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Resumen

Objetivos: Identificacién de biomarcadores que relacionan la osteoporosis con enfermedades pulmonares ocupacionales
y ambientales.

Material y métodos: Mediante bases de datos de terminologia médica unificada se obtuvieron enfermedades relacio-
nadas con enfermedades pulmonares que, junto con la osteoporosis, fueron analizadas en DisGeNET para obtener los
genes asociados a cada enfermedad y formar una red de interaccidn proteina-proteina (PPI) mediante el uso de STRING
dentro de Cytoscape. A través de la aplicacion de diferentes algoritmos de centralidad utilizando CythoHubba en Cytos-
cape, se seleccionaron las 5 proteinas de la red con el mayor grado de centralidad.

Resultados: 9 enfermedades fueron incluidas en el grupo de enfermedades pulmonares. Se obtuvieron 2.698 genes aso-
ciados a enfermedades pulmonares y a osteoporosis. Los genes vinculados con osteoporosis y con al menos dos de las
enfermedades pulmonares incluidas dieron lugar a una red PPI con 152 nodos y 1.378 ejes. Las proteinas con mayor
grado de centralidad de la red fueron AKT1, ALB, IL6, TP53 y VEGFA.

Conclusiones: Existe una elevada relacion entre la osteoporosis y las enfermedades pulmonares ambientales estudiadas,
a través de genes con una implicacién dual. Nosotros proponemos cinco genes importantes que vinculan estas enfer-
medades y que podrian constituir una base coherente para investigaciones mas profundas en este campo.

Palabras clave: osteoporosis, calidad del aire, contaminacion atmosférica, enfermedad pulmonar, biomarcadores, bioin-
formatica.

INTRODUCCION

En la actualidad, la osteoporosis se define como “una en-
fermedad sistémica del esqueleto que se caracteriza por
una masa 6sea disminuida y una alteracion estructural
del tejido 6seo que determina una disminucidén en la re-
sistencia 6sea derivando en un incremento importante
de la fragilidad y susceptibilidad a las fracturas”!. Los
factores de riesgo clasicos asociados al desarrollo de la
osteoporosis son la edad, antecedentes de fractura pre-
via o historial familiar de osteoporosis, y deficiencia es-
trogénica prolongada en el tiempo?.

Por otro lado, uno de los factores de riesgo de mor-
talidad mas importante a nivel poblacional es la conta-
minacién del aire. Las consecuencias derivadas de la
contaminacién del aire suponen un elevado impacto
econdmico y social. En 2015, los gastos derivados de la

»

morbimortalidad asociada a contaminacién alcanzaron
los 21 mil millones de ddlares a nivel mundial, y se es-
tima un nimero de muertes prematuras entre 6 y 9 mi-
llones de personas en 2060 debidas a la contaminacién
de aire exterior3. Se ha demostrado que la contamina-
cion atmosférica tiene un impacto directo en la salud
provocando diversos efectos adversos*. La relacion entre
la contaminacién del aire y las enfermedades pulmona-
res ambientales se ha reportado en numerosos estu-
dios*®. Asi mismo, existe una fuerte evidencia cientifica
que relaciona la pobre calidad del aire en distintos en-
tornos laborales con el desarrollo de distintas enferme-
dades respiratorias”®.

En los afios 80 se publicaron los primeros estudios
que ponian de manifiesto una asociacion entre calidad del
aire y la calidad 6sea observandose una incidencia de
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fracturas significativamente mayor en personas pertene-
cientes a areas urbanas frente a aquellas residentes en
areas rurales®!!. Desde entonces, los estudios en esta
linea han aumentado de forma notable a lo largo de los
ultimos afos determinando que la exposiciéon prolongada
a la contaminacioén del aire esta asociada a una disminu-
cion de la calidad 6sea’?'*, siendo considerado como un
factor de riesgo modificable de osteoporosis y de fractu-
ras'®. Sin embargo, una revision sistematica publicada re-
cientemente, apunta a la existencia de asociaciones
inconsistentes entre la contaminacién atmosférica y el
riesgo de osteoporosis, que podrian explicarse por la he-
terogeneidad en las caracteristicas de los sujetos que par-
ticipan en los estudios publicados en este sentido'®.

