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La osteonecrosis de maxilares: luces y sombras
en el conocimiento de su fisiopatologia
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Goémez Garcia A
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La osteonecrosis de los maxilares (ONM) fue descrita
por Marx et al.' en 2005. En los afios sucesivos se publicd
un buen nimero tanto de series de pacientes como de
casos aislados, que con el paso de los afios fue decre-
ciendo, por una parte, por la saturacién de las revistas y
el escaso interés que pueda suscitar la descripcion de
nuevos casos, y, por otra, porque el conocimiento de esta
patologia ha motivado el desarrollo de medidas preven-
tivas que han podido disminuir la incidencia de esta
complicacion.

Sobre la ONM se ha desarrollado todo un mundo de
“temores, riesgos y peligros” que en su mayor parte no
estan justificados. La ONM fue sefialada como una com-
plicacion del tratamiento prolongado con bifosfonatos y
en este sentido se le iguald a las fracturas diafisarias?,
cuando ambos procesos con toda seguridad tienen me-
canismos etiopatogénicos diferentes?. El miedo ala ONM
o alas fracturas diafisarias desarroll6 toda una doctrina
sobre la necesidad de suspender el tratamiento con bi-
fosfonatos o denosumab, las denominadas “vacaciones
terapéuticas” que en realidad de lo que se trataba era
sencillamente de suspender el tratamiento antirresor-
tivo, antes de que aparecieran las posibles complicacio-
nes de su uso**. Esto es especialmente frecuente en el
ambito de los odontélogos, quienes, en muchos casos,
preocupados por el posible desarrollo de una ONM no
realizan practicamente ninguna intervencién dental en
los pacientes que reciben bifosfonatos o denosumab.
Con ello, lo que se ha observado es un incremento de los
abandonos del tratamiento con fArmacos antirresortivos
lo cual produce un aumento del riesgo de fracturas por
fragilidad tras la suspension del tratamiento con los bi-
fosfonatos, riesgo que tiene una extrema gravedad en el

caso de la suspension del tratamiento con denosumab,
con aparicién de fracturas vertebrales multiples”'1.

La ONM se produce sobre todo en pacientes que su-
fren un cancer (mas del 90% de los casos descritos) y
que han recibido bifosfonatos potentes o denosumab a
unas dosis que no son las utilizadas en el tratamiento de
la osteoporosis®'#13 y en los que se ha producido una in-
tervencion dental'*. Entre los pacientes que reciben an-
tirresortivos para el tratamiento de la osteoporosis, la
aparicion de casos, si bien es cierto que se ha descrito,
es muy escasa, casi excepcional'>1°,

En este nimero de la Revista de Osteoporosis y Me-
tabolismo Mineral, Quintana et al.'” presentan los hallaz-
gos observados en una serie de pacientes afectos de
ONM a los que han efectuado un completo estudio tanto
de la cantidad de masa 6sea, determinada por densito-
metria, como de la calidad del hueso, estimada por el
trabecular bone score (TBS) y los ultrasonidos, una téc-
nica injustamente infravalorada, inocua y sencilla que
puede valorar la calidad 6sea y que predice le riesgo de
fractura tan bien como la densitometria tradicional'8%,
Los resultados obtenidos estan en desacuerdo con otro
de los mitos desarrollados sobre la ONM y es que el ex-
ceso de supresion producido por estos farmacos produ-
cirfa un hueso “congelado” de poca calidad y débil. Tal y
como se vislumbra en estos resultados, lo mas probable
es que la cantidad y calidad del hueso en la ONM no de-
muestre alteraciones generales, sino que la afectacidon
sea local y por influencia de multiples factores. Todo lo
cual nos lleva a la conclusion de que todavia desconoce-
mos muchos hechos sobre la etiologia, patogenia y fisio-
patologia de la ONM, y que aun tenemos mas sombras
que luces sobre ella'22021,
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Resumen

