente del diagnostico clinico. Finalmente, carecemos de datos sobre la
edad de la menopausia, una variable de gran importancia para la densidad mineral 6sea,
en el 2,3% de los pacientes incluido en el estudio. No hubo diferencias significativas en
el porcentaje de pacientes con menopausia y aquellas sin informacion disponible sobre
el estado de la menopausia entre pacientes ACPA positivos o ACPA negativos, por lo
que consideramos que este problema no afecta significativamente nuestros hallazgos de
asociacion entre masa Osea baja y positividad para dichos autoanticuerpos. No obstante,
se necesitan mas estudios para determinar su relevancia clinica, ya que, aunque el efecto
de los ACPA sobre la DMO fue significativo, el impacto clinico a largo plazo es
desconocido.

Actualmente se desconoce el impacto real de estos hallazgos. Queda pendiente de
estudiar si existen diferencias en la prevalencia de fracturas osteoporoticas entre ACPA
positivos y negativos Para ello, se necesitarian mas pacientes para determinar el impacto
real de estos hallazgos.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. El nimero de sujetos incluido es pequeiio,
aunque suficiente tal como se recomienda por consenso internacional para este tipo de
estudios (21)(30). Asimismo, la mayoria de los casos incluidos fueron mujeres con
menor DMO que los hombres e incluso menor después de la menopausia. Ademas, es
probable que la alta precision obtenida en este estudio podria deberse a la formacién
intensiva de los diferentes evaluadores que participaron, y los resultados podrian ser
menos reproducibles en otros escenarios clinicos con evaluadores menos entrenados. No
obstante, esto puede mejorarse facilmente con un entrenamiento minimo de pocas horas
supervisada por un técnico experto en DXA. Como punto final, lamentablemente el
tamafio de la muestra de nuestro estudio no permite llegar a ninguna conclusion fiable
entre las mediciones de DMO y los parametros clinicos como edad, sexo o diagnostico
de enfermedad.

Sin embargo, confirmar la reproducibilidad es el primer paso a profundizar en el valor
clinico de esta técnica. En esta linea, tenemos en curso otro estudio mucho mas amplio
para determinar la relevancia clinica de nuestros hallazgos. De hecho, en el presente
estamos analizando la correlacion entre la masa dsea evaluada en el hueso cortical de
los huesos MC como se ha mencionado previamente y también por DXR, y el dafio

radiologico observado por Rx convencional de la mano a los 2 afos de seguimiento.
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Ademas, esta técnica deberia de validarse por otros grupos y en otras poblaciones
diferentes a la nuestra.

Finalmente, queremos enfatizar que la escasa duracion de la enfermedad en los
pacientes de nuestro estudio (mediana de 5,1 meses) es menor que la observada en otros
hospitales de nuestro entorno, lo que representa el resultado de un trabajo coordinado y
continuo de muchos afos de colaboracioén con los médicos generales de nuestro area de
influencia, aunque estos datos no deben cambiar la reproducibilidad de los resultados

obtenidos en este proyecto de tesis.
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6. CONCLUSIONES
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Los pacientes ACPA positivos mostraron menor DMO tanto en columna lumbar
(CL) como en cadera total (CT) y cuello femoral (CF) sin observarse diferencias
significativas para las articulaciones MCF.

Los titulos de MCV-ACPA se correlacionaron con los niveles de ACPA y su
positividad mostré una tendencia similar hacia una DMO mas baja en las
mismas localizaciones que los ACPA.

La DXA es una técnica reproducible para la evaluacion de la DMO de la diafisis
MC con excelentes coeficientes de correlacion intraobservador asi como
variabilidad interobservador.

Se observd una buena correlacion de la DMO de MC evaluada mediante DXA y
DXR.

Los pacientes actividad persistente, no remision en 2 afios y/o alta actividad
promedio muestran una tendencia a teneruna menor DMO en la visita basal.

La progresion radiografica a los dos afios de seguimiento evaluada mediante el
indice de SvdH es mayor en pacientes con baja DMO diafisaria de MC basal.
En conjunto, podria concluirse que una menor DMO basal en la diéfisis de los
MC centrales valorada mediante DXA es un factor de mal pronéstico de curso

evolutivo en pacientes con ARC.
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Osteoporosis has been classically considered a comorbidity of rheumatoid arthritis (RA).
However, recent advances in the pathogenesis of osteoporosis in RA have shown a close
interplay between cells of the immune system and those involved in bone remodeling,
introducing new actors into the classic route in which osteoclast activation is related to
the RANK/RANKL/OPG pathway. In fact, the inflammatory state in early stages of RA,
mediated by interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8 and tumor necrosis factor (TNF)-a has the ability
to activate and differentiate osteoclasts not only through their relationship with RANKL,
but also through the Wnt/DKK1/sclerostin pathway, leading to bone loss. The role of
synovial fibroblasts and activated T lymphocytes in the expression of the RANKL system
and its connection to bone destruction is also depicted. In addition, autoantibodies
such as rheumatoid factor and anti-citrullinated protein antibodies are other pathogenic
mechanisms for the development of bone erosions and systemic osteoporosis in RA,
even before the onset of arthritis. The aim of this review is to unravel the relationship
between different factors involved in the development of osteoporosis in RA patients,
both the classic factors and the most novel, based on the relationship of autoantibodies
with bone remodeling. Furthermore, we propose that bone mineral density measured by
different techniques may be helpful as a biomarker of severity in early arthritis patients.

Keywords: rheumatoid arthritis, bone osteoporosis,

RANKL/RANK/OPG, Wnt signaling

erosions, inflammation, osteoimmunology,

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic chronic inflammatory disease that primarily affects
diarthrodial joints and is associated with disability, the presence of multiple comorbidities and
decreased life expectancy (1). A recent cross-sectional epidemiological study estimates that the
prevalence of RA in Spain is 1.07% [95% confidence interval (CI): 0.70-1.44] (2), similar to that
described in western countries (1).

Osteoporosis (OP) is a frequent systemic skeletal disorder characterized by low bone mass and
microarchitectural deterioration of bone tissue, resulting in bone fragility and susceptibility to
fracture. Fragility fracture is defined as a spontaneous fracture that results from minimal or no
identifiable trauma and represents a sign of OP (3).

The prevalence of OP in the general population ranges from 9 to 38% for women and 1 to 8%
for men depending on the countries (3). In the European Union, it was estimated that 22 million
women and 5.5 million men had osteoporosis in 2010 (4). A study calculated that the prevalence of
global OP at the lumbar spine or femoral neck in Spanish female population was 12.7% according
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to densitometric criteria (5). More specifically, in women older
than 50 years, prevalence was 22.8% at lumbar spine and 9.1% at
femoral neck (5).

On the other hand, the prevalence of OP in RA is around 30%
(up to 50% in post-menopausal women), which might be a two-
fold increase over the general population (6, 7). Furthermore,
RA patients can experience fractures with higher bone mineral
density (BMD) compared to patients without RA (8). In a
meta-analysis, the incidence of fragility fractures in RA and
general population were 33.00 and 15.31 per 1,000 person-years,
respectively (9). The spine is often the most commonly affected
site and the incidence of vertebral fractures in RA might be up
to 5 times the rate of healthy controls (9, 10). Interestingly, the
prevalence of osteopenia and osteoporosis in a large cohort of
patients with RA using Vertebral Fracture Assessment (VFA)
technique is around 40-60%, while the prevalence of vertebral
fractures through VFA images in the same cohort was 13%
(11). Paradoxically, in the Princesa Early Arthritis Register
Longitudinal (PEARL) study, we observed that cortical bone in
mid-forearm seemed to be more susceptible to bone loss than
trabecular bone in ultra-distal forearm when disease activity was
not adequately controlled (Figure 1).

OSTEOPOROSIS RISK FACTORS IN RA

OP and RA share some common risk factors such as female
gender (female: male ratio in RA: 3-4:1) and smoking. Other
general OP risk factors such as age, low body mass index (BMI),
menopause, diabetes or thyroid disorders (6, 13-15) are equally
applicable to patients with RA and to the general population.
Other risk factors that can account for OP in RA include
systemic inflammation associated with disease activity, local
effect of immune cells leading to bone erosions, glucocorticoid
(GC) therapy and impairment of physical activity (14). Therefore,
OP and fractures are more frequent in patients with high disease
activity (according to DAS28), presence of periarticular bone
erosions and cumulative structural damage, RA disease duration
> 10 years, high HAQ score or high titers of anti-citrullinated
protein antibodies (ACPA) and rheumatoid factor (RF) positivity
(6, 9, 10, 14-16). In one study, vertebral fracture risk in RA
patients was related to longer disease duration, dose and duration

Abbreviations: ACPA, anti-citrullinated protein antibodies; ACR, American
College of Rheumatology; Anti-CarPA, anti-carbamylated protein antibodies;
BMD, bone mineral density; BMI, body mass index; CI, confidence interval;
CTX-I, carboxy-terminal telopeptide of type 1 collagen; CXCL8, C-X-C motif
chemokine ligand 8; DAS28, disease activity score counted over 28 joints;
DDK-1, Dickkopf-1 protein; DMARD(s), disease modifying anti-rheumatic
drug(s); DXA, dual X-ray densitometry; DXR, dual X-ray radiogrammetry;
EULAR, European league against Rheumatism; FRAX, fracture risk assessment
tool; GC(s), glucocorticoid(s); HAQ, health assessment questionnaire; hTNF-tg,
human tumor necrosis factor transgenic; Ig, immunoglobulins; IL, interleukin;
IFN-Y, interferon gamma; M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; OP,
osteoporosis; OPG, osteoprotegerin; PEARL, Princesa early arthritis register
longitudinal; PINP, procollagen type 1 N-terminal propeptide; RA, rheumatoid
arthritis; RANK/RANK-L, receptor activator of nuclear factor (NF)-kB (RANK)
and its ligand; RE, rheumatoid factor; TNF-a, tumor necrosis factor; TNFi, TNF-a
inhibitors; Th, T helper lymphocytes; Treg, regulatory T cells; uNTx, cross-linked
N-telopeptide of type I collagen; Wnt, drosophila segment polarity gene wingless
and integrated or int-1 of the vertebrate homolog.

of GC treatment, higher HAQ, Sharp score (cumulative structural
damage), ACPA and older age (10). Indeed, ACPA positivity is
independently associated with severe trabecular bone loss (13).
Furthermore, previous studies have described that the risk of
fracture in the next 10 years measured by FRAX is increased
in ACPA positive patients (17). By contrast, recent publications
show that patients achieving early RA remission have a similar
OP risk profile than the general population (15).

Regarding therapeutic agents for RA, GC therapy deserves
a special mention. Indeed, GCs suppress osteoblast bone
formation, which is associated with a rapid suppression of
procollagen type 1 N-terminal pro-peptide (PINP, a biomarker
of bone formation), leading to an early reduction in trabecular
bone (18). Interestingly, GCs also suppress osteoclast activity,
certainly increased in active arthritis patients, which might have
a protective effect in some cases (19). In fact, some studies
show that GC use in RA could even be beneficial, with a low
impact on BMD due to their anti-inflammatory and suppressive
effect on arthritis activity (13, 14, 16, 20). Therefore, low doses
of GCs could provide protection from inflammatory bone loss
during polyarthritis flares and might counteract their unfavorable
effects on bone resorption leading to neutral or even positive net
skeletal balance (20, 21). The cumulative GC dose (long-term or
high dose) as well as the continuous vs. alternative GC dosage
strategy are correlated with an increased risk of fracture or a
reduced BMD in juxta-articular bone, spine and femoral neck
(10, 14, 22, 23). In addition, GCs induce muscle wasting which
secondarily increases the risk of falls and fractures (20). However,
a daily dose below 5mg may have a relatively small impact on
BMD in RA patients (23).

Besides, the effect of GC therapy is controversial due to
limitations in the studies such as concomitant use of anti-
resorptive treatment, indication bias of GCs in patients with
high disease activity or chronic use of GCs in patients with low
disease activity.

Other pharmacological agents involved in fracture risk are
opioids, some anti-depressants such as selective serotonin
reuptake inhibitors, anti-psychotics, benzodiazepines and proton
pump inhibitors (24). The risk related with opioids, higher for
vertebral fractures than for non-vertebral fractures, and selective
serotonin reuptake inhibitors might be mainly associated with
falls (22).