A pesar de que la evidencia cientifica sugiere la exis-
tencia de una relacién entre enfermedades pulmonares
y osteoporosis, actualmente no se presta especial aten-
cioén ala calidad del aire como un potencial problema de
salud 6sea. Considerando el incremento en la contami-
nacion del aire durante los ultimos afios, es importante
profundizar en este tema con el objetivo de conocer las
vias cruzadas entre los efectos nocivos de la contamina-
cion del aire y la salud 6sea.

En este contexto, la identificacion de marcadores gené-
ticos robustos que estén presentes tanto en enfermedades
pulmonares ambientales y ocupacionales relacionadas
con la contaminacion y la calidad del aire, como en enfer-
medades relacionadas con la calidad dsea, permitira el
desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas enfo-
cadas ala poblacién de mayor riesgo. Para este tipo de es-
tudios, la bioinformatica juega un importante papel,
permitiendo identificar mediante el uso de distintas he-
rramientas y algoritmos, moléculas que pueden actuar
como biomarcadores comunes entre distintas patologias.
En este sentido, el propdsito de este trabajo fue construir
y analizar una red de interacciones proteina-proteina re-
lacionando genes implicados en distintas enfermedades
pulmonares ambientales y ocupacionales relacionadas
con la contaminacién y la calidad del aire, con genes aso-
ciados a desarrollo de osteoporosis, para identificar bio-
marcadores comunes en ambas enfermedades.

MATERIAL Y METODOS

Recopilacién de datos

En primer lugar; se realiz6 una bisqueda bibliografica para
obtener una seleccion de términos unificados para deter-
minar las enfermedades pulmonares y ocupacionales. Las
bases de datos de terminologia médica unificada consulta-
das fueron Unified Medical Language System (UMLS,
https://www.nlm.nih.gov/research/umls/index.html) y
Medical Subject Headings (MeSH, https://www.nlm. nih.
gov/mesh/meshhome.html). Posteriormente, cada una de
las enfermedades seleccionadas, fueron usadas para deter-
minar los genes asociados a enfermedad (GDA) mediante
la utilizacion de la plataforma DisGeNET (http:// www.dis-
genet.org/home/), la cual integra informacion sobre rela-
ci6n entre genes y enfermedades a partir de varias fuentes
de datos publicos y de literatura sobre expresién génica,
biomarcadores, asociacion entre variantes y enfermedades,
polimorfismos de un solo nucleétido y asociaciones de fe-
notipos clinicos con las enfermedades correspondientes'’.

Seleccion de genes semilla

Una vez obtenidos tanto los genes asociados a las dife-
rentes enfermedades pulmonares (de origen ambiental
u ocupacional) y a la osteoporosis, se realiz6 un filtrado

inicial seleccionando aquellos genes comunes a osteo-
porosis y con al menos una de las enfermedades pulmo-
nares enmarcadas dentro de este estudio. En una segunda
fase, se seleccionaron aquellos genes vinculados con la
osteoporosis y con dos enfermedades pulmonares para
generar la red de interaccion de proteinas (PPI).

Construccion de redes PPI

Para construir la red PPI de los genes asociados a las en-
fermedades objeto de estudio, se utilizé la aplicacion
STRING (version 1.6.0, released: 8 Sep 2020, http://apps.
cytoscape.org/apps/stringapp)'® dentro de la plataforma
Cytoscape (version 3.8.2, https://cytoscape.org/)*. El
valor de punto de corte de confianza se estableci6 en 0,7,
considerandose significativas unicamente las interaccio-
nes con un valor mayor o igual a 0,7. Las proteinas por de-
bajo de este punto de corte y aquellas sin relacién con
otras proteinas, fueron descartadas.

Estudio de centralidad e identificacion de genes

La obtencidn de los genes centrales, es decir, aquellos
nodos importantes con un elevado nimero de interaccio-
nes hacia otros nodos, fueron seleccionados utilizando el
complemento CytoHubba? en Cytoscape. Se utilizaron
cinco métodos de calculo: Degree, Betweennes, Maximal
Clique Centrality (MCC), Bottleneck y Closeness?!. Los
genes comunes derivados de estos seis algoritmos repre-
sentan genes candidatos clave con importantes funciones
reguladoras biolégicas.