La activacidn de la sefnalizaciéon de Wnt/[3-catenina en células del linaje osteoblastico conduce a un aumento en la masa
Osea a través de un mecanismo dual: por una parte, aumentando la osteoblastogénesis, y por otra, disminuyendo la os-
teoclastogénesis. El predominio de un mecanismo sobre otro depende del estado madurativo del osteoblasto en el que
produzca la acumulacién de -catenina. La activacion de la sefializacion de Wnt/f3-catenina en células del linaje osteo-
clastico y sus posibles efectos en la regulacién de la masa 6sea es menos conocida. Estudios previos han demostrado
que la ablacién condicional de 3-catenina en los osteoclastos induce una disminucién de la masa 6sea asociada a un au-
mento de los osteoclastos, y este hecho se ha atribuido a un incremento de la osteoclastogénesis. Sin embargo, no se
han evaluado otras posibilidades alternativas como que una disminucién de la apoptosis normal de los osteoclastos
pueda también contribuir al mayor nimero de los mismos. En este trabajo, para obtener informacién sobre este hecho,
generamos ratones en los que la $-catenina se eliminé selectivamente de las células del linaje de monocito/macréfago
utilizando un alelo flanqueado de la -catenina (Catnb’) junto con la linea de delecion LisozimaMCre (LysMCre). El analisis
tridimensional de los huesos de los ratones Catnb”;LysM revelaron una disminucion significativa del grosor de la cortical
femoral, mientras que el hueso trabecular vertebral no se vio afectado. Este fenotipo se asoci6é con un mayor nimero de
osteoclastos en la superficie 6sea. El nimero de osteoclastos en los cultivos procedentes de los ratones Catnb”;LysM fue
dos veces mayor que en los cultivos obtenidos de los ratones control. La administracién de WNT3a atenu6 la formacion
de osteoclastos inducida por M-CSF y RANKL in vitro. Ademas, WNT3a promovid la apoptosis de osteoclastos, y este
efecto fue contrarrestado, tanto por la presencia de DKK1 como por la ausencia de (3-catenina. En conjunto, estos resul-
tados apoyan un efecto auténomo celular de la 3-catenina en el osteoclasto, y proporcionan evidencia convincente del
papel proapoptdtico de B-catenina en estas células.

Palabras clave: hueso, osteoclastos, lisozima M, 3-catenina, Wnt, WNT3a.

INTRODUCCION de ciertos ligandos Wnt, tales como Wnt3a, a los recepto-

La evidencia acumulada durante los ultimos afios ha es-
tablecido que la via Wnt/[3-catenina es crucial para la for-
macién d6sea y el mantenimiento de la homeostasis
esquelétical? Las proteinas Wnt ejercen sus funciones ce-
lulares activando diferentes rutas de sefalizacién, comin-
mente denominadas via canénica y vias no candnicas?. La
primera actda controlando la cantidad de f3-catenina no
asociada a cadherina, mientras que las otras rutas no re-
quieren la presencia de -catenina* En la actualidad, la
via de sefializacion mediada por la $-catenina es la mejor
estudiada y comprendida. La activacién de la ruta Wnt/(3-
catenina comienza en la membrana celular con la unién

Correspondencia: Marta Martin Millan (m442@humv.es)

res transmembrana de la familia Frizzled. Esta unién
recluta el correceptor LRP5/6 (low-density-lipoprotein
receptor-related protein 5/6), para formar un complejo
ternario que desestabiliza un conglomerado citoplasmico
de proteinas que, de lo contrario, fosforilarian la -cate-
nina del citoplasma para su destruccion en el protea-
soma®”. De modo que, tras la unién del ligando al receptor,
la B-catenina no es fosforilada ni destruida, y, por lo tanto,
puede acumularse en el citoplasma, desde donde se tras-
ladara al nucleo. Alli se une al factor de trascripcion
TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor) e induce
la expresion de genes diana®.
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La demostracidn inicial de la implicacién de la via ca-
noénica de Wnt en la osteogénesis fue proporcionada por
la identificacion de las mutaciones de pérdida de funciéon
(LOF) y ganancia de funcién (GOF) del correceptor
LRP5, como responsables del sindrome de osteoporo-
sis-pseudoglioma y del fenotipo hereditario de masa
6sea elevada, respectivamente®'?. Los fenotipos dseos
de estas mutaciones se pudieron reproducir en modelos
de ratén con la funcién del receptor LRP5/6 genética-
mente modificada. Estos estudios pusieron de mani-
fiesto el papel osteo-anabolizante de la sefializacion de
Wnt/B-cateninall. Mas recientemente, estudios realiza-
dos con ratones en los que se habfa manipulado la acti-
vidad de la 3-catenina en células de linaje osteoblastico
han establecido que la 3-catenina aumenta la masa 6sea
a través de diferentes mecanismos dependiendo de la
etapa de diferenciacidn en la que se encuentre la célula
osteoblastica'*!*. De forma que la GOF de la -catenina
exclusivamente en las células precursoras estimula su
proliferacién y maduracién, pero suprime el destino al-
ternativo hacia la diferenciacién condrocitica, produ-
ciendo asi un aumento de la masa 6sea’®. Por otro lado,
cuando la GOF de (-catenina se produce en una etapa
posterior de la diferenciacion, se logra también una
masa 6sea elevada, pero esta ocurre a espensas de un
mecanismo indirecto, esto es, la 3-catenina induce la ex-
presion de osteoprotegerina (OPG) en el osteoblasto, y
la OPG atenua la osteoclastogénesis'®'’.