BONE HOMEOSTASIS AND BONE
REMODELING AND THE IMMUNE SYSTEM

In the past, the bone seemed to be a static structure, but nowadays
is considered a dynamic tissue in constant activity, being the
entire skeleton renewed around every 10 years. The dynamic
process of bone formation and resorption is known as bone
remodeling. This process has a complex regulation, determined
by mechanical, molecular and cellular factors. Indeed, osteoclasts,
osteoblasts and osteocytes are the main cellular actors involved
in bone remodeling. Different signaling pathways of these and
other cells of the immune system regulate their function and
bone remodeling (25-29) (Figure 2). Indeed, the bone and the
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FIGURE 1 | Yearly variation of BMD in mid-radius, but no in other regions of forearm, correlates with cumulative disease activity (assessed by HUPI) after 2 years of
follow-up in early arthritis patients. BMD, bone mineral density; UD, ultradistal radius; MID, middle distal radius; 1/3, third distal radius; HUPI, Hospital Universitario de
la Princesa index [composite rheumatoid arthritis disease activity index, ref: (12)]; r, Pearson’s correlation coefficient.
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immune system maintain a close relationship both anatomical -
since the bone houses the bone marrow- and functional through
different molecular and cellular signaling pathways and a myriad
of cytokines (25, 26, 28, 29). Accordingly, osteoimmunology is
a discipline that attempts to address all these interrelations (30)
and has undergone a great development in recent years.

RA is the prototype of osteoimmunologic disease where
bone loss is one of the most characteristic findings. In RA,
there are three kind of bone loss: local, juxta-articular and
systemic, causing periarticular osteopenia, bone erosions and
generalized osteopenia and/or osteoporosis far from inflamed
joints, respectively (25-27). The misbalance in bone remodeling
that occurs in RA causes an increase in bone resorption that
leads to a reduction of bone mass and a decrease in bone
formation that inhibits bone repair. Different cells, cytokines and
signaling pathways are involved in both processes and could be
potential therapeutic targets to prevent radiographic progression
and osteopenia/osteoporosis associated with RA.

Increased Bone Resorption in RA

Osteoclasts are the main cell population responsible for bone
loss in RA patients. These multinucleated large cells are involved
in bone resorption through degradation of the bone matrix
by acidic and catalytic enzymes, leading to bone erosions in
RA (31). They originate from hematopoietic stem cells of the
macrophage/monocyte lineage. For their differentiation they
require the intervention of the macrophage colony-stimulating
factor (M-CSF) (32). In addition, numerous molecules and
signaling pathways are involved in the processes of osteoclast
differentiation and activation. Among them, the receptor

activator of nuclear factor (NF)-kB (RANK) and its ligand
(RANKL) are the most important (Figure 2). They are proteins
belonging to the TNF superfamily. RANKL is expressed, both
soluble and membrane-bound forms, in different bone cells
(osteoblasts and osteoclasts) and also in different cell subsets of
the immune system (25, 28, 29). By contrast, RANK is mainly
expressed in osteoclasts. Osteoprotegerin (OPG) is another
protein of the TNF superfamily, which has a regulatory role
in bone remodeling (33), working as a RANKL decoy receptor,
blocking its effect through its interaction and therefore inhibiting
osteoclastogenesis. In fact, RANKL was initially known as the
OPG-ligand (34). Therefore, the RANK/RANKL/OPG axis is an
essential pathway in the regulation of bone remodeling.

Synovial tissue in RA is the main source of RANKL (35), being
synovial fibroblasts and activated T cells the main cells involved
in its production (36). Danks et al. found that fibroblasts are the
main source of RANKL in synovium, and therefore one of the
main responsible for osteoclastogenesis rather than T cells. In
fact, in an animal experimental model, the absence of RANKL
expression in fibroblasts of mice with collagen-induced arthritis
appears to have a protective effect on the appearance of bone
erosions. This is not the case for RANKL deficiency in T cells.
Therefore, the production of RANKL by fibroblasts could be
a possible therapeutic target for the prevention of erosions in
RA (37). In addition to RANKL expression, fibroblasts induce
osteoclastogenesis through decreasing OPG (38).

T cells also play a crucial role in bone metabolism in RA. As
shown in Figure 2, there are different phenotypes of T cells (Th1,
Th2, Th17, and Treg), showing patterns of expression of different
molecules and of release of distinct cytokines that play different
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FIGURE 2 | Schematic illustration of osteoblastogenesis and osteoclastogenesis regulation in RA patients. ACPA, anti-citrullinated protein antibodies; ACarPA,
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roles in the regulation of bone remodeling. The first two subsets
play a negative regulatory role on osteoclastogenesis, secreting
inhibitory cytokines such as interferon gamma (IFN-y) and IL-
4 (39). Regulatory T cells (Treg) also work as negative regulators
of osteoclastogenesis, being responsible for regulating tolerance
and self-reactivity, while Th17 cells are critical stimulators of
osteoclastogenesis in RA. Treg cells appear to have an anti-
inflammatory action in animal models of TNF-induced arthritis,
inhibiting osteoclast differentiation and promoting osteoblast
activity (40).

By contrast, Th17 cells have been described as a subtype
of Th cells inducing osteoclastogenesis by various mechanisms
(41). These cells produce RANKL and IL-17, a cytokine
that in turn stimulates RANKL production by fibroblasts
and osteoblasts. Furthermore, they stimulate the production
of M-CSF and RANKL by osteoblasts and stromal cells,

produce TNF-a and increase RANK expression in osteoclast
precursors (42). However, although an important role of IL-
17, both proinflammatory and osteoclastogenic (43), has been
described in RA, treatment with IL-17 inhibitory drugs has
not demonstrated clear efficacy in RA patients (44). Therefore,
further studies in RA patients are necessary to better define the
real role of this cytokine and the profile of patients who could
benefit from this targeted therapy. Thus, the balance between
Tregs and Th17 cells is crucial for the pathogenesis and the onset
of low bone mass and erosions in RA (39, 42).

Finally, B cells, in addition to being antibody-producing cells,
also appear to play a role in bone resorption in RA, since
they are able to produce RANKL under stimulation. In RA,
activated B cells of synovial fluid and peripheral blood have
been found to secrete high RANKL levels, thus participating in
osteoclastogenesis and bone resorption (45).
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In addition to cell subsets, numerous cytokines involved in
the pathogenesis of RA have been described, among which TNF-
a and IL-6 stand out, because they not only play a role in
inflammation, but also seem to have a direct effect on bone
remodeling in RA (25-27). In fact, they are two of the main
therapeutic targets of the novel RA therapies. Table 1 shows the
main cytokines involved in bone destruction and formation in
patients with inflammatory diseases.

TNF-a has a net osteoclastogenic effect. It stimulates bone
resorption by promoting osteoclast differentiation, increasing
RANKL expression in T and B lymphocytes and osteoclasts, as
well as promoting RANK expression in osteoclast precursors
(46). TNF-a also contributes to inhibition of bone formation
through stimulation of Dickkopf-1 (DDK-1) production
(Figure 2). In vitro and in vivo studies have described a
controversial role of TNF-a in osteoblastogenesis, describing
both inhibitory (47) and potential promoter effects (48),
depending on the stage of the osteoblast differentiation.
Accordingly, therapy with TNF-a inhibitors (TNFi) has proven
effective not only on inflammation in RA, but also on bone
balance, both at the level of systemic bone mass and prevention
of radiographic progression (49).

IL-6 is another key cytokine in the pathogenesis of RA (50).
In addition to its clear role on inflammation, a direct effect
on general and local bone loss has been described in RA (51).
IL-6 promotes bone resorption by enhancing the expression
of RANKL by osteoblasts, fibroblasts and T cells (52) and is
involved in the differentiation of Th17 cells (53). However, IL-6

TABLE 1 | Main mediators involved in bone remodeling.

Pro-bone resorption factors Main effects in bone

TNF-a Osteoclast activation. Osteoblast inhibition
IL-6 Osteoclast activation. Osteoblast inhibition
IL-1 Osteoclastogenesis stimulation

IL-8 Osteoclastogenesis stimulation

IL-11 Osteoclastogenesis stimulation

RANKL Osteoclast activation

IL-17 Osteoclast activation

IL-23 Osteoclast activation

Cathepsin K Osteoclast activation

M-CSF Osteoclastogenesis stimulation
Anti-bone resorption factors

IFN-Y Osteoclast inhibition

IL-2 Osteoclast inhibition

IL-4 Osteoclast inhibition

OPG Osteoclast inhibition

Anti-bone formation factors

DKK-1 Osteoblast inhibition

Sclerostin Osteoblast inhibition

TNF-a Osteoblast inhibition (dual effect)

IL-6 Osteoblast inhibition (dual effect)

DKK-1, Dickkopf-1; IFN, interferon; IL, interleukin family; M-CSF, macrophage colony-
stimulating factor; OPG, osteoprotegerin; RANKL, receptor activator of nuclear factor
(NF)-kB ligand; TNF, tumor necrosis factor.

has a controversial role on bone formation, since both pro-
osteoclastogenic (54) and inhibitory (55) roles have been found in
in vitro studies, depending on the stage of osteoblast precursors.
Indeed, therapy with IL-6 inhibitors is effective in controlling
inflammation and the radiological progression of RA (56).

Since.  RANK/RANKL/OPG pathway is crucial in
osteoclastogenesis, inhibition of RANKL is a possible therapeutic
target to prevent erosions and bone mass loss in RA. In a T
cell-dependent animal model of arthritis, blocking RANKL
by OPG prevents bone destruction, but not inflammation
(57). Furthermore, in a phase II trial to assess the efficacy of
denosumab, a RANKL inhibitor human antibody, on several
bone parameters in patients with RA, they found that the
association of denosumab with methotrexate and other therapies
for controlling RA reduces bone erosions, increases BMD
and decreases biomarkers of bone resorption, so it could be a
potential treatment for erosive RA (58). However, as denosumab
has neither an effect on inflammation nor over joint space
narrowing, it has not been approved for RA treatment.

Another interesting molecule involved in bone resorption
is cathepsin K, a lysosomal cysteine protease expressed
predominantly in osteoclasts (59). It is overexpressed in synovial
tissue, fibroblasts and serum in RA patients (60). In an
animal model of arthritis using human TNF-transgenic mice
(hTNF-tg), cathepsin K deficiency inhibits osteoclast activation,
preventing joint erosion and presenting a regulatory role on the
immune system. Therefore, inhibition of cathepsin K could be
a potential adjuvant therapeutic target against bone destruction
associated with an inflammatory response (61) if safety issues are
finally elucidated.

Reduced Bone Formation in RA

In the process of bone formation by osteoblasts, cells of
mesenchymal origin, different molecules and cell signaling
pathways contribute in different ways. One of the most important
signaling routes is the Wnt pathway. The name Wnt results from
a fusion of the name of the Drosophila segment polarity gene
wingless and the name of the vertebrate homolog, integrated or
int-1. Wnt signaling pathways are a group of signal transduction
pathways which begin with proteins that transduce signals into
the cell through cell surface receptors, activating the transcription
of genetic factors that regulate osteoblast maturation and
therefore bone formation, among other important functions
in embryogenesis and organogenesis. There are also different
endogenous inhibitors of this pathway, among which DKK-1 and
sclerostin are the most important and best known (62). In RA,
there is an increase in the expression of these inhibitory factors of
the Wnt pathway and therefore a reduction in bone formation.
Consequently, this pathway could be involved in the repair of
bone erosions in RA (63) (Table 1).

Similarly, an increase in DKK-1 has been reported in patients
with RA in inflamed synovium and serum. DKK-1 elevation is
associated with an increased risk of erosions in RA patients (64).
Its levels seem to depend on the pro-inflammatory state, while
inhibiting TNF-o reduces them. Blocking DKK-1 by monoclonal
antibodies reduces the occurrence of bone erosions regardless of
the inflammatory state in arthritis animal models (65). Therefore,
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DKK-1 plays an important role in the development of erosions
in a pro-inflammatory environment such as RA, and could be a
therapeutic target for reducing such erosions.

Sclerostin is another inhibitor of the Wnt pathway, mainly
secreted by osteocytes. Blocking sclerostin by a monoclonal
antibody in human tumor necrosis factor transgenic (hTNFtg)
mice model of arthritis reduces loss of systemic bone mass,
periarticular bone destruction and cartilage damage, without
any effect on inflammation. The combination of sclerostin and
TNF-a inhibition produces normalization of systemic bone
mass, inhibits and repairs bone erosions and cartilage damage,
thus protecting from structural joint damage (66). However,
other studies in animal models of arthritis have not found
that sclerostin inhibition decreases or repairs bone erosions or
reduces bone loss (67). Therefore, further studies are needed to
clarify the role of sclerostin inhibition in RA patients.

ROLE OF AUTOANTIBODIES IN
OSTEOPOROSIS ASSOCIATED TO RA

RA is a systemic inflammatory disease in which the development
of different autoantibodies is an early pathogenic event that
is associated with structural joint damage, the appearance of
erosions and juxta-articular osteopenia (68, 69). The most
frequent autoantibodies associated with RA are RF and ACPA.
RF is directed against the Fc region of IgG and it mainly appears
as an IgM isoform. Although RF is present in a high percentage
of RA patients, it is not very specific, since it can appear in other
autoimmune diseases and even in healthy population, especially
in elderly people. On the contrary, ACPA are more specific of
RA and very rare in general population, having demonstrated
evidence of their prognostic role on radiological progression and
the appearance of erosions. At present, it is well-established that
ACPA can be detected in human sera during the pre-RA stage,
even 10 years before the onset of symptoms (70).