RESuLTADOS

Recopilacion de datos

Tras la revision de términos médicos unificados, fueron
seleccionadas las enfermedades incluidas en la tabla 1.
Estas se utilizaron para comparar los genes asociados a
cada una de ellas con la osteoporosis. No fueron inclui-
das enfermedades en las que no se hubieran identificado
genes asociados a la enfermedad.

Tabla 1. Términos unificados para enfermedades de este
estudio y codigo tinico de identificacion

*sé'g:u Término unificado/Patologia
C0003165 Antracosis
€0003849 Asbestosis
C0006542 Bisinosis

C0024117 Enfermedad obstructiva crénica de las vias respiratorias

C€0025500 Mesotelioma

C0029456 Osteoporosis

C0037116 Silicosis

€0206062 Enfermedad pulmonar intersticial
C0264423 Asma ocupacional

C0340092 Neumonitis por hipersensibilidad de tipo estival

*SLMU: sistema de lenguaje médico unificado; CUI: cddigo tinico de
identificacion.
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Seleccion de genes semilla

Tras la aplicacion de los criterios establecidos para la in-
clusion de genes en la red PP], se obtuvieron 157 genes
vinculados con osteoporosis y al menos con dos enfer-
medades pulmonares. La lista completa puede visuali-
zarse en el material suplementario.

Construccion de redes PPI

La red PPI generada incluy6é 152 proteinas (nodos) y
1.378 relaciones (ejes). De este conjunto, 12 proteinas
fueron descartadas por no estar vinculadas con otras
proteinas (figura 1).

Estudio de centralidad e identificacion de genes

Se determinaron 10 genes centrales mediante la aplica-
cion CytoHubba a partir de los métodos de centralidad
detallados en la tabla 2. A continuacién se seleccionaron
los 5 genes que aparecian con mas frecuencia en los di-
ferentes algoritmos de centralidad (tabla 3), los cuales
compartian su presencia en todos los algoritmos utili-
zados, evidenciando su importancia dentro de la red de
interaccién construida.

Discusion

Cualquier informe anual sobre la calidad del aire revela
conclusiones nada halagiiefias. La Organizacién Mundial
de la Salud advierte constantemente sobre el incumpli-
miento de los estandares recomendados para lograr una
calidad de aire saludable. Una pobre calidad del aire
tiene una gran repercusion sanitaria llegando a provocar
4,2 millones de muertes prematuras al afio en todo el
mundo, asociadas principalmente a la exposicién a pe-
quenas particulas con un didmetro menor o igual a 2,5
micrones??. Los principales efectos sobre la salud que
tiene la exposicion a un entorno con aire de mala calidad
o contaminado son conocidos y han sido demostrados
cientificamente durante muchos afios. Entre ellos cabe
destacar el cancer de pulmoén, enfermedades respirato-
rias y cardiovasculares, ictus, etc. Sin embargo, existen
otros efectos menos conocidos o con escasa evidencia
cientifica asociada a la falta de estudios en esta area.

Debido al envejecimiento de la poblacidn, la osteopo-
rosis es considerada como una de las enfermedades de
mayor prevalencia en la poblacién a nivel mundial. Ac-
tualmente, la asociacién entre una mala calidad del aire
y la osteoporosis no esta bien definida en la literatura
cientifica, pero comienza a tener una gran importancia
debido a la repercusidn sanitaria que supone el elevado
porcentaje de poblacién que presenta problemas osteo-
poroéticos o baja calidad 6sea.

Los resultados de este estudio muestran un conjunto
de genes asociados a la presencia tanto de enfermedades
pulmonares (derivadas de contaminacién ambiental o
asociadas a determinadas actividades ocupacionales)
como de osteoporosis. Las enfermedades pulmonares son
causadas principalmente por una exposicion repetida en
el tiempo de irritantes quimicos, alérgenos o toxinas, pu-
diendo provocar efectos duraderos en el individuo.