La participacién indirecta de los osteoclastos como
mediadores de algunos de los efectos de la sefializacion
Wnt/B-catenina en las células de estirpe osteoblastica,
planted la cuestion de si esta via podria tener tambien un
papel directo en la funcién de los osteoclastos cuando se
activa en ellos. Otero et al.'® y Albers et al.® eliminaron
[-catenina de los precursores de osteoclastos utilizando
el modelo de ratén LisozimaMCre (LysMCre), y encontra-
ron una disminucién de la masa 6sea en el comparti-
miento trabecular;, con un aumento paralelo en el nimero
de osteoclastos, mostrando asi que la 3-catenina de los
osteoclastos estd, de hecho, implicada en la homeostasis
6sea. Estos autores, atribuyeron el aumento del nimero
de osteoclastos a un incremento exclusivo en la osteoclas-
togénesis, sin considerar posibles efectos sobre la apop-
tosis. Creemos que es importante aclarar esta cuestion,
ya que la B-catenina es parte de una via de sefializacion
que actualmente es considerada como un objetivo tera-
péutico interesante. Para obtener una idea de este pro-
blema, hemos generado un modelo de ratén similar; en el
que hemos analizado su fenotipo, y tambien posibles efec-
tos sobre la apoptosis de los osteoclastos.

MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

La proteina WNT3a, la proteina Dickkopf 1 (DKK1), el
factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) y
el activador de receptor soluble de proteinas recombi-
nantes del ligando kappa-B de factor nuclear (SRANKL)
se adquirieron de R&D Systems (Minneapolis, EE.UU.).

2. Ratones mutantes

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo
de acuerdo con las normas de la Union Europea y los prin-
cipios 3R. Los experimentos fueron revisados y aprobados
por el Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria.
Elratén con el alelo de S-catenina flaqueado por la secuen-
cia flox*® y la linea LysMCre?! han sido descritos previa-
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mente y se obtuvieron del Laboratorio Jackson. Los rato-
nes se genotiparon mediante PCR, utilizando el ADN ge-
noémico extraido de biopsia de la cola. Los cebadores
utilizados para la deteccion de LysMCre fueron los siguien-
tes; foward GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC y reverse:
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT, y el tamafio del producto
102 pb. Reverse: CACCATGTCCTCTGTCTATTC, y el tamafio
del producto en este caso seria de 324 pb. Los ratones ex-
perimentales se generaron mediante una estrategia de
apareamiento consistente en dos pasos. Los ratones hete-
rocigotos LysMCre fueron cruzados con ratones cuyo gen
de la B-catenina estaba flanqueado por secuencias flox en
homocigosis (S-catenin’f). Para generar ratones homoci-
gdticos para el alelo condicional de f-catenina con y sin el
alelo Cre, los ratones B-catenin//*; LysMCre se cruzaron con
los ratones B-catenin’/.