RA-Related Autoantibodies as Drivers of

Bone Resorption
As already mentioned, the mechanisms by which systemic
osteoporosis appears in RA are complex including sustained
inflammation, GC use, decrease of physical activity and as a
consequence of some disease modifying anti-rheumatic drugs
(DMARDs). At present, there is enough evidence to support
that autoantibodies play also a role in the pathogenesis of
bone loss, either systemic or local, in RA. Different animal
models have demonstrated that ACPA can induce osteoclasts
differentiation and activation even before arthritis onset (71,
72). During osteoclasts differentiation, the myeloid precursors
express citrullinated vimentin in their membrane that can be
the target for their specific ACPA. These kind of ACPA attach
to Fc-gamma receptor which induces the production of CXCL8
promoting the proliferation and maturation of osteoclasts (71,
72). The presence of immune complexes of ACPA and their
targets can also induce this process (73, 74).

Furthermore, Kleyer et al. have demonstrated a decrease in
systemic cortical bone mass in a limited population of healthy

ACPA-positive subjects without arthritis (75). In this regard, our
group has described in patients of an early arthritis cohort with
a median symptom duration about 5 months that the ACPA
positive subjects showed a significantly lower systemic bone
mass at hip and lumbar spine, but not at periarticular level
in metacarpophalangeal joints. This effect was independent of
the effect of classical risk factors for low bone mass, such as
female gender, menopause or BMI (76, 77). Similar data have
been described by Bugatti et al. in an untreated early arthritis
cohort (78).

In both cohorts, patients had a very short disease duration,
with low/no treatment exposure of either GCs or DMARDs,
suggesting that ACPA probably have an initial role in the
mechanism of BMD loss in these patients. On the other hand,
the perpetuation of inflammation and the use of osteoporosis-
inducing drugs may collaborate in peripheral BMD loss.

Although the strongest evidence on the role of antibodies
as diagnostic and prognostic biomarkers in RA is for ACPA,
included as a highly weighted item in the ACR/EULAR criteria
for RA classification (79), this role has also been identified
for other autoantibodies that recognize post-translational
modification of proteins. Among them, anti-carbamylated
proteins antibodies (anti-CarPA) have the strongest evidence
regarding their role in the pathogenesis of RA compared to
anti-acetylated proteins or other modifications. Interestingly,
many of these modifications (citrullination, acetylation or
carbamylation) include vimentin, pointing to this protein as an
important target in RA pathogenesis. Anti-CarPA have shown a
clear overlap with ACPA, but some studies have identified them
as an independent prognostic biomarker, especially regarding
the appearance of erosions (80).

The role of anti-CarPA in BMD has also been studied in early
arthritis cohorts. Regueiro et al. described that high titers of
anti-CarPA were associated with lower systemic BMD, either at
lumbar spine or hip, in these patients, but not at local level in
metacarpophalageal joints, and this association was independent
of ACPA titers (81).

As mentioned above, the sustained presence of inflammatory
cytokines in RA plays an important role in regulating osteoclast
activation. But there is also evidence of the importance of
autoantibodies and immune complexes for the production of
these inflammatory cytokines by macrophages, showing in an
indirect way how these immune complexes contribute to bone
mass loss through regulation of osteoclasts.

All together, these data suggest that ACPA probably have an
initial role in systemic osteoporosis in the earliest moments of
the disease, and lead to local BMD loss in later stages through
the perpetuation of inflammation and the progressive increase in
their titers.

BONE MINERAL DENSITY AS POSSIBLE
SEVERITY MARKER IN RA

Currently, the diagnostic and therapeutic strategies aim at the
early detection and treatment of the disease (82). Indeed, in the
PEARL study the implementation of early DMARD treatment in
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tight control and treat to target strategies have led to prevention
of erosive disease and arrest of radiological progression (83),
both due to a better control of the disease and a reduced use
of long-term osteopenizing drugs. Furthermore, the decrease of
autoantibody titers has probably also contributed to a lower
loss of both systemic and local BMD. Therefore, it is important
to have prognostic biomarkers that help us better understand
disease evolution and detect and treat these patients early and
correctly to avoid long-term comorbidities.

The association of RA-related autoantibodies with worse
BMD suggests that measurement of bone mass could help to
predict prognosis of patients with early arthritis. Regarding this
topic, there is evidence that measurement of BMD by dual
X-ray radiogrammetry (DXR) at metacarpal diaphysis in the
non-dominant hand of RA patients is associated with disease
progression, appearance of bone erosions and even, in some
studies, with increased mortality (84, 85). In addition, DXR is
a very sensitive procedure to detect loss of BMD in the hand,
which in long-standing RA has been associated with high titers
of autoantibodies, mainly ACPA, radiographic progression and
the appearance of erosions (86).

However, DXR is a poorly accessible and expensive technique.
On the contrary, conventional dual X-ray densitometry (DXA)
is the gold standard for assessing BMD in OP, and is also a
simple and more accessible technique all over the world. Of note,
our group has recently proved that measurement of BMD at
metacarpal diaphysis with conventional DXA is reproducible and
closely correlates with DXR measurements (87, 88).

SOMETHING IS CHANGING IN
OSTEOPOROSIS ASSOCIATED WITH RA

Interestingly, a decrease in the prevalence of OP and fractures
has been described in the last 10 years, likely due to improved
therapeutic options that have allowed rheumatologists to lead
more RA patients to remission (15).

Most of the information comes from TNFi, which have been
associated with a reduced number of fractures and improvement
of BMD in both vertebral and non-vertebral anatomical locations
(22, 89, 90). Regarding bone turnover markers, the results of
the studies were quite consistent, often showing an increase in
bone formation markers along with a decrease in bone resorption
ones (89-92). Less often, they showed either a decrease in bone
resorption with stabilization of bone formation (93, 94), or
stabilization of bone resorption and increased formation (95,
96). A recent paper showed, in patients with early RA treated
with TNFi (certolizumab pegol), that bone turnover markers
and Wnt/B-catenin pathway inhibitors may change quickly after
starting therapy, with a decrease in carboxy -terminal telopeptide
of type 1 collagen (CTX-I), an increase in PINP and the decrease
in DKK-1 and sclerostin, already evident from the first week of
therapy (92).

Other biological agents such as tocilizumab, rituximab, and
abatacept have shown a significant decrease in bone resorption
markers and RANKL expression, which provides evidence of a
beneficial effect on bone remodeling process slowing down bone

loss (15). In a study, a 2-year treatment with tocilizumab showed
improvement in BMD and significantly decreased levels of p-
CTX in ACPA positive patients (97). Another study disclosed
the efficacy of abatacept for increasing BMD at the femoral
neck without differences in urinary levels of cross-linked N-
telopeptide of type I collagen (uNTx) and bone-specific alkaline
phosphatase (98).

Finally, most information about DMARDs reflects a non-
deleterious effect on BMD, especially with methotrexate (99),
although in another study, leflunomide was the only DMARD
associated with significant increase in lumbar spine BMD without
differences in femoral neck (100).

All together, this evidence suggests that the relationship
between RA disease activity, systemic inflammation and OP is
mediated by pro-inflammatory cytokines (mainly M-CSE IL-
17, TNF-a, IL-1, and IL-6) that regulate osteoclastogenesis and
are important stimulators of RANKL synthesis. During the
inflammatory process, their production exceeds the synthesis of
their physiologic inhibitors and decoy receptor OPG. Therefore,
the imbalance between osteoblast and osteoclast activity is
directly responsible for bone loss and local erosions in RA (15,
16). Nevertheless, this imbalance can also occur at systemic level.
This fact posits that BMD loss in RA may be an early predictor
of erosive disease (16), as suggested by a study in which BMD
loss at the metacarpal site was the main independent predictor of
subsequent articular radiographic progression (14).

CONCLUSIONS

OP is a common complication of RA patients, mainly due
to shared demographic characteristics as well as common
pathogenic pathways to both entities. The mechanisms
involved in the pathogenesis of RA-associated OP are
complex. It is evident that the RANK/RANKL/OPG and
the Wnt/DKK-1/sclerostin pathways play a crucial role in the
development of systemic and local OP as well as bone erosions.
Furthermore, different pro-inflammatory cytokines involved in
RA pathogenesis such as TNF-a, IL-6 and IL-17, among others,
have a relevant role in the regulation of bone homeostasis.
Despite these mechanisms are complex and controversial,
targeting these molecules clearly provides a drastic arrest of
radiographic progression as well as an improvement of disability
and quality of life of RA patients. Recently, some studies
suggest that this strategy also reduces OP and fractures, further
improving the clinical outcome of these patients, especially in
long-term disease.

Regarding the role of autoantibodies, both ACPA and anti-
CarPA have shown a pathogenic role affecting bone homeostasis
through their involvement in the development of systemic OP
and bone erosions. These autoantibodies also allow classifying
different phenotypes of RA patients regarding evolution and
prognosis. Some doubts that need to be clarified still remain,
such as the duality of some inflammatory molecules and
their involvement in bone homeostasis in RA. There are
also unmet needs like clinical studies that correlate these
findings and identify prognostic factors capable of helping
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in decision-making and in the monitoring and treatment of
these patients.

Finally, we must be optimistic as biological therapies
developed in recent years make it possible to reverse part of the
negative effects of RA on bone and even seem to reduce the risk
of osteoporotic fractures.
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Abstract Since the previous studies showed that anti-
citrullinated protein antibodies (ACPA) can induce osteo-
clasts differentiation and activation, even before arthri-
tis onset, the aim of our study was to determine whether
ACPA-positivity is associated with lower bone mineral
density (BMD) at baseline visit of a register of early arthri-
tis (EA) patients. The study population comprised 578
patients (80% females) from our EA clinic with a median
disease duration, 5.1 months (p25-p75: 6-8); median age,
53.6 years (41.9-66.1), 38% ACPA-positive, and 55% ful-
filling 2010 criteria for rheumatoid arthritis. BMD was
measured using dual X-ray absorptiometry at lumbar
spine, hip, and metacarpophalangeal (MCP) joints of the
non-dominant hand to evaluate both systemic and juxta-
articular bone mass. ACPA titers were determined through
enzyme immunoassay. The effect of ACPA on BMD was
analyzed using multivariable analysis based on generalized
linear models adjusted for various confounders. ACPA-pos-
itive patients showed lower bone mass at lumbar spine and
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hip, but no differences were observed at MCP joints com-
pared to ACPA-negative patients. However, ACPA-positive
patients displayed higher disease activity and disability
than ACPA-negative patients. After adjustment for gender,
age, body mass index, and other bone-related variables, the
presence of ACPA remained significantly associated with
lower BMD at the lumbar spine, femoral neck, and hip
but not at MCP joints. Disease activity was not associated
with baseline bone mass. Our data reinforce the previous
preclinical findings suggesting that the systemic bone loss
detected at the initial phases of early ACPA-positive arthri-
tis is independent of inflammatory status and, therefore,
could be mediated by ACPA.

Keywords Rheumatoid arthritis - Bone mineral density -
Autoantibodies - Autoimmunity

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory
disease characterized by persistent inflammation of the
synovial membrane and joint destruction, bone loss, and
systemic complications. Skeletal changes in RA include
juxta-articular bone erosions, periarticular bone loss, and
systemic osteoporosis [1, 2]. Until a few years ago, rheu-
matologists assumed that osteoporosis in RA was mainly
derived from chronic inflammation, use of glucocorti-
coids or some disease-modifying anti-rtheumatic drugs
(DMARDs), and immobilization. However, in the light
of current knowledge, bone destruction in arthritis seems
to be caused by two main mechanisms: inflammation and
autoimmunity [2, 3].

Pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1, IL-6,
and IL-8 enhance the proliferation and differentiation of the
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monocyte-macrophage lineage, increasing the population
of mature osteoclasts [2, 4, 5]. Indeed, the existence of an
inflammatory microenvironment from the earliest stages of
RA had been proposed to be responsible for the appearance
of bone erosions and systemic osteoporosis in these phases
of the disease [1, 6].

On the other hand, the presence of rheumatoid factor
(RF) and, especially, anti-citrullinated protein autoantibod-
ies (ACPA) is another important risk factor for the develop-
ment of bone erosions and osteoporosis in RA [2, 3, 7]. In
this regard, ACPA can be detected up to 5-10 years before
clinical synovitis develops and, especially those with anti-
citrullinated vimentin and enolase specificities, have been
described to induce formation and activation of osteoclasts
in vitro and in a mouse model [5, 8]. In fact, Kleyer et al.
have recently demonstrated a decrease in cortical bone
mass in a limited population of healthy ACPA-positive sub-
jects without any joint symptom [9].

These interesting data suggest that the presence of
ACPA could partially explain the bone loss detected in the
initial phases of chronic inflammatory arthritis. Thus, in
this work, we analyzed whether the presence of ACPA is
associated with differences in bone mineral density (BMD)
at hip and lumbar spine to assess systemic bone density and
at metacarpophalangeal (MCP) joints to measure juxta-
articular bone mass in patients referred to our Early Arthri-
tis Clinic.