La busqueda bibliografica de enfermedades pulmona-
res de origen ambiental u ocupacional, ofrecié un con-
junto de enfermedades que, sin estar a priori relacionadas
con la osteoporosis, podrian compartir uno o varios genes
vinculados con procesos osteoporoticos. Asi, encontra-
mos la antracosis, una afeccién pulmonar producida por
una exposicion e inhalacién de polvo con alta concentra-
cion en carbon; la asbestosis, en la que el amianto es la

Rev Osteoporos Metab Miner. 2021;13(4):130-136

Figura 1. Red de interaccion proteina-proteina de genes
asociados a las enfermedades pulmonares de este estudio
y vinculados con la osteoporosis

Tabla 2. Ranking de genes de la red biolégica segtn algo-
ritmo de centralidad utilizado

Degree Betweenness *MCC Bottleneck Closeness
TNF TNF TNF VEGFA TNF
VEGFA SRC VEGFA AKT1 VEGFA
AKT1 VEGFA AKT1 HGF AKT1
MAPK3 AKT1 MAPK3 SPP1 MAPK3
IL6 MAPK3 IL6 IL6 IL6
EGFR IL6 MAPK8 TP53 MAPKS8
TP53 EGFR TP53 VCAM1 EGFR

CXCL8 TP53 CXCL8 CAT TP53
ALB ALB CCL2 ALB ALB
STAT3 MAPK1 ALB MAPK1 STAT3

*MCC: maximal clique centrality.

principal particula inhalada; la bisinosis, producida por
lainhalacidén del polvo de algod6n entre otras particulas
de origen vegetal; la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), consecuencia de una exposicion a largo
plazo a irritantes como el aire contaminado, vapores
quimicos o polvo, entre otros; el mesotelioma, una forma
de cancer especifico del mesotelio pulmonar que suele
estar relacionado principalmente con la exposiciéon ocu-
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Tabla 3. Ranking de genes con mas presencia en los algoritmos
de centralidad aplicados

Genes Nombre unificado
AKT1 AKT Serina/Treonina Kinasa 1
ALB Albumina
IL6 Interleucina 6
TP53 Proteina Tumor P53
VEGFA Factor de crecimiento del endotelio vascular A

pacional a asbestos; la silicosis, provocada por la inha-
lacién de polvo con particulas de silice; las enfermeda-
des pulmonares intersticiales, que engloban un conjunto
de enfermedades pulmonares la mayoria de las cuales
estdn causadas por cicatrizaciones progresivas del tejido
pulmonar debidas a exposiciones prolongadas a sustan-
cias peligrosas (como determinadas sustancias organi-
cas, maderas, metales, agentes infecciosos como los
virus, firmacos, etc.); el asma ocupacional, producido
por la inflamacion de las vias respiratorias pulmonares
a causa de inhalacién de sustancias producidas en el
lugar de trabajo como polvo de madera, hongos, y/o
sustancias quimicas, entre otras y neumonitis por hiper-
sensibilidad, provocada por una exposicion a una gran
cantidad de particulas organicas como hongos o bacte-
rias, lo que provoca una importante respuesta inflama-
toria?.

Este conjunto de enfermedades derivadas de una mala
calidad del aire se ha relacionado con la osteoporosis, re-
flejando una alta relacién a nivel genético entre los ambos
tipos de enfermedades. Los resultados del presente estu-
dio son consistentes con estudios previos sobre asocia-
cién de enfermedades respiratorias con osteoporosis!#14,
Ademas, se han obtenido genes especialmente relevantes
que podrian considerarse como potenciales marcadores
comunes entre enfermedades pulmonares y osteoporati-
cas.

En la biologia de sistemas, el descubrimiento de las
principales proteinas y sus correspondientes vias mole-
culares en enfermedades complejas esta en auge gracias
alos andlisis de redes PPl y andlisis de enriquecimiento.
El enfoque de biologia de sistemas para investigar la bio-
logia asociada a enfermedades esta revolucionando la
comprension de vias celulares y redes de genes que sub-
yacen a la aparicion de enfermedades, facilitando de esta
manera el descubrimiento y desarrollo de nuevos far-
macos y terapias gracias a la identificacién de marcado-
res en la progresion de la enfermedad.