3. Micro-TAC

Se realiz6 un andlisis de micro-TAC de la quinta vértebra
lumbar después de disecar los huesos, limpiarlos, fijarlos
en etanol, cargarlos en tubos de exploracién de 12,3 mm
de didmetro y obtener una imagen (uCT40, Scanco Medi-
cal. Basserdorf, Suiza). Los escaneos se integraron en ima-
genes voxel 3-D (matrices de 1.024 x 1.024 pixeles para
cada pila planar individual) y se us6 un filtro gaussiano
(sigma=0,8, soporte=1) para reducir el ruido de la sefial.
Se aplicé un umbral de 200 a todos los escaneos analiza-
dos. Los escaneos se realizaron a una resolucién media
(E=55 kVp, [=145 pA, tiempo de integracion=200 ms). Se
escaneo todo el cuerpo vertebral con una orientacion
transversal que excluia los pediculos y los procesos arti-
culares. El andlisis manual excluy6 el hueso cortical del
analisis. Todas las mediciones trabeculares se realizaron
dibujando manualmente contornos cada 10 a 20 cortes y
utilizando el conteo de voxel para el volumen 6seo por vo-
lumen de tejido y los indices de transformacién de dis-
tancia de relleno esférico sin suposiciones sobre la forma
del hueso como varilla o placa para microarquitectura tra-
becular. El espesor cortical se midié en la mitad de la dia-
fisis femoral.

4. Histologia dsea

Las vértebras lumbares (L1, L2 y L3) y el fémur iz-
quierdo se fijaron en paraformaldehido al 4% durante
toda la noche a 4°C y se descalcificaron durante ocho a
nueve dias en EDTA al 9% (pH 7,4) antes de la inclusién
en parafina. El examen histomorfométrico se realizé en
secciones longitudinales de 7 um del fémur para hueso
cortical y en las secciones frontales de las vértebras para
hueso esponjoso.

5. Cultivos celulares

Para cuantificar las células progenitoras de los osteo-
clastos, la médula 6sea (MO) se purg6 de los huesos lar-
gos y se sembro a una densidad de 50.000 células/cm?
en placas de 48 pocillos. Tras permanecer 4-5 dias en la
placa de cultivo con medio a-MEM (Invitrogen), suple-
mentado con 10% de SFB, 1% de PSG, 30 ng/ml de M-CSF
y 30 ng/ml de sSRANKL (R & D Systems), los osteoclastos
se fijaron con 10% de formalina durante 15 min y teflida
para fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP). Los os-
teoclastos se cuantificaron teniendo en cuenta las célu-
las multinucleares y positivas para la tincién de TRAP.
Para el resto de los cultivos, se usaron células de médula
6sea purificadas, es decir no adheridas a la placa. Los
macré6fagos y osteoclastos se desarrollaron a partir de
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células de la médula 6sea (MO) no adheridas a la placa
de cultivo, y cultivadas durante 4 dias en presencia de
M-CSF (130 ng/ml) para obtener macréfagos, o durante
4 dias en presencia de M-CSF (30 ng/ml) y 30 ng/ml de
RANKL para obtener osteoclastos.

6. PCR cuantitativa en tiempo real (Quantitative
real-time PCR, qRT-PCR)

E1 ARN total se extrajo con reactivos TRIzol (Life Tecno-
logies). Se usé 1 pg de ARN total para producir ADNc de
primera cadena usando la enzima m-MLV RT (Invitro-
gen). La qRT-PCR se llevé a cabo utilizando PreMix Ex
taq (Takara) y los datos se analizaron utilizando el soft-
ware Biorad. Los cebadores y las sondas para 3-catenina
[Mm01350385_g1 (fam)] y gapdh [Mm99999915_g1
(vic)] fueron fabricados por el servicio TagMan Gene Ex-
pression Assays (Applied Biosystems). Los niveles rela-
tivos de expresion de ARNm se normalizaron con el gen
de la proteina ribosémica S2 mediante el método ACt?2.

7. Analisis por Western blot

Los niveles de proteina de (3-catenina y (3-actina se ana-
lizaron usando un anticuerpo monoclonal de ratén que
reconoce [3-catenina (BD Biosciences), y un anticuerpo
monoclonal de ratén que reconoce f3-actina (Sigma-Al-
drich).