Methods
Patients

A cross-sectional study was performed in 578 patients with
suspected early arthritis submitted to the Princesa Early
Arthritis Register Longitudinal (PEARL) study, which
started in 2001 and in which data are recorded by protocol
at five structured visits (baseline, 6, 12, 24, and 60 months).
The information registered includes, age, gender, race, dis-
ease duration at the beginning of follow-up, smoking status,
menopause, family history of RA; therapies received and
cumulative prednisone dose at recruitment; global disease
activity on a 100-mm visual analogue scale assessed by
both the patient and the physician; number of swollen and
tender joints (28-joint count), and the score of the Span-
ish version of the Health Assessment Questionnaire [10].
Laboratory tests include blood cell counts, general bio-
chemistry, erythrocyte sedimentation rate (ESR), C-reac-
tive protein (CRP), rheumatoid factor (RF; measured by
nephelometry, positive >20 IU/ml), and anti-citrullinated
peptide antibodies (ACPA; assessed by enzyme immuno-
assay, see below). For this study, disease activity was esti-
mated using the 28-joint disease activity score (DAS28)
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calculated with the ESR [11] and the Hospital Universitario
de La Princesa Index (HUPI) [12], that is an index for the
assessment of disease activity in chronic polyarthritis that
includes the same domains as DAS28 and SDAI but cor-
rected by gender when considering tender joint count and
erythrosedimentation rate (ESR). HUPI is calculated as the
sum of four variables (graded 0-3): 28 tender and swol-
len joint counts, global disease assessment by physician
and acute phase reactants. The score of these variables was
based in their quartile distribution in the population used to
describe this index [12, 13]. A more detailed description of
the PEARL study has been previously published [14].

For this work, we used only information from the base-
line visit of patients included in the register from February
2002, when we included BMD measurements in the regis-
ter protocol, until January 2016.

BMD measurements

BMD was assessed using dual-energy X-ray absorptiom-
etry (DXA) on a Hologic©QDR-4500 Elite (Bedford, MA,
USA) at lumbar spine (LS) and hip. Furthermore, in 2004,
we started to scan BMD at non-dominant hand to study the
effect of joint swelling on juxta-articular bone mass.

Specifically, we analyzed BMD from L2 to L4, total
hip (TH) and femoral neck (FN), and at hand, we assessed
BMD from second to fifth MCP joints, as previously
described [15]. BMD is expressed in g/cm?, except for the
coefficients in the multivariable analysis that are expressed
in mg/cm? to obtain more affordable values.

ACPA and anti-mutated citrullinated vimentin
antibodies

ACPA were measured using a second-generation anti-
citrullinated cyclic peptide enzyme immunoassay (EIA;
Euro-Diagnostica Immunoscan RA; positive >50 U/ml)
until October 2010 and then using a third-generation EIA
(QUANTA Lite CCP3 IgG and IgA, Inova Diagnostics;
positive >40 U/ml). Both methods are EIA, but the third-
generation analysis is able to detect IgA ACPA in addi-
tion to IgG antibodies, with no other important differences
between them. For this study, ACPA levels were classified
as negative if below the manufacturer’s limit, low if above
this limit but below the median of the positive population
(500 U/ml for the Euro-diagnostica kit and 350 U/ml for
the Quanta Lite Kit) and high when above the median of
the positive population.

In addition, we assessed anti-mutated -citrullinated
vimentin IgG antibodies (MCV-ACPA) through a quan-
titative EIA (ORG548 anti-MCV, Orgentec Diagnostika
GmbH, Mainz, Germany; positive >20 U/ml). MCV-ACPA
levels were also clustered as defined above for ACPA.
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Ethical statements

PEARL study is conducted according to the principles
expressed in the Helsinki Declaration of 1983 and it was
approved by the Research Ethics Committee of Hospital
Universitario La Princesa. All patients signed a written
consent at study entry.

Statistical analysis

The descriptive analysis was performed by calculating the
mean and standard deviation (SD) of quantitative variables
with a normal distribution. The median and the interquar-
tile range (IQR) were calculated for those variables with
no normal distribution. Estimation of the proportions was
used to describe qualitative variables. Student’s ¢ test was
applied to compare the means of variables with a normal
distribution and Mann—Whitney test used for variables that
did not present normal distribution. The y” test was used for
qualitative variables.

We first used the t test to determine whether the dif-
ferences in BMD at the different anatomic sites between
ACPA-positive and ACPA-negative patients were statis-
tically significant. However, since there were significant
differences between ACPA-positive and ACPA-negative
populations in variables that can influence BMD (Table 1),
we performed a multivariable analysis through general-
ized linear models using the glm command of Stata 12.1

Table 1 Characteristics of the population

for Windows (Stata Corp LP, College Station, TX, USA)
for each location. Variables that were different between
the two populations (Table 1) as well as those considered
relevant to explain BMD (age, body mass index [BMI],
smoking, disease activity, and cumulative prednisone dose
at baseline) were included in the initial models. The final
models were obtained through manual stepwise backward
elimination of variables by means of the Bayesian infor-
mation criterion, removing all variables with p>0.15. The
only exception was ACPA status, which was maintained in
all the models, even though it did not reach a p <0.15. We
also performed a sensitivity analysis by repeating the mul-
tivariable analysis both in the population fulfilling the 2010
RA criteria and in patients who did not meet these criteria
separately [16].

Significance was set to p <0.0125 due to multiple com-
parisons in the bivariate analysis and to p <0.05 in the mul-
tivariable analysis, since the latter approach ensures enough
adjustment to avoid associations by chance.

Results

Differences between ACPA-positive and ACPA-negative
patients

More ACPA-positive than ACPA-negative patients fulfilled
the 2010 RA criteria [16] (Table 1). Patients not fulfilling

Total (n=578) ACPA+ (n=220) ACPA- (n=358) P

Female, n (%) 458 (79.2) 187 (85.0) 271 (75.7) 0.007
Age (years; p50 [IQR]) 53.6 [41.9-66.3] 52.5 [42.0-64.0] 54.1 [41.8-67.3] 0.409
Smoking, n (%)

Never 322 (55.7) 113 (51.4) 209 (58.3) 0.272

Ever 127 (22.0) 52 (23.6) 75 (21.0)

Current 129 (22.3) 55 (25.0) 74 (20.7)
BMI (p50 [IQR]) 26.0 [23.0-29.1] 25.0 [22.5-28.9] 26.4 [23.5-29.3] 0.005
Menopause (%) no/yes/NA 60.1/37.6/2.3 58.1/38.8 /3.1 61.2/36.9/1.9 0.548
Prednisone use, n (%) 130 (22.5) 56 (25.4) 74 (20.7) 0.193
Cumulative prednisone dose (mg; pS0 [IQR]; 0 [0-125] 168 +£445 0 [0-125] 159436 0 [0-125] 174 +451 0.749

mean=+S)
Disease duration (months; p50 [IQR]) 5.0 [2.8-8.2] 5.5[3.1-8.8] 4.7 [2.5-7.8] 0.017
2010 RA criteria, n (%) 316 (54.7) 196 (89.1) 120 (33.5) <0.001
RF, n (%) 254 (43.9) 171 (77.7) 83 (23.2) <0.001
DAS28(p50 [IQR]) 4.1[3.2-5.4] 4.3 [3.3-5.6] 4.1[3.1-5.1] 0.054
HUPI 6.5 [9-4] 7 [10-4] 6 [9-4] 0.0230
HAQ(p50 [IQR]) 0.875 [1.5-0.375] 0.875 [1.625-0.375] 0.875 [1.5-0.375] 0.795
Swollen MCP (2nd to 4th; p50 [IQR]) 0[0-1] 1[0-2] 0 [0-1] 0.004

n number, /QR interquartile range, ACPA anti-citrullinated protein antibodies, p50 50th percentile or median, SD standard deviation, BMI body
mass index, NA not available, RA rheumatoid arthritis, RF rheumatoid factor, DAS28 disease activity score based on a 28-joint count, HUPI Hos-
pital Universitario La Princesa Index, HAQ Health Assessment Questionnaire, M CP metacarpophalangeal joints
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these criteria suffered from undifferentiated arthritis (UA,
65.8%), spondyloarthropathies (8.9%), osteoarthritis
(8.5%), connective tissue disorders (4.3%), and miscella-
neous conditions (e.g., gout or viral arthritis) (22.5%). RF
positivity, female gender, longer disease duration, lower
BMLI, and swollen MCP joints were also significantly more
frequent in ACPA-positive patients (Table 1). In addi-
tion, this population showed a higher disease activity that
reached statistical significance with HUPI and was almost
significant when estimated by DAS28 (Table 1). Differ-
ences in the percentage of patients treated with glucocor-
ticoids and the cumulative prednisone dose used were not
significant (Table 1).

ACPA-positive patients show lower systemic BMD
than ACPA-negative

ACPA-positive patients showed significantly lower unad-
justed BMD at LS as well as at TH and FN (Fig. la—c).
No significant differences were observed for the MCP
joints (Fig. 1d). To determine whether differences in BMD
between ACPA-positive and negative patients were a true
effect of the autoantibodies or a bias related to differences
in the characteristics of both populations, we fitted a mul-
tivariable analysis. In addition, we included in the model
other variables that are known to have an influence on
BMD, such as menopausal status, age, BMI, or cumulative
glucocorticoid dose at the time of BMD measurement.

As expected, variability in BMD was significantly
associated with gender, age, menopause, and BMI
(Table 2). After adjustment for these variables, ACPA-
positivity remained as an independent variable associated
with lower values of BMD at LS, FN, and TH (Table 2).

Disease duration at baseline, fulfillment of 2010 RA
criteria, and disease activity, even when estimated with
HUPI, that is more accurate than DAS28 [13], were
excluded from the final models, since they did not signifi-
cantly associate with differences in BMD at these loca-
tions and did not improve the models (data not shown).

As at the other locations, variations in BMD at MCP
joints were explained by gender, age, and BMI (Table 2).
Furthermore, fulfillment of 2010 RA criteria was associ-
ated with a tendency toward lower BMD at MCP joints
(Table 2). Surprisingly, the number of swollen MCP
joints at the time of BMD measurement was not asso-
ciated with lower bone mass at this location (data not
shown).

A sensitivity analysis performed separately with the
patients fulfilling 2010 RA criteria reproduced the find-
ings described above (Supplementary data).

MCYV-ACPA-positivity is associated with lower systemic
BMD

Finally, since MCV-ACPA have been associated with
activation of osteoclasts and cortical osteoporosis in
healthy individuals [9], we tested whether these antibod-
ies were associated with lower BMD. The MCV-ACPA
titers correlated significantly with ACPA levels (Fig. 2a).
In addition, when we split our population according to
MCV-ACPA status, BMD showed a pattern similar to
that of ACPA (Fig. 2b). After adjustment for confound-
ers, MCV-ACPA-positivity showed a similar tendency
toward lower BMD at the same locations as total ACPA
(Table 3).
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Fig. 1 Systemic bone mineral density in anti-citrullinated protein
antibodies (ACPA) positive patients. Panels represent distribution
of bone mineral density (BMD) at different locations in patients
included in this study: lumbar spine (a), femoral neck (b), total hip
(c), and average of second to fifth metacarpophalangeal (MCP) joints
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(d). Data are presented as interquartile range (p75 upper edge, p25
lower edge, pS50 midline in the box), p95 (line above the box) and p5
(line below the box). Dots represent outliers. Statistical significance
was determined using the Mann—Whitney test and set at p <0.0125
for multiple comparisons
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Table 2 Effect of ACPA and other variables on bone mineral density (mg/cm?) at lumbar spine, hip, and MCP joints