En redes biomoleculares, donde los genes y/o las pro-
tefnas son nodos y las interacciones moleculares son los
bordes o aristas que interconectan los nodos, la impor-
tancia de un nodo se puede medir por el efecto produ-
cido en los cambios de funcién de la red de interaccién
tras la eliminacién de ese nodo. Estos nodos esenciales
son los llamados hubs. En este estudio se han determi-
nado 5 hubs que podrian perturbar de manera consis-
tente la red de interaccién y eso podria ocasionar efectos
importantes en la aptitud del organismo. Los hubs que
han sido seleccionados y que relacionan enfermedades
pulmonares de origen ambiental u ocupacional con os-

teoporosis son AKT1, ALB, IL6, TP53 y VEGFA, tabla 4.
Sin embargo, estudios futuros podrian sugerir nuevos
hubs que presentan un score mas bajo en la clasificacion
realizada en este estudio.

El papel que desempefian estos hubs en los procesos
osteoporoticos y en las enfermedades pulmonares es
bastante conocido y corrobora la importancia de los
genes seleccionados en este trabajo para relacionar las
enfermedades objeto de estudio.

En el caso del gen AKT1, que codifica la proteina de-
nominada quinasa AKT1, se encuentra en diversos tipos
de células desempefiando funciones importantes en mu-
chas vias de sefializacidn; en el caso de la osteoporosis,
AKT1 actia como regulador negativo de la diferencia-
cién de los osteoblastos y como mediador positivo de la
osteoclastogénesis. Se considera por tanto, un potencial
objetivo como diana terapéutica para mejorar la diferen-
ciacion de osteoblastos y formacién de masa 6sea limi-
tando al mismo tiempo el desarrollo de los osteoclastos
y la resorcion 6sea?*?>. Esta proteina también tiene im-
plicacién a nivel pulmonar, participando en la aparicién
y progresion de fibrosis pulmonar, al promover la dife-
renciacion de los miofibroblastos y la deposicion de pro-
teinas en el espacio extracelular y por otra parte, a través
de la regulacién de TSP1. Debido a esto, AKT1 ha sido
propuesta como biomarcador de la enfermedad pulmo-
nar intersticial?, de manera que el uso de inhibidores
de AKT1 como triciribine, se plantea como potencial es-
trategia terapéutica para el tratamiento de estas enfer-
medades. Estos datos corroboran su papel dual en ambas
patologias.

Por otra parte, se identificé el gen ALB que codifica la
albumina. Los bajos niveles de esta proteina se han aso-
ciado a un mayor riesgo de fracturas debido a una baja
densidad mineral dsea (DMO), existiendo una correla-
cion positiva entre la albimina sérica y la DM0?”28, En
relacién a enfermedades pulmonares, se ha mostrado
una asociacion entre albimina y enfermedad pulmonar
intersticial, observandose niveles significativamente in-
feriores de albumina en pacientes afectados con enfer-
medad pulmonar intersticial?’.

La interleucina 6 codificada por el gen IL6, se consi-
dera un factor clave de la osteoporosis postmenopausica
debido a su capacidad para activar los osteoclastos e in-
ducir la reabsorcion 6sea®. Ademas, ha sido identificada
como objetivo prometedor para el tratamiento osteopo-
rotico debido a su papel fundamental como inhibidor de
la osteogénesis y como predictor de la pérdida de masa
6sea3Z Enrelacién a enfermedades pulmonares, pode-
mos destacar estudios que correlacionan la sobreexpre-
sion de IL6 con EPOC®*34 aunque existen otros que
apuntan en sentido contrario®. Con respecto a silicosis,
existen varios estudios que muestran niveles aumentados
de esta citoquina desde estados tempranos de la enfer-
medad siendo considerado como un potencial biomarca-
dor para el diagndstico precoz y el tratamiento de los
pacientes con silicosis®¢. Asf mismo, existen estudios que
relacionan el aumento de niveles de IL6 con el desarrollo
de antracosis. En este sentido, varios estudios muestran
una asociacion de ciertos polimorfismos de IL6 con el
desarrollo de antracosis y/o antrosilicosis asi como con
efectos genotoxicos asociados3”38,