8. Analisis de apoptosis

Se obtuvieron osteoclastos derivados de células de la MO
no adheridas a la placa de cultivo extraidos de los rato-
nes Catnb”;LysMCrey sus controles. Una vez desarrolla-
dos los osteoclastos en la placa de cultivo se trataron con
WNT3a. Tras 24 horas de tratamiento, los cultivos se fi-
jaron y se sometieron a tinciéon de TUNEL y TRAP. Se
cuantificaron el nimero total de osteoclastos y el nud-
mero de osteoclastos apoptoticos en cada placa. Se con-
sideraron apoptéticos cuando al menos uno de sus
nucleos era TUNEL positivo. El método TUNEL se realizd
utilizando el kit de deteccién de fragmentacion de ADN
FragEL (EMD Chemicals. San Diego, California, EE.UU.)
antes de la tincién para TRAP. Se enumeraron las células
multinucleares TRAP positivas y TUNEL positivas.

La actividad de la caspasa-3 se midi6é determinando
la degradacion del sustrato fluorométrico DEVD (Biomol
Research Laboratories, Plymouth Meeting. Pensilvania,
EE.UU.), y se midi6 la concentracion de proteina usando
un kit compatible con detergente Bio-Rad (Bio-Rad La-
boratories, Hercules. California, EE.UU.).

9. Analisis estadistico

Todos los datos se informan como la media + desviacion
estandar. Los valores medios de cada grupo se compa-
raron mediante la prueba t de Student de dos colas.

ResuLTADOS

1. La eliminacidn especifica de la B-catenina de los
precursores de los osteoclastos

La inactivacion condicional de la S-catenina (Catnb) en cé-
lulas de linaje osteoclastico se realiz6 cruzando ratones
que albergaban un alelo de 5-catenina floxeado (Catnbf)*
con ratones que expresaban la enzima Cre recombinasa
bajo el control de los elementos reguladores del gen Liso-
zimaM (LysMCre)*'. Esta linea Cre induce la recombina-
cion del alelo floxeado especificamente en las células del
linaje monocito-macroéfago y neutroéfilos. A partir de este
cruce, se generaron dos cohortes (machos y hembras) de

animales; una cohorte de experimentaciéon, con genotipo
Catnb”;LysMCre y otra control con genotipo Catnb”.

Los ratones Catnb”;LysMCre nacieron en la proporcién
mendeliana esperada, con peso corporal similar (Figura 1A)
alos controles de la misma camada y no mostraron ningtin
fenotipo evidente. La escisién del gen de -catenina se con-
firmo por qRT-PCR. Los niveles de ARNm de f-catenina se
analizaron en cultivos ex vivo de macréfagos y osteoclastos
derivados de médula 6sea (MO). Los macréfagos y osteo-
clastos obtenidos de ratones Catnb”;LysMCre exhibieron
una disminucién del 70% y del 60% en la expresion de
B-catenina, respectivamente (Figura 1B). Atribuimos la
eficacia limitada de la recombinacion a la presencia de
células de linajes distintos al mieloide en la placa de cul-
tivo que expresaban niveles normales de f-catenina.
Como se esperaba, el nivel de expresion de ARNm de
[-catenina en rifién, higado y bazo fue indistinguible
entre los dos genotipos (Figura 1C).

2. Los animales carentes de f-catenina en los precur-
sores de los osteoclastos presentan menor grosor del
hueso cortical

Alas 28 semanas de vida se sacrificé una cohorte de 15
animales por sexo y genotipo y se examind la arquitec-
tura 6sea de la quinta vértebra lumbar y el fémur dere-
cho mediante micro-TC. El andlisis revelé un grosor
reducido del hueso cortical (Figura 2A), tanto en los ma-
chos como en las hembras Catnb”;LysMCre. Sin em-
bargo, la ausencia de (-catenina en los precursores de
los osteoclastos no alter¢ significativamente la masa
0sea trabecular, ni en las vértebras, ni en el fémur (Fi-
gura 2B). Tampoco se vio afectado el espacio intertrabe-
cular, el grosor trabecular y el ntimero de trabeculas (no
mostrado). Estos resultados sugieren que la sefializacion
de Wnt/B-catenina en los osteoclastos es importante
para el mantenimiento de la masa 6sea cortical.

3. Los ratones Catnb”;LysMCre presentan mas osteo-
clastos en el endostio y mas progenitores osteoclasticos
en la médula ésea (MO)

A continuacién, quisimos cuantificar el nimero de osteo-
clastos presentes en la superficie del hueso cortical. Lo
que encontramos fue que, de acuerdo con un espesor cor-
tical disminuido, el nimero de osteoclastos en la superfi-
cie endocortical del fémur de los ratones Catnb”;LysMCre
estaba aumentado, en comparacion con los animales con-
trol (Figura 3A). El hueso trabecular vertebral parecia
mostrar la misma tendencia. Sin embargo, la diferencia
no fue significativa (p=0,06).

Para examinar si el mayor nimero de osteoclastos en
el hueso podria explicarse por un aumento de la osteo-
clastogénesis, se cuantificé el nimero de estos progeni-
tores en la MO. Con este propdsito, las células de la MO
obtenidas de los huesos largos de ratones de 28 semanas
de edad se cultivaron en presencia de RANKL y M-CSF
durante 5 dfas. Se utilizaron tres ratones por genotipo y
se realizaron determinaciones por triplicado para cada
uno de ellos. El nimero de osteoclastos que se desarrolld
en los cultivos procedentes de ratones Catnb”;LysMCre
mostraron una morfologia normal (Figura 3B). Sin em-
bargo, la cantidad fue dos veces mayor que en los cultivos
procedentes de la camada control (426+18 por pocillo
frente a 238+77, p=0,015) (Figura 3B). Este resultado su-
giere que la sefializacion de Wnt/f-catenina en los pre-
cursores de osteoclastos y su descendencia atenta la
cantidad de osteoclastos maduros.
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Figura 1. Los ratones Catnb”/;LysM-cre*/- expresan niveles mas bajos de B-catenina en macrofagos y osteoclastos.
A: peso corporal total de dos cohortes (15 animales por grupo) de ratones Catnb”/;LysM-cre*" y su camada control
Catnb’f de 28 semanas de edad. B: analisis cuantitativo de ARNm por PCR en tiempo real (Real Time-PCR) en ma-
crofagos y osteoclastos desarrollados a partir de células de MO no adherentes cultivadas en presencia de M-CSF du-
rante 4 dias, y M-CSF mas RANKL durante 5 dias, respectivamente. C: analisis cuantitativo de ARNm de los tejidos
blandos (indicados) obtenidos de ratones de 28 semanas de edad (n=5)
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Figura 2. Los ratones Catnb”/;LysM-cre* tienen menor masa 6sea cortical. Mediciones de tomografia micro compu-

tarizada (pn-CT) realizadas en huesos de ratones de 28 meses (n=12-15 ratones por grupo). A: espesor cortical (Cor-
tical th) determinado en fémures. B: BV/TV, volumen 6seo por volumen total de tejido determinado en L5 y fémur
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Barras: valores expresados como media + desviacion estandar; Oc: osteoclasto; *p=0,05.

4. El efecto proapoptdético de WNT3a requiere la pre-
sencia de 3-catenina

Para examinar los mecanismos celulares a través de los
cuales Wnt/B-catenina disminuia el nimero de osteoclas-
tos, primero determinamos si la adicion de WNT3a a la
placa de cultivo de los precursores de osteoclastos inter-
ferfa con el desarrollo de los mismos. Como se muestra
en la figura 4A, la presencia de WNT3a en el medio de cul-
tivo disminuyé el nimero de osteoclastos inducidos por
la presencia de M-CSF y RANKL. Ademats, este hecho pa-
recia ser dosis dependiente. El analisis por Western blot
confirmé un aumento de los niveles de (3-catenina en los
osteoclastos expuestos a WNT3a (Figura 4B). Ademas, el
tratamiento del cultivo con DKK1, un inhibidor del corre-
ceptor LRP5/6 evito6 el aumento de 3-catenina inducido
por WNT3a. El conjunto de estos hallazgos indica que
WNT3a inhibe el desarrollo de los osteoclastos mediante
la estimulacién de la via candnica de Wnt.

Es bien sabido que la vida media de los osteoclastos
es muy breve, y que mueren por apoptosis. A continua-
cién examinamos el efecto de la sefializaciéon de Wnt en
la apoptosis de los macréfagos y de los osteoclastos.