Lumbar spine (n=553) Femoral neck (n=566) Total hip (n=566) MCP 2nd-5th (n=389)
pcoef. (95% Cl) p B coef. (95% CI) p p coef. (95% CI) p pcoef. 95%Cl) p
ACPA-positive =36 (—59; —12) 0.003 —23 (—41;-5) 0.014 —25(=50; -1) 0.046 2(=6;11) 0.572
Female —32 (—64; 0) 0.053 —25(=50; 0) 0.051 —64 (—98; —30) <0.001 —-24(-34;-13) <0.001
Age (years)
<45 Ref - Ref - Ref - Ref -
45-65 —44 (-75; -13) 0.005 —54 (=79; -30) <0.001 —49 (-82; —16) 0.003 -3 (-13;7) 0.572
>65 —75(-110; —=40) <0.001 —134(-161;-107) <0.001 —117 (—155;-81) <0.001 —-38(-49;-27) <0.001
BMI (kg/m?) 5(@3:8) <0.001 8 (6;10) <0.001 10(8; 13) <0.001  2(2;3) <0.001
Menopause
No Ref - Ref - Ref - Ref -
Yes —69 (-99; —-39) <0.001 =53 (=77; =30) <0.001 —50 (-81; —18) 0.002 -21(-31;-12) <0.001
Not available -91 (-166; -17) 0.016 —35(-94; 23) 0.238 —11(-90; 69) 0.782 —25 (—46; -5) 0.014
2010 ACR/ N.I N.I N.I -8 (—17;0) 0.050
EULAR RA
criteria

n number, coef. coefficient, CI confidence interval, ACPA anti-citrullinated protein antibodies, MCP metacarpophalangeal joints, BMI body mass
index, RA rheumatoid arthritis, N.I. not included
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Fig. 2 Correlation and comparative effect of anti-mutated citrul- (p75 upper edge, p25 lower edge, pSO midline), p95 (line above the
linated vimentin (MCV-ACPA) and anti-citrullinated proteins anti- box), and p5 (line below the box) in a and upper panels of b. Dots
bodies (ACPA) on lumbar spine bone mineral density. a Correlation represent the outliers. Statistical significance was estimated using the

between ACPA and MCV-ACPA levels. b Distribution of BMD at Kruskal-Wallis test and was set at p < 0.05. In the lower panels of b,
lumbar spine of patients from the Princesa Early Arthritis Register data are shown as the linear prediction with 95% confidence intervals
Longitudinal study according to ACPA levels (left panels) or MCV- for BMD at the lumbar spine according to the multivariable analysis
ACPA levels (right panels). Data are presented as interquartile range (Tables 2, 3)
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Table 3 Effect of MCV-ACPA and other variables on bone mineral density (mg/cm?) at lumbar spine, hip, and MCP joints

Lumbar spine (n=523) Femoral neck (n=537) Total hip (n=537) MCP 2nd-5th (n=372)
pcoef. 95%CI) p p coef. (95% CI) P p coef. (95% CI) 4 pcoef. (95% Cl) p
MCV-ACPA level
Negative Ref - Ref - Ref - Ref
Low —27 (-58;4) 0.086 —17 (—40; 7) 0.160 -30 (-54; -5) 0.018 7 (—4; 18) 0.218
High -30(-61; 1) 0.059 -9(-33;14) 0.447 -2 (-27;22) 0.865 3(-9;13) 0.712
Female —30 (—65; 6) 0.099 —23 (=50; 4) 0.092 —48 (-=77; —20) 0.001 —24 (-35;-13) <0.001
Age (years)
<45 Ref - Ref - Ref - Ref -
45-65 —45 (=77, -12) 0.007 —55 (-80; —30) <0.001  —31(-57;-5) 0.021 -5(-15;95) 0.331
>65 —68 (—106; —30) <0.001 —134(-163;-105) <0.001 —105(-135;-75) <0.001 —40(-51;-28) <0.001
BMI (kg/m?) 5(@3;8) <0.001 9 (7;11) <0.001 11 (9;13) <0.001 2(2;3) <0.001
Menopause
No Ref - Ref - Ref - Ref -
Yes =75 (-107; —-43) <0.001 —-53(-78; —28) <0.001 =71 (-97; —45) <0.001 —19(-29;-9) <0.001
Not available —72 (-146; 1) 0.054 —31 (—86; 24) 0.268 —29 (-86; 29) 0.329 —22 (—41; -3) 0.023
2010 ACR/ N.I N.I N.I -9 (-19;0) 0.055

EULAR RA
criteria

coef coefficient, CI confidence interval, MCV-ACPA anti-mutated citrullinated vimentin antibodies, ref. reference, BMI body mass index, RA

rheumatoid arthritis, N.1. not included, MCP metacarpophalangeal joints

Discussion

Our results are important, since the previous studies that
demonstrated this association were performed in vitro, in
mice [5, 8] or in a small population of healthy individu-
als [9] where the influence of confounders could not be
excluded. Recently, Bugatti et al. have published a study
performed in a clinical setting demonstrating that the pres-
ence of ACPA and high RF levels is associated with lower
systemic BMD, but not at juxta-articular bone level, in an
early untreated RA population [17].

The higher prevalence of osteoporosis in RA patients
than in the healthy general population remains common
in the long-term disease [18]. The main explanations for
this finding were thought to be the prolonged use of gluco-
corticoids and the persistent inflammatory activity during
follow-up [19]. However, our previous data suggested that
glucocorticoids may even have a beneficial effect on BMD
when they are used over short periods to resolve inflamma-
tion in the early stages of the disease [20]. In that work, we
analyzed the effect of disease activity and glucocorticoids
in the variation of BMD in patients with RA after 2 years
of follow-up. Cumulative disease activity was significantly
associated with bone loss at lumbar spine and it showed a
trend to significance at hip and ultradistal forearm, but no
association was observed at mid forearm which is mainly
cortical bone [20]. By contrast, 2 year cumulative dose of
glucocorticoids was not associated with any significant
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effect on bone mass at hip, lumbar spine or hand [20].
In the present work, we did not observe any association
between BMD and glucocorticoid use or disease activity. It
is likely that the short disease duration avoids the detection
of the deleterious effect of these variables on bone mass.

The presence of ACPA is thought to lead to local and
systemic osteoporosis through osteoclasts activation even
in the absence of chronic inflammation, although whether
this effect is more intense in cortical [21] or trabecular [5]
bone remains unclear. Our data support an inflammation-
independent effect of ACPA based on the following rea-
sons: (a) BMD measurements were performed early after
the onset of arthritis; (b) The variation in BMD was not
explained by the intensity of disease activity or disease
duration. Nonetheless, this work does not clarify whether
ACPA affect mainly cortical or trabecular bone, since the
effect observed in our patients was most significant at the
hip and LS, where bone mineral content is a mixture of
cortical and trabecular bone.

Interestingly, Bugatti et al. found an association between
the presence of ACPA and low BMD, defined as Z score
< —1 SD, at lumbar spine and total hip, an effect that was
reinforced by the presence of high levels of RF [17].

Curiously, in our study, bone loss was more evidently
associated with total ACPA than with MCV-ACPA. It may
be related to technical issues in detection of MCV-ACPA
compared with ACPA, leading to some discordance in their
titers (Fig. 2a). However, the most likely explanation is that
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antibodies against citrullinated proteins other than vimentin
have a similar effect on osteoclasts differentiation and acti-
vation. This is the case of anti-citrullinated enolase anti-
bodies that have recently been associated with osteoclasts
activation and bone loss in mice [5]. Other ACPA specifi-
cities, such as citrullinated fibrinogen or GRP78, induce
monocyte or macrophage activation, leading altogether to
the notion that ACPA have a pathogenic role in osteoporo-
sis seen in patients with rheumatoid arthritis [22].

In addition, to autoimmunity-induced mechanisms, dif-
ferences in bone microenvironment between anatomic
sites cannot be ruled out. The ability of precursor cells to
become mature osteoclasts may be affected by variations
in the availability of osteoclasts precursors, the cytokine
milieu, and cell-cell interactions [23]. Furthermore, het-
erogeneity in the phenotype of the resultant osteoclasts can
also determine osteoclastogenic pathways with differences
in bone resorption [23].

Our study has some limitations. Two different methods
have been used to assess ACPA along the 14 years of the
PEARL study. We think that considering ACPA as positive
or negative or the semi-quantitative method used for nor-
malization of their titers has minimized the impact of this
issue. In addition, the method used during the last years
was able to detect IgA and IgG ACPAs, whereas the first
method only detected IgG. We do not know how this issue
could affect our findings; nevertheless, osteoclast activa-
tion induced by ACPA has been described to be induced
by complete ACPA but also by Fab ACPA, suggesting that
this phenomenon is independent of the Fc fragment [8].
Therefore, it is likely that the use of two different methods
to determine ACPA in our study had a little impact.

The heterogeneity of the population included could
be considered a drawback of our study. However, similar
findings were observed when we performed a sensitivity
analysis separately in patients fulfilling or not the 2010 RA
criteria. On the contrary, we consider that using a mixed
population reinforces the effect of ACPA on BMD, since
this variable proves to be significant in such a heterogene-
ous population independently of the clinical diagnosis.

Finally, we lack data on the age of menopause, a rele-
vant variable for bone mineral density, in 2.3% of patients
included in the study. There were no significant differences
in the percentage of patients with menopause and those
with no available information on menopause status between
ACPA-positive or ACPA-negative patients, so we consider
that this issue does not affect significantly our findings of
association between low bone mass and ACPA-positivity.

In conclusion, our data support the previous observa-
tions, suggesting that ACPA are associated with bone
loss in patients submitted by suspicion of arthritis, inde-
pendently of the etiology. Further studies are necessary to
determine their clinical relevance, since, although the effect

of ACPA on BMD was significant, the long-term clini-
cal impact of these findings is currently unknown. Studies
exploring whether there are differences in the prevalence of
osteoporotic fractures between ACPA-positive and negative
patients would be needed to determine the real impact of
these findings.
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We read with great interest the article about the relation-
ship between anti-citrullinated protein antibodies (ACPA),
rheumatoid factor (RF) and systemic bone loss in 155 pa-
tients with early untreated rheumatoid arthritis (RA), pub-
lished recently in Arthritis Research & Therapy [1]. The
work is really interesting since it shows the association of
ACPA with low bone mass in both lumbar spine and total
hip in patients with early RA [1]. These findings are sup-
ported by recent investigations demonstrating the expres-
sion of citrullinated antigens on the surface of osteoclastic
linage cells, which converts these cells into prime targets
for circulating ACPA [2, 3].

In this regard, we want to reinforce these findings with
data from the baseline visit of 578 patients from our early
arthritis (EA) register, the “Princesa Early Arthritis Regis-
ter Longitudinal (PEARL)”. Briefly, our data show similar
results to those described in Bugatti et al.’s work [1], with
the difference that we didn’t find any association with RF
although our population is larger than theirs and includes
early RA and undifferentiated arthritis, strengthening the
importance of ACPA in the pathogenesis of bone destruc-
tion in inflammatory processes [4]. It is important to
emphasize that our series is probably very similar

* Correspondence: santos.castaneda@salud.madrid.org; scastas@gmail.com
Rheumatology Division, Hospital de La Princesa, lIS-IP, Universidad
Autdénoma, ¢/Diego de Ledn 62, 28006 Madrid, Spain

( BioMVed Central

genetically to Bugatti et al’s [1], with comparable demo-
graphic and intrinsic characteristics of the disease [4].

Furthermore, in our work there were no differences in
juxtaarticular bone mineral density (BMD) at the metacar-
pophalangeal joints between ACPA-positive and ACPA-
negative patients, suggesting that active inflammation was
not the main mechanism of systemic bone loss in early
stages of the disease [4].

Additionally, we also analyzed the levels of anti-mutated
citrullinated vimentin IgG antibodies, as they could de-
velop a greater pathogenic role [2]. However, their predict-
ive value for bone loss did not improve the results
obtained with ACPA, despite the good correlation be-
tween the serum levels of both autoantibodies [4].

At the time we submitted our data for publication, no
previous publications had described the association of
ACPA and BMD in patients with EA. In addition, consider-
ing the scarce current evidence of the effect of ACPA on
systemic BMD, we believe that the fact that two independ-
ent groups report similar findings in such a close time
frame make these results more reliable and challenging.

Recently, Orsolini et al. [5] published similar data in a
cohort of patients with established RA, demonstrating a
titer-dependent effect of ACPA on systemic bone mass,
especially at femoral sites (cortical bone), supporting the
above-mentioned findings.
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the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s13075-017-1362-5&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0002-7748-853X
https://arthritisresearch.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13075-016-1116-9
mailto:santos.castaneda@salud.madrid.org
mailto:scastas@gmail.com
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/

Castafneda et al. Arthritis Research & Therapy (2017) 19:152

Page 2 of 2

Authors’ response
Serena Bugatti and Carlomaurizio Montecucco

We are grateful to Castanieda and colleagues for their
interest in our paper recently published in Arthritis
Research & Therapy [1]. Increasing evidence links the
presence and the characteristic of autoantibodies to rele-
vant pathophysiological processes in rheumatoid arthritis
(RA), also offering a causal explanation of the long-known
epidemiological association between seropositivity and
worse outcomes [6]. In this direction, the discovery of a
direct pro-osteoclastic effect of anti-citrullinated peptide
antibodies (ACPA) [2] has revolutionized the assumption
that tissue damage in RA depends exclusively on the ac-
tion of pro-inflammatory cytokines. Following that publi-
cation, clinical scientists have put great effort into
exploring the early effects of autoantibodies on bone. Indi-
viduals with ACPA but no evidence of synovitis show cor-
tical bone changes at the metacarpophalangeal joints [7],
and, similarly, we have found that patients with a very
short history of RA present reduced systemic bone min-
eral density only in association with RA-specific autoanti-
bodies [1]. Nicely, in their letter Castafieda and colleagues
report similar findings obtained in a large cohort of pa-
tients with early arthritis, reinforcing the concept that
local and generalized bone remodeling in RA may be at
least in part disconnected from classic inflammatory path-
ways, and that strategies aimed at halting/preventing bone
loss should include close monitoring of autoantibody-
positive subjects beyond the control of disease activity.