Con respecto a la proteina tumoral p53, codificada por
el gen TP53, existen varios estudios que la relacionan
tanto con osteoporosis como con distintas enfermedades
pulmonares. En este contexto, varios estudios muestran
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que los niveles séricos aumentados de p53 se asocian con
una disminucién de masa 6sea, y la supresion de p53 re-
vierte parcialmente la disminucién de la DMO in vitro e in
vivo®. En el caso de enfermedades pulmonares, juega un
papel protagonista en el desarrollo de EPOC, observan-
dose niveles incrementados de esta proteina en pacientes
afectados*®. Asi mismo, se ha observado una asociacion
entre p53 y mesotelioma*!. En este sentido, se ha repor-
tado que aproximadamente el 15% de pacientes afecta-
dos con mesotelioma presenta algtn tipo de mutacién en
el gen TP53. Del mismo modo, se ha observado que apro-
ximadamente en el 25% de mesoteliomas humanos exis-
ten co-deleciones de los genes TP53 junto con PTEN y/o
CDKN2A/p14AREF, asociandose las pérdidas cooperativas
de estos genes con el desarrollo de una proporcidn signi-
ficativa de estas neoplasias agresivas*2. Estos hallazgos
pueden dar lugar al establecimiento de estrategias tera-
péuticas adecuadas para el tratamiento conjunto de
ambos tipos de enfermedades.

Por ultimo, el gen VEGFA que codifica el factor de cre-
cimiento endotelial vascular A se sabe que tiene un
papel importante en la biologia del hueso participando
en la osificaciéon endocondral. Ademas, VEGFA se ex-
presa a niveles elevados en los precursores de los osteo-
blastos y puede estimular la diferenciacién osteogénica
en varios tipos de células*. Por otra parte, se ha obser-
vado que niveles disminuidos de VEGFA se asocian con
osteoporosis mediante un mecanismo intracelular me-
diado posiblemente por la regulacién del factor de trans-
cripcién RUNX2, habiéndose llegado a considerar como
objetivo terapéutico de la enfermedad*. Este gen tam-
bién ha mostrado una actividad relevante en enferme-
dades pulmonares, siendo un factor de crecimiento
autocrino en el mesotelioma y un potente mitégeno para
las células mesoteliales*®. VEGFA esta implicado en la an-
giogénesis y estimula la neovascularizacion de los tumo-
res. En el mesotelioma maligno se han detectado niveles
elevados de VEGFA y de su receptor mediante inmuno-
histoquimica*®*” y se han correlacionado con la densi-
dad de microvasos, el aumento de la necrosis tumoral y
una peor supervivencia*®. En este sentido, fAarmacos di-
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Tabla 4. Genes con alta puntuacion en centralidad asociados
a las patologias pulmonares utilizadas en este estudio

Genes Nombre unificado
AKT1 aEPOC, Mesotelioma, Silicosis, "EPI
ALB EPOC, EPI
IL6 EPOC, Mesotelioma, Silicosis, EPI, Antracosis
TP53 EPOC, Mesotelioma, Silicosis, EPI
VEGFA EPOC, Mesotelioma, EPI

2EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica ; "EPI: enfermedad
pulmonar intersticial.

rigidos al bloqueo de VEGFA, como el bevacizumab, han
demostrado recientemente su eficacia en el tratamiento
del mesotelioma®’.

A pesar de la cantidad de informacion del papel de
estos genes en determinadas enfermedades tanto pul-
monares como osteoporoéticas, hay pocos estudios que
relacionen ambos tipos de enfermedades siendo nece-
sario, por tanto, profundizar en estos aspectos con ob-
jeto de identificar posibles dianas terapéuticas comunes.
La asociacion entre enfermedades pulmonares (desen-
cadenadas por contaminaciéon atmosférica o por una
mala calidad del aire en entornos laborales) y calidad
6sea podria abrir la puerta al disefio de estrategias con-
ductuales orientadas a la modificacién del estilo de vida
que implique una mejoria en la salud 6sea. Por otra
parte, es importante considerar a la poblacién con algin
tipo de enfermedad pulmonar, como poblacién de riesgo
de fragilidad 6sea. Por todo ello, el conocimiento que
aporta este tipo de estudios revela la importancia de es-
tudiar la DMO en personas con enfermedades pulmona-
res para establecer medidas terapéuticas y preventivas
tempranas con el objeto de reducir el riesgo de fracturas
en esta poblacidn vulnerable.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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