Como se muestra en la figura 4C, se determiné la apop-
tosis midiendo la actividad de la caspasa-3 tras la admi-
nistracion de dosis crecientes de WNT3A a los cultivos
de macroéfagos y de osteoclastos. Los resultados mostra-
ron que WNT3a inducia la apoptosis tanto en los macro-
fagos, como en los osteoclastos. El efecto proapoptético
de WNT3 era también dependiente de la dosis utilizada.
El efecto de WNT3a sobre la apoptosis de los osteoclas-
tos también se analizé mediante TUNEL (Figura 4D), y,
de la misma forma que se observo en el experimento an-
terior, vimos que el tratamiento con WNT3a aumentaba
el porcentaje de osteoclastos TUNEL positivos. Sin em-
bargo, la presencia de WNT3 no tuvo ningun efecto de-
letéreo sobre los cultivos de osteoclastos obtenidos de
los ratones Catnb”/;LysMCre (Figura 4D), carentes de
[-catenina. Igualmente, la adicion de DKK1 a los cultivos
anuld las acciones proapoptoticas de WNT3a (Figura 4D),
indicando que el efecto proapoptético de WNT3a re-
quiere la presencia de (-catenina. En conjunto, estos
resultados apoyan la hipotesis de que la via de sefializa-
cién candnica de Wnt/[3-catenina ejerce efectos proa-
poptdticos en los osteoclastos.
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Figura 3. Los ratones Catnb”; LysM-cre*/- tienen mas osteoclastos que la camada control. A: analisis histomorfométrico de secciones longitudinales
descalcificadas de fémur y vértebras L1-L3 de ratones hembra de 28 meses (n=5 ratones por grupo). Las fotomicrografias (x40) muestran areas
representativas de la superficie 6sea endosteal tras la tincion de TRAP. B: nimero de células positivas para TRAP desarrolladas a partir de
células de MO, obtenidas de fémures de ratones de 28 semanas de edad, y cultivadas en presencia de M-CSF y RANKL durante 5 dias. Se realizaron
cultivos por triplicado de cada uno de tres animales por separado. Cada barra representa triplicados de cada raton, n=3 por grupo. Las fotomi-
crografias (x40) muestran dreas representativas de la placa de cultivo
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Figura 4. WNT3a induce la apoptosis de los osteoclastos a través de la via candnica de Wnt. A: niimero de células positivas para TRAP generadas
apartir de células de MO no adheridas a la placa obtenidas de ratones C57BL/6 y cultivados con M-CSF, RANKL y placebo (veh) o dosis crecientes
de proteina recombinante WNT3a como se indica. B: analisis de Western blot de p-catenina en osteoclastos maduros tratados con veh, WNT3a,
DKK1 o ambos. C: actividad de caspasa 3 en macréfagos y osteoclastos maduros generados a partir de células de MO no adherentes obtenidas
de ratones C57BL/6 y tratados con veh o con diferentes dosis de WNT3a durante 16 horas. D: ensayo TUNEL realizado en cultivos de osteoclastos
maduros generados a partir de células de MO de ratones Catnb”;LysM-cre cultivadas con M-CSF y RANKL durante 5 dias y tratados con veh o
WNT3a (50 ng/ml) durante 24 horas. E: actividad de la caspasa 3 en osteoclastos maduros generados a partir de células de MO no adherentes
de ratones C57BL/6, y tratada con veh, WNT3a (50 ng/ml) o DKK1 (1 pg/ml) durante 24 h. AFU, unidades fluorescentes arbitrarias
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Discusion

En este trabajo hemos analizado las caracteristicas 6seas
de animales que carecen de (3-catenina en las células del
linaje monocito/macréfago, que son los precursores de
los osteoclastos. Estos animales muestran un grosor cor-
tical reducido que se asocia a mayor cantidad de osteo-
clastos en la superficie del endostio y un mayor niimero
de progenitores osteoclasticos en la MO. Ademas, de-
mostramos que la estimulacion de la sefializacion de
Wnt/B-catenina en los osteoclastos atenda la cantidad
de osteoclastos desarrollados inducida por la presencia
de M-SCF y RANKL, y promueve su apoptosis.