Research on the causal relationship between autoanti-
bodies and RA pathology is in its infancy, and many as-
pects need further clarification. Among these, the role of
rheumatoid factor (RF) remains debated. Whilst we and
others have reported a potential additive effect of RF on
the background of ACPA-positivity, Castafieda et al.
failed to find an association between RF and systemic
bone loss. Compared to ACPA, RF testing shows much
higher variability in the clinical setting due to greater
fluctuations in levels in the same patient over time and
to larger differences in test characteristics among differ-
ent laboratories. These issues, along with the inclusion
of non-RA patients in Castafieda et al.’s series, may par-
tially explain the conflicting results. However, the penta-
meric IgM RF activates complement and enhances, in a
dose-dependent way, the pro-inflammatory effect of
ACPA on macrophages in vitro, and several clinical ob-
servations link high RF levels with more active and more
destructive disease [6]. Further research in this field is
welcome, as it would translate into better knowledge on
the role of autoantibodies as biomarkers and possible
therapeutic targets in RA.
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Reproducibility of Metacarpal Bone Mineral Density
Measurements Obtained by Dual-Energy X-Ray Absorptiometry
in Healthy Volunteers and Patients With Early Arthritis
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Abstract

Reduction in cortical bone mineral density at diaphysis of metacarpal bones of the hand, evaluated by dual
X-ray radiogrammetry, has a bad prognostic value in patients with early arthritis. Nevertheless, this technique
is hardly accessible in clinical practice. By contrast, evaluation of cortical bone mineral density at that location
has not been previously assessed by conventional dual X-ray absorptiometry. The aim of this study is to evalu-
ate the reproducibility of bone mineral density measurements at diaphysis of metacarpal bones using conven-
tional dual X-ray densitometry in a population of healthy volunteers and patients with early arthritis.
Nondominant hand dual X-ray densitometry was performed at three consecutive times with complete hand
replacement in 27 subjects: 10 early arthritis and 17 healthy volunteers. Three different evaluators analyzed
the 3 measurements of second to fourth metacarpal bones. To assess the reproducibility and accuracy of the
measurements, intra- and interobserver agreement degrees, intra- and interclass correlation coefficients,
smallest difference detectable assessment, and Bland Altman graphs were calculated. The coefficients of vari-
ation obtained for the different metacarpal evaluations were 2.25%, 2.91%, 2.85%, and 2.07% for metacar-
pal-2, metacarpal-3, metacarpal-4, and mean metacarpal-second to fourth, respectively, with a smallest
difference detectable of 0.028, 0.034, 0.028, and 0.03 g/cmz, respectively. The mean intra- and interobserver
correlation coefficients between of metacarpal second to fourth were 0.990 (95% confidence interval [CI]:
0.982—-0.995) and 0.995 (95% CI: 0.991-0.997), respectively. As expected, women had lower bone mineral
density at metacarpal bones, especially after menopause. The results obtained in this study show an excellent
reproducibility of bone mineral density measurements at diaphysis of metacarpal bones of the hand, measured
by conventional dual X-ray densitometry, in a mixed population of healthy subjects and patients with early
arthritis. This is of great interest for longitudinal studies in patients with early arthritis.

Key Words: Cortical BMD; DXA; DXR; Early arthritis; Metacarpal bones; Reproducibility.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory
disease that mainly affects small joints of the hand and
foot. Current therapeutic strategies seek to act before joint
damage occurs. Currently, simple X-ray is the gold stan-
dard tool to evaluate structural damage in clinical practice
(1). However, one of the earliest radiological changes asso-
ciated with inflammation is juxta-articular bone loss (2—4).

Digital X-ray radiogrammetry (DXR) is a validated
technique for the evaluation of bone mineral density
(BMD) at diaphysis of metacarpal (MC) bones by mea-
suring, in conventional X-ray of the hands, the thickness
of the cortical bone at diaphysis of the middle metacar-
pals (5). DXR is a widely known technique to determine
osteoporosis in early arthritis (EA) and its progression
over time (6—8). Currently, it is well known that periartic-
ular osteopenia is an early finding related to bad progno-
sis and appearance of new joint erosions (9—12).
Furthermore, DXR has been proposed as a predictive
biomarker of progression and mortality in RA (13—15).
However, this technique is not usually available in clinical
practice. By contrast, conventional dual X-ray absorpti-
ometry (DXA) is the most widely known and validated
technique for the study of bone loss in different scenarios
in the vast majority of medical settings.

In previous studies of our group, we have validated the
assessment of BMD in metacarpo-phalangeal joints in a
group of healthy subjects and in patients with EA using
conventional DXA (16). However, at this location, DXA
mainly evaluates trabecular bone around the joints,
whereas DXR especially evaluates cortical bone. Interest-
ingly, trabecular bone is the first type of bone habitually
lost in inflammatory states as well as in other physiologi-
cal or pathologic conditions of bone loss, likely due to its
faster turnover (17). Nevertheless, our group has found
that anti-cyclic citrullinated peptide antibodies (anti-
CCP) positive patients (18,19), which usually show worse
prognosis, lack osteoporosis at metacarpo-phalangeal
joints assessed by DXA, contrary to that detected by
DXR at MC diaphysis. This discrepancy is probably due
to the fact that bone loss is greater in cortical bone than
in trabecular bone in this type of patients.

Thus, the purpose of this study was to evaluate the
reproducibility of BMD assessed by DXA at metacarpal
bones, in order to determine if it could be a reproducible
and reliable method for bone mass evaluation on the cor-
tical bone of the hand.

Patients and Methods

Study Population

This study was carried out on 27 individuals, 17 healthy
subjects, and 10 EA patients, whose characteristics are
summarized in Table 1. Healthy volunteers included nor-
mal hospital workers without any known chronic inflam-
matory disease. EA patients belong to the Princesa Early
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Arthritis Register Longitudinal (PEARL) study whose
sociodemographic and clinical features have been previ-
ously published (20). We have included patients in this
study to extend the range of bone variability among the
subjects analyzed even though the main objective of this
study was the validation of the DXA technique. Subjects
taking bone remodeling-acting agents or with history of
bone metabolism disease were excluded from the study.

The study is in accordance with Helsinki Declaration
and was approved by the Research Ethics Committee of
University Hospital La Princesa (protocol number: PI-
629/2012). Patients and healthy volunteers were previ-
ously informed and gave their written consent before
their inclusion in the study.

Bone Mass Measurements

A total of 243 (3 x 27 x 3) BMD measurements at the
nondominant hand of 27 subjects (17 healthy volunteers
and 10 EA patients) were performed. DXA scans were
done in all the subjects with the hand placed in neutral
position and the fingers extended with a slight separation
between them (Fig. 1). DXA scans were performed on a
conventional HologicQDR-4500 densitometer (Hologic,
Bedford, MA), which was daily calibrated through a spine
phantom evaluation comparing daily values obtained with
those of a phantom supplied by the manufacturer with a
known bone mineral content.

Currently, there is no available specific software to
measure BMD at MC bones location. With the objective
of adapting to DXA the technique established and vali-
dated by SECTRA for DXR (SECTRA, Linkoping, Swe-
den), we generated three regions of interest (ROI)
similar to those used with DXR by means of the subre-
gional analysis function of HologicQDR-4500. Thus, the
ROIs were designed to occupy the middle third of the
MC diaphysis avoiding the areas near the metaphysis,
leaving an equidistant space on the upper and lower third

Table 1
Clinical Characteristics of the Subjects Included in This
Study
Healthy Patients

Characteristics volunteers with EA
Number of subjects 17 10
Disease duration, months ~ — 5.1[6-8]

median [IQR]
Female/male 13/4 10/0
Age, median [IQR], years  43.7[22—62] 63.2 [48—85]
Postmenopausal, (%) 23.5% 70%
BMI, mean + SD, kg/m*  28.5 222
Smoking status 5.8% 0%

Abbr: BMI, body mass index; EA, early arthritis; IQR
[percentile25—p75], interquartile range.

Volume 00, 2019



Metacarpal bone mineral density and DXA

A

Fig. 1. DXR image (A) and DXA image (B) of the
nondominant hand showing ROIs at metacarpal bones.
DXR: dual-energy X-ray radiogrammetry; DXA: dual-
energy X-ray absorptiometry; ROIs: regions of interest
(R1, R2, R3).

of each MC bone (Fig. 1). The average ROI area included
34 x 22 lines for MC2, 34 x 21 lines for MC3, and 30 x 19
lines for MCA4. It was initially placed parallel to the axis of
each MC bone and then the width and height of each
ROI was widened according to the size of each metacar-
pal bone as it has been described above. It is important to
leave a space between the ROI of each finger to avoid
overlapping to each other, precluding getting a false mea-
surement by adding the bone mineral content of every
next metacarpal bone. Absolute BMD results were
expressed as g/cm?.

Assessment of Precision

To evaluate the inter- and intraobserver variability, we
performed 3 consecutive DXA measurements of the non-
dominant hand of each subject in the same day with com-
plete repositioning of the hand between every 2
examinations. Afterward, DXA were examined in a blind
and independent way by 3 different trained evaluators
(IL, AGV, and SC) in different days, analyzing DXA per-
formed to each subject in the 3 middle MC bones (second
to fourth) with a total of 9 determinations per hand.
Thus, the number of examinations performed and
patients selected for the precision assessment of this tech-
nique is in accordance with the rules published by the
International Society for Clinical Densitometry in 2008
and 2013, respectively (21,22). In order to improve the
reproducibility of the studies in an individualized manner,
evaluators were intensively trained by a DXA expert
technician for several hours on two consecutive days
before analyzing DXA.

Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Musculoskeletal Health

Statistical Analysis

Demographic data and BMD were analyzed by calcu-
lating means and standard deviations of quantitative vari-
ables with a Gaussian distribution. For qualitative and
normal distribution variables, the interquartile range and
median were calculated. Student’s ¢-test was applied to
compare the means of variables with a normal distribu-
tion and Mann-Whitney test used for variables that did
not present normal distribution.

Reproducibility (precision) of the MC measurements
was estimated by assessing the absolute values of the
coefficient of variation and the interclass correlation coef-
ficients. Smallest detectable difference was calculated for
each MC measurement as the threshold level for a defi-
nite change in score which ensures that the changes
observed are not due to reading variability (23). An anal-
ysis of the intra- and interobserver agreement degree was
performed through the interclass correlation coefficients
with the 95% confidence interval (95% CI). The inter-
class correlation coefficients range fluctuates from 0 to 1,
where 1 is the perfect reliability of the measurement.
Bland Altman’s model was made to evaluate the possible
relationship between the determinations and the
observed error. Statistical analyses were calculated using
the statistical package STATA v. 12.1 for Windows
(Stata, College Station, TX).

Results

BMD Measurements

Second and third MC bones showed higher BMD,
being the second MC bone the location with the highest
BMD in men and women (Fig. 2).

Bivariate analysis showed that women, elderly people,
and patients with EA had lower mean BMD. However,
the multivariable analysis showed that only gender was
significantly associated with less BMD (B-coeff.: —0.088;
p < 0.0001) as it happens in other locations of the skele-
ton. It is likely that the initial association with EA
patients was due to the high percentage of females in this
subpopulation.

Intra- and Interobserver Variability and Precision
Assessment

Measurements of BMD at MC diaphysis had excellent
intraobserver correlation coefficient as well as interob-
server variability (Table 2). Figure 3 shows the results of
interobserver variability with a mean interobserver corre-
lation coefficient of 0.995. Indeed, coefficient of variation
ranged between 2.25% and 2.91% for the different MC
bones with a coefficient of variation mean of BMD at MC
second to MC fourth of 2.07% (Table 2). The absolute
values of Smallest detectable difference were 0.028 g/cm?
for the second MC bone, 0.034 g/cm? for the third MC
bone, and 0.028 g/cm? for the fourth one.
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Fig. 2. Bone mineral density at metacarpal diaphysis.
BMD: Bone mineral density; MC: metacarpal bones.
Data are presented as interquartile range (p75 upper
edge, p25 lower edge, pSO midline) as well as the p95
(line above the box) and p5 (line below the box). Dots
represent the outliers.

Finally, the Bland Altman graphs (Fig. 4) suggest that
precision of the measurements does not correlate with
the value of the measurements, being stable in both the
high as well as the low extremes.

Discussion

We have demonstrated in this work that BMD measure-
ments of the three middle MC bones of the hand by DXA
is an easily reproducible technique in both patients and
healthy volunteer subjects. Despite the ROIs were designed

Llorente et al.

by the local researchers, the measurements showed good
correlation coefficients in both intra- and interobserver vari-
ability. Therefore, the use of this technique could be likely
generalized in other clinical settings and countries.

RA patients not only have periarticular osteoporosis
but also systemic osteoporosis, even in very early stages
of the disease (24,25). The frequency of osteoporosis in
patients with RA is higher than that seen in other rheu-
matic diseases and it is probably influenced by different
factors such as age, gender, genetic factors, and the use of
glucocorticoids (25—27). Although DXR is the standard
technique for the study of juxta-articular osteoporosis of
the hand in patients with RA, and it has shown to predict
long-term important outcomes in RA (radiographic pro-
gression and mortality) (13), it is usually a poorly accessi-
ble tool in the clinical environment. By contrast, DXA is
a widely validated technique with a low cost, and accessi-
ble in most rheumatology Units and countries. It is also a
simple technique, which uses a very low radiation dose
and allows unlimited repetitions. In consequence, DXA
has shown in recent decades to be a very useful tool in
the study and monitoring of osteoporosis in multiple dif-
ferent clinical scenarios (28).

Starting from the idea that juxta-articular BMD meas-
urements would have a good ability to predict RA out-
comes such as progression or mortality of the disease, our
group previously demonstrated the reproducibility of
BMD measurements at metacarpo-phalangeal joints in
EA patients and healthy volunteers (16). In the present
study we have established that BMD measurements by
DXA are also reproducible at MC bones of the hand

Table 2
Intra and Interobserver Variability at Second to Fourth Metacarpal Bones Measurements in Healthy Volunteers and in
Patients With Early Arthritis

AlIN =27 Intraobserver CC (95%CI) Interobserver CC (95% CI) CV (%) SDD (g/cm?)
MC2

Evaluator 1 0.989 (0.98—0.99)

Evaluator 2 0.991 (0.98—0.99) 0.995 (0.99—-0.99) 2.25 0.028
Evaluator 3 0.987 (0.97—0.99)

MC3

Evaluator 1 0.986 (0.97—0.99)

Evaluator 2 0.988 (0.98—0.99) 0.992 (0.98—0.99) 291 0.034
Evaluator 3 0.968 (0.94—0.98)

MC4

Evaluator 1 0.939 (0.88—0.97)

Evaluator 2 0.984 (0.98—0.99) 0.985 (0.97—0.99) 2.85 0.028
Evaluator 3 0.973 (0.94—0.99)

MC (2nd—4th)

Evaluator 1 0.987 (0.98—0.99)

Evaluator 2 0.992 (0.98—0.99) 0.995 (0.99—0.99) 2.07 0.024

Evaluator 3 0.992 (0.98—0.99)

Abbr: CC, correlation coefficient; CI, confidence interval; CV, coefficient of variation; Interobserver CC refers to the mean of 3
evaluators; MC (2nd—4th), second to fourth metacarpal bones; SDD, smallest detectable difference.
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thereby pointing to DXA as a tool that could reproduce
DXR measurements with high accuracy.

The main interest of our results is that they open the
possibility to measure MC-BMD with DXA in a repro-
ducible way. In consequence, bone mass evaluation by
DXA at MC bones may have a similar predictive value as
MC measurements by DXR. Since DXA is an inexpen-
sive and easily accessible tool in clinical practice, it could
be very useful at EA clinics in daily practice.

Our study has several limitations. The number of sub-
jects included is small, although sufficient such as recom-
mended by international consensus for this type of
studies (21,29—30). Likewise, most cases included were
women with lower BMD than men and even lower after
menopause. In addition, it is likely that the high precision
obtained in this study could be due to the intensive train-
ing of the different evaluators who participated, and the
results could be less reproducible in other clinical envi-
ronments with less trained evaluators. Nonetheless, this
critical point can be easily improved with a training of
few hours duration supervised by a technician expert in

Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Musculoskeletal Health

DXA. As a final point, regrettably the sample size of our
study does not permit to reach any reliable conclusion
between BMD measurements and clinical parameters
such as age, gender, or diagnosis of disease.

Nevertheless, confirming reproducibility is the first step
to deepen in the clinical value of this technique. In this
line, we have in progress another much broader study to
determine the clinical relevance of our findings. In fact, at
present we are analyzing the correlation between the bone
mass evaluated at cortical bone of MC bones as above
mentioned and also by radiogrammetry, and the structural
damaged observed by conventional X-ray of the hand at
2 years of follow-up. Besides, this technique should be vali-
dated by other groups and in other populations.

Finally, we want to emphasize that the duration of the
disease in the patients of our study (median of 5.1
months) is lower than that observed in other hospitals in
our environment, which is the result of a coordinated and
continuous work with the general practitioners of our
area of influence, although these data should not change
the reproducibility of results obtained in this study.
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DXA: dual-energy X-ray absorptiometry.

In conclusion, we have developed a new way to analyze
the cortical bone at diaphysis of MC bones of the hand
using conventional DXA. In addition, we have demon-
strated that this technique has a high reproducibility, open-
ing the possibility for using cortical bone assessment as a
predictive marker of progression in arthritis of recent onset.
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ANALYSIS OF BONE MINERAL DENSITY AT THE HAND
BY RADIOGRAMMETRY AND DUAL X-RAY
ABSORPTIOMETRY AS A PREDICTOR OF SEVERITY IN
EARLY RHEUMATOID ARTHRITIS PATIENTS.

COMPARATIVE STUDY

I.M. Llorente Cubas, L. Merino, on behalf of S. Gonzalez2, A.M.
Ortizl, E. Escolanol, A.M. Fernandezl, E. Vicentel, R. Garcia de
Vicunal, |. Gonzalez-Alvarol, S. Castanedal. Servicies of
Rheumatologyl and Radiology2, University Hospital de La Princesa,
ISS-Princesa

Rheumatology, Hospital de La Princesa, Madrid, Spain

Background: The evaluation of cortical bone mineral density (BMD)
on metacarpal bones by digital radiogrammetry (DXR) has been
proven to be a simple, reliable and predictive method to evaluate the
severity of the disease in patients with early arthritis (EA). However,
DXR is a tool that is not usually available in our environment. By
contrast, dual X-ray absorptiometry (DXA) is a more familiar and
accessible technique in our clinical practice.

Objectives: The aim of this study was to compare the association
between BMD measurements of the hand by DXR and DXA with
parameters of activity and severity at two years of follow-up in a
cohort of patients with EA.

Methods: A prospective longitudinal study of patients with EA was
done. DXR was performed in a total of 111 patients (87.4% women)
and DXA was implemented in a total of 378 (82% women). Mean age
at disease onset was 57 years [46 - 65 (p25 - p50)] in the DXR group
and 54 years [44 - 66 (p25 - p50)] in the DXA group. Anthropometric
and clinical data were collected per protocol during 2 years of follow-
up. Forty-two percent of patients in the DXR group presented
citrullinated peptide antibodies and 41.3% in the DXA group. In both,
the 57% fulfilled Rheumatoid arthritis (RA) 2010 criteria at the start of
follow up (43% undifferentiated arthropathy). Each patient underwent
a digital radiograph of both hands (GE © DX Definium 8000) at O, 3,
12 and 24 months, determining BMD of each hand and the mean of
both measures by DXR (Sectra, Linkdping, Sweden). Also, DXA of
global hand and metacarpophalangeal joints (MCPs) of the
nondominant hand were performed and analyzed (Hologic QDR -4500
Elite©) at 0, 6, 12 and 24 months. In addition, a variable that
measures the intensity of cumulative treatment received during the 2
year follow-up was specifically generated as a marker of severity.
Statistical analysis was performed using the statistical package STATA
12.

Results: Our data show a good correlation between values of BMD
obtained by DXR and DXA in the different locations studied (global
hand and MCPs: r=0.830 and 0.718, respectively, p=0.0001), both at
the baseline visit and along the two years of monitoring. In the
bivariate analysis, a negative association is observed between




baseline BMD values measured by DXA and disease activity by DAS28
at 2 yrs, which disappears when adjusting for other variables (age and
sex). However, we found an inverse relationship between the
intensity of cumulative treatment at two years and baseline BMD
measured by DXA, both at global hand (r = -2.51, p=0.041, n=220)
and MCPs (r = -3.45, p=0.007, n=221). The DXR association was not
significant, probably due to the small sample size (n=32).

Conclusions: BMD of the global hand and MCPs of the nondominant
hand assessed by DXA predicts disease severity and the intensity of
cumulative treatment in the first two years of follow-up in a
population of patients with EA. By contrast, predictive value of the
hand DXR was not demostrated. Further studies with a larger
population are needed to obtain more consistent conclusions.

References:
1. Wevers-de Boer KV, et al. ARD. 2013 Nov 27. doi:

10.1136/annrheumdis-2013-203749.

2. De Rooy DP, et al. Rheumatology (Oxford). 2012;51:1037-41.

3. Rezaei H, et al. BMC Musculoskelet Disord. 2013;14:79.

4, Forslind K, et al. Arthritis Res Ther. 2012 Oct 15;14(5):R219.
Acknowledgements: Pfizer, Spain. FIS PI12/01578 project, Spain

Disclosure of Interest: |. M. Llorente Cubas Grant/research support: Pfizer Spain, L. Merino
Grant/research support: Pfizer Spain

DOI: 10.1136/annrheumdis-2014-eular.3743



COMUNICACIONES A CONGRESOS

VALOR DE LA DETERMINACION DE LA MASA OSEA MEDIANTE
RADIOGRAMETRIA Y DENSITOMETRIA DUAL DE RAYOS-X DE LA
MANO COMO PREDICTOR DE GRAVEDAD EN UN REGISTRO DE
PACIENTES CON ARTRITIS DE INICIO. Irene Llorente, Leticia Merino,
Saturnino Gonzalez, Ana M. Ortiz, Eugenio Escolano, Ana M. Ferndndez,
Esther Vicente, Nieves Gomez de Ledon, Rosario Garcia de Vicuia, Isidoro

Gonzalez-Alvaro, Santos Castafieda.

o Congreso Sociedad Madrilefia Reumatologia. Diciembre 2013. Comunicacion oral.

o Congreso Nacional Sociedad Espafiola de Reumatologia (Santiago de Compostela, del

20 al 23 de mayo de 2014). Comunicacién oral.

CUANTIFICACION DE LA MASA OSEA DE LA MANO MEDIANTE
RADIOGRAMETRIA Y DENSITOMETRIA DUAL DE RAYOS-X
COMOPREDICTOR DE GRAVEDAD EN PACIENTES CON ARTRITIS
DE INICIO. Irene Llorente, Leticia Merino, Saturnino Gonzalez, Ana M.
Ortiz, Eugenio Escolano, J Alberto Garcia- Vadillo, Isidoro Gonzalez-Alvaro,

Santos Castafneda.

0 XX CONGRESO SEIOMM. Santiago de Compostela Noviembre 2014. Poster

EFECTO DE LOS ANTICUERPOS ANTIPROTEINAS CITRULINADAS
SOBRELA MASA OSEA SISTEMICA Y PERIARTICULAR EN UNA
COHORTE DE PACIENTES DE ARTRITIS DE INICIO. Irene Llorente,
Leticia Merino, Ana M. Ortiz, Eugenio Escolano, Elena Garcia, J. Alberto
Garcia-Vadillo, Teresa Velasco, Rosario Garcia de Vicuna, Isidoro Gonzalez-

Alvaro, Santos Castafieda.

o Congreso Sociedad Madrilefia Reumatologia. Diciembre 2014. Comunicacion oral.

o Congreso Nacional Sociedad Espafiola de Reumatologia. Sevilla, del 19 al 22 de

mayo de 2015. Poster

CORRELACION ENTRE LA DENSIDAD MINERAL OSEA CORTICAL
EN METACARPIANOS MEDIANTE DENSITOMETRIA
CONVENCIONAL DE RAYOS X Y RADIOGRAMETRIA OSEA EN UN
REGISTRO DE PACIENTES CON ARTRITIS DE INICIO. Irene
Llorente', Leticia Merino', Ana M. Ortiz', Saturnino Gonzalez’, Eugenio

Escolano®, Jestis A. Garcia-Vadillo', Esther F Vicente!, Rosario Garcia de



Vicuiia', Isidoro Gonzalez-Alvaro'*, Santos Castafieda'*. S.Reumatologia' y
Radiodiagnésticoz. Hospital U. de La Princesa, IIS-IP; Diego de Ledn 62;
28006-Madrid

o Congreso Nacional Sociedad Espafiola de Reumatologia. Barcelona, 18 al 21 de

mayo de 2016. Poster
o Congreso XXI SEIOMM 2016. Gran Canaria. Poster

¢ REPRODUCIBILIDAD Y VALIDACION DE LA DETERMINACION DE
LA MASA OSEA DE METACARPIANOS MEDIANTE
DENSITOMETRIA DUAL DE RAYOS X EN VOLUNTARIOS SANOS Y
PACIENTES CON ARTRITIS DE INICIO. Irene Llorentel, Alberto
Garcia-Vadillol, Elena Garcia Lorenzol, Eugenio Escolano2, Ana M. Ortizl,
Isidoro Gonzélez-Alvarol, Santos Castafiedal. Servicios de Reumatologial y
Radiodiagnostico2, Hospital Universitario de La Princesa, IIS-IP, 28006-Madrid

O Congreso Madrilefio de Reumatologia. Madrid 1 y 2 de diciembre de 2016. Poster.