Otero et al.'® y Albers et al.* utilizaron la misma linea
LysMCre para eliminar la S-catenina de los precursores de
osteoclastos. Ambos grupos describieron una disminu-
cion de la masa 6sea en el compartimiento trabecular, con
un aumento paralelo en el nimero de osteoclastos, que
atribuyeron a un aumento exclusivo de la osteoclastogé-
nesis. Sin embargo, no abordaron la posibilidad de que
una disminucion en la apoptosis osteoclastica estuviera
también implicada. En nuestro estudio, demostramos un
aumento de los osteoclastos en la superficie endocortical
del hueso femoral, y un aumento en el nimero de osteo-
clastos generados en los cultivos celulares obtenidos de
animales Catnb”;LysMCre, en comparacién con los con-
troles. También observamos que la estimulacién de la
sefializacion de Wnt/-catenina en las células de MO ob-
tenidas de ratones salvajes disminuye el niimero de osteo-
clastos desarrollados en la placa de cultivo. Nuestros
resultados, por lo tanto, coinciden con los de Otero et al.'®
y Albers et al.**. Ademas, nosotros hemos abordado la
cuestion de una posible implicacién de la apoptosis osteo-
clastica como parte del mecanismo de accién subyacente
a los hallazgos fenotipicos observados. Nuestros hallaz-
gos, en este sentido, indican que la disminucién en el nad-
mero de osteoclastos inducida por la activacién de
Wnt/B-catenina se debe claramente a la estimulacion de
la apoptosis de los macroéfagos y osteoclastos.

Varios estudios han demostrado que alteraciones en
la supervivencia de los osteoclastos modifican la masa
6sea?32%, De hecho, esta bien establecido que los estroge-
nos protegen el esqueleto, en parte, a través de los efectos
proapoptdticos sobre los osteoclastos?”28, La eliminacion
del receptor de estrégeno alfa en las células del linaje osteo-
clastico, similar a la eliminacién de (3-catenina, aumenta el
numero de osteoclastos y disminuye la masa dsea. A dife-
rencia de los estrégenos, los glucocorticoides promueven
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la pérdida de masa ésea, al menos en parte, a través de la
prolongacién de la vida util de los osteoclastos®.

Las proteinas Wnts ejercen un efecto positivo sobre la
supervivencia de los osteoblastos y también sobre los
progenitores osteoblasticos que atin no se han compro-
metido®. Esta accién antiapoptdética de las proteinas Wnts
sobre los osteoblastos se ha postulado como uno de los
mecanismos por los cuales la sefializacién de Wnt au-
menta la masa 6sea®'. Aunque la via Wnt/{-catenina es
mejor conocida por sus efectos pro-supervivencia, tam-
bién puede ejercer acciones proapoptoticas. Por ejemplo,
la apoptosis de los cardiomioblastos de rata inducida por
la reoxigenacion tras la hipoxia esta regulada por WNT3a,
a través de un mecanismo dependiente de -catenina®2.
Ademas, en linea con estos hallazgos, la sefializacion de
Wnt/f-catenina disminuye la invasividad celular del me-
lanoma?®3, potenciando la expresion de proteinas proa-
poptdticas, como BIM y PUMA, y disminuyendo los niveles
de proteinas antiapoptdticas, como MCL3*,

En nuestro estudio, mediante el analisis de actividad de
la caspasa, o ensayos de TUNEL, hemos encontrado que
WNT3ainduce la apoptosis de los osteoclastos. Este efecto
es contrario a su efecto de pro-supervivencia previamente
mencionado sobre los osteoblastos®’. Curiosamente, al
igual que Wnts, los estrogenos y los glucocorticoides ejer-
cen efectos opuestos sobre la apoptosis de osteoblastos y
osteoclastos?9353¢,

Para concluir, nuestros hallazgos sugieren que los efec-
tos inhibidores de la -catenina sobre los osteoclastos se
deben a mecanismos proapoptoticos y apoyan la hipote-
sis de que los efectos osteoprotectores de la via candnica
de Wnt son también el resultado de la accién directa a tra-
vés de las células del linaje osteoclastico. Por lo tanto, la
sefalizacion Wnt/-catenina en el entorno dseo tiene un
efecto osteoprotector ejercido tanto a través de las células
de linajes osteoblasticos como osteoclasticos.
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Resumen

Introduccién: La artrosis (OA) es una enfermedad musculoesquelética degenerativa que afecta aproximadamente al
13% de la poblacién occidental. A dia de hoy no existe un tratamiento eficaz que evite el progreso de la misma