* CORRELACION DE LA MASA OSEA MEDIDA POR
DENSITOMETRIA DUAL DE RAYOS X Y RADIOGRAMETRIA DE
RAYOS X DIGITAL CON FACTORES PREDICTORES EN PACIENTES
CON ARTRITIS DE INICIO. Autores: Irene Llorentel, Saturnino
Gonzalez?, Eugenio Escolano?, Ana M. Ortiz', Alberto Garcia-Vadillo', Isidoro
Gonzélez-Alvaro', Santos Castafieda’. Servicios de Reumatologia' y
Radiodiagnostico’, Hospital Universitario de La Princesa, IIS-IP, 28006-Madrid

O Abstract aceptado como poster en el congreso nacional de Reumatologia SER
(Valencia 2019 y SEIOMM 2019)

ANALISIS OF BONE MINERAL DENSITY AT THE HAND BY
RADIOGRAMMETRY AND DUAL X-RAY ABSORPTIOMETRY AS A
PREDICTOR OF SEVERITY IN EARLY RHEUMATOUD ARTRITIS
PATIENTS. COMPARATIVE STUDY. Irene Llorente, Leticia Merino,

Saturnino Gonzéalez, AnaM. Ortiz,, Eugenio Escolano, Ana M. Fernandez,
Esther Vicente, Nieves Gomez delLedn, Rosario Garcia de Vicuia, Isidoro
Gonzalez Alvaro, Santos Castafieda.
o EULAR 2014, Paris 11-14 de junio de 2014. Publication (Ann Rheum
Dis 2014;73:885-886 doi:10.1136/annrheumdis-2014-eular.3743).



* EFFECT OF ANTI CITRULLINATED PROTEIN ANTIBODIES ON
PERIARTICULAR AND SYSTEMIC BONE MASS IN EARLY
ARTHRITIS PATIENTS. Irene Llorente, Leticia Merino, Ana M. Ortiz,
Eugenio Escolano, ElenaGarcia, J. Alberto Garcia-Vadillo, Teresa Velasco,
Rosario Garcia de Vicuiia, Isidoro Gonzalez-Alvaro*, Santos Castafieda

o EULAR 2015, Rome junio 2015. Publication (Ann Rheum Dis 2015;74:982-
983 doi:10.1136/annrheumdis-2015-eular.5571)

ACR 2015, San Francisco noviembre 2015, Comunicacion oral (Beca de la Sociedad
Espafiola de Reumatologia).

* CORRELATION BETWEEN METACARPAL CORTICAL BONE
MINERAL DENSITY MEASURED BY DUAL X-RAY
DENSITOMETRY AND RADIOGRAMMETRY ON EARLY
ARTHRITIS PATIENTS. I. Llorente* 1, L. Merinol , A. M. Ortiz2 , S.
Gonzalez3 , E. Escolano3 , J. A. Garcia Vadillo2 , E. F. Vicente2 , R. Garcia
Vicuiia2 , 1. Gonzélez2 , S. Castafieda2 1Rheumatology, Hospital de La
princesa, 2Rheumatology, 3Radiology, Hospital La Princesa, Madrid, Spain.

o EULAR 2016, Londres junio 2016. Poster (Ann Rheum Dis 2016;75:Suppl
2 363 doi:10.1136/annrheumdis-2016-eular.4312)
o ACR (American College of Rheumatology), Washington noviembre 2016. Poster.

(Beca de la Sociedad Espafiola de Reumatologia).



Otros articulos desarrollados durante el periodo de desarrollo de

la tesis

1. Registro de pacientes con miopatia inflamatoria de la Sociedad Madrilefia
de Reumatologia: analisis descriptivo. Laura Nufio; Beatriz Joven; Patricia
Carreira; Valentina Maldonado; Carmen Larena; Irene Llorente; Eva Tomero;
Maria Carmen Barbadillo; Paloma Garcia-De la Pena; Lucia Ruiz; Juan Carlos
Loépez Robledillo; Henry Moruno; Ana Pérez; Tatiana Cobo-Ibafiez; Raquel
Almodovar; Leticia Lojo; Indalecio Monteagudo; Maria Jesus Garcia-De
Yébenes; Francisco Javier Lopez-Longo. Reumatol Clin. 2016 Sep 5. pii:
S1699-258X(16)30091-2. doi: 10.1016/j.reuma.2016.07.010.

2. Guia para el abordaje actual de la osteoporosis. 2016. Capitulo 8. Evaluacion
del riesgo de fractura. Dr. JA Garcia Vadillo. Dra. I. Llorente Cubas. ISBN: 978-
84-16813-12-4

3. Mortality and prognostic factors in idiopathic inflammatory myositis: a
retrospective analysis of a large multicenter cohort of Spain. Nufio-Nufio
L, Joven BE, Carreira PE, Maldonado-Romero V, Larena-Grijalba C, Cubas
IL, Tomero EG, Barbadillo-Mateos MC, De la Pefia Lefebvre PG, Ruiz-
Gutiérrez L, Lopez-Robledillo JC, Moruno-Cruz H, Pérez A, Cobo-Ibafiez
T, Almodovar Gonzdlez R, Lojo L, Garcia De Yébenes MJ, Lopez-Longo FIJ.
doi: 10.1007/s00296-017-3799-x.

4. Experience with the use of rituximab for the treatment of rheumatoid
arthritis in a tertiary hospital in Spain. RITAR Study. J Clin
Rheumatol. 2018 Jul 19. doi: 10.1097/RHU.0000000000000845.

5. Rapid beneficial effect of the IL-6-receptor blockade on insulin resistance
and insulin sensitivity in non-diabetic patients with rheumatoid arthritis.
Santos Castafieda, MD, PhD '*, Sara Remuzgo-Martinez, PhD = Raquel Lopez-
Mejias, PhD % Fernanda Genre, PhD %, Jaime Calvo, MD, PhD °, Irene Llorente,
MD ', Elena Aurrecoechea, MD, PhD *, Ana M. Ortiz, MD, PhD ', Ricardo
Blanco, MD, PhD 2, Javier Llorca, MD, PhD

6. Rituximab induces a lasting, non cumulative remodeling of the B-cell
compartment. J. Lopez, L.Merino, L.Piris, F.Herrera, I.Llorente, A.Humbria,

A.Ortiz, T.Velasco, R.Garcia-Vicufia, S. Castafieda, I. Gonzéalez Alvaro, C.



10.

11.

Muiioz. Clin Exp Rheumatol. 2018 Dec 19. *°, and Miguel A. Gonzalez-Gay,
MD, PhD **”*. Clin Exp Rheumatology.

Overlap myositis, a distinct entity beyond primary inflammatory myositis:
A retrospective analysis of a large cohort from the REMICAM registry.
Laura Nufio-Nufio, Beatriz Esther Joven, Patricia E. Carreira, Valentina
Maldonado-Romero, Carmen Larena-Grijalba ,Irene Llorente Cubas, Eva
Tomero, Maria Carmen Barbadillo-Mateos, Paloma Garcia de la Pefia Lefebvre,
Lucia Ruiz-Gutiérrez, Juan Carlos Lopez-Robledillo, Henry Moruno-Cruz, Ana
Pérez, Tatiana Cobo-Ibanez,Raquel Almodovar, Leticia Lojo, Maria Jesus
Garcia de Yébenes ,Francisco Javier Lopez-Longo . First published: 10 April
2019. https://doi.org/10.1111/1756-185X.13559

Factors associated with long-term persistence of rituximab In rheumatoid
arthritis In clinical practice: RITAR Study. Iciar Cafiamares Orbis*, Leticia
Merino Meléndez, Irene Llorente Cubas, Juana Benedi Gonzalez, Rosario
Garcia-Vicufia, Alberto Morell Baladrona, Isidoro Gonzéalez-Alvaro y Esther
Ramirez Herraiz I. Canamares Orbis et al. / Med Clin (Barc). 2020;155(1):1-8
Anti-IL-6 therapy reduces leptin serum levels in patients with rheumatoid
arthritis. Pulito-Cueto V, Remuzgo-Martinez S, Genre F, Calvo-Alén J,
Aurrecoechea E, Llorente I, Triguero-Martinez A, Blanco R, Llorca J, Ruiz-
Lucea E, Rivera-Garcia N, Gualillo O, Lopez-Mejias R, Castafieda S, Gonzalez-
Gay MA.Clin Exp Rheumatol. 2020 May 20. Online ahead of
print.PMID: 32452351

The presence of both HLA-DRB1[*]04:01 and HLA-B[*]15:01 increases the
susceptibility to cranial and extracranial giant cell arteritis. Prieto-Pefia D,
Remuzgo-Martinez S, Ocejo-Vinyals JG, Atienza-Mateo B, Genre F, Muifioz-
Jimenez A, Ortiz-Sanjuan F, Romero-Yuste S, Moriano C, Galindez-
Agirregoikoa E, Calvo I, Ortego-Centeno N, Alvarez-Rivas N, Miranda-Filloy
JA, Llorente I, Garcia-Garcia J, Blanco R, Gualillo O, Martin J, Castafieda S,
Lopez-Mejias R, Gonzalez-Gay MA. Clin Exp Rheumatol. 2021 Mar-Apr;39
Suppl 129(2):21-26. Epub 2021 Mar 18. PMID: 33734973

Detection of SARS-CoV-2 RNA in serum is associated with increased
mortality risk in hospitalized COVID-19 patients. Rodriguez-Serrano DA,
Roy-Vallejo E, Zurita Cruz ND, Martin Ramirez A, Rodriguez-Garcia SC,

Arevalillo-Fernandez N, Galvan-Roman JM, Fontan Garcia-Rodrigo L, Vega-



Piris L, Chicot Llano M, Arribas Méndez D, Gonzalez de Marcos B, Hernando
Santos J, Sanchez Azofra A, Avalos Pérez-Urria E, Rodriguez-Cortes P,
Esparcia L, Marcos-Jimenez A, Sanchez-Alonso S, Llorente I, Soriano J, Suarez
Fernandez C, Garcia-Vicuna R, Ancochea J, Sanz J, Munoz-Calleja C, de la
Cémara R, Canabal Berlanga A, Gonzalez-Alvaro 1, Cardefioso L; REINMUN-
COVID Group.. Sci Rep. 2021 Jun 23;11(1):13134. doi: 10.1038/s41598-021-
92497-1. PMID: 34162948; PMCID: PM(C8222315.









	PORTADA
	AGRADECIMIENTOS
	ABREVIATURAS
	RESUMEN EN CASTELLANO /ABSTRACT EN INGLÉS
	ÍNDICE
	1. INTRODUCCIÓN
	2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO
	3. PACIENTES Y MÉTODOS
	4. RESULTADOS
	5. DISCUSIÓN
	6. CONCLUSIONES
	7. BIBLIOGRAFÍA
	8. ANEXOS
	Osteoporosis in Rheumatoid Arthritis: Dangerous Liaisons
	Introduction
	Osteoporosis Risk Factors in RA
	Bone Homeostasis and Bone Remodeling and the Immune System
	Increased Bone Resorption in RA
	Reduced Bone Formation in RA

	Role of Autoantibodies in Osteoporosis Associated to RA
	RA-Related Autoantibodies as Drivers of Bone Resorption

	Bone Mineral Density as Possible Severity Marker in RA
	Something Is Changing in Osteoporosis Associated With RA
	Conclusions
	Author Contributions
	Funding
	Acknowledgments
	References

	Anti-citrullinated protein antibodies are associated with decreased bone mineral density: baseline data from a register of early arthritis patients
	Abstract 
	Introduction
	Methods
	Patients
	BMD measurements
	ACPA and anti–mutated citrullinated vimentin antibodies
	Ethical statements
	Statistical analysis

	Results
	Differences between ACPA-positive and ACPA-negative patients
	ACPA-positive patients show lower systemic BMD than ACPA-negative
	MCV-ACPA-positivity is associated with lower systemic BMD

	Discussion
	Acknowledgements 
	References

	Authors’ response
	Abbreviations
	Acknowledgements
	Funding
	Availability of data and materials
	Authors’ contributions
	Authors’ information
	Competing interests
	Consent for publication
	Ethics approval and consent to participate
	Publisher’s Note
	References
	Reproducibility of Metacarpal Bone Mineral Density Measurements Obtained by Dual-Energy X-Ray Absorptiometry in Healthy Volunteers and Patients With Early Arthritis
	Introduction
	Patients and Methods
	Study Population
	Bone Mass Measurements
	Assessment of Precision
	Statistical Analysis

	Results
	BMD Measurements
	Intra- and Interobserver Variability and Precision Assessment

	Discussion
	Ethics and Consent
	Acknowledments

	Supplementary material
	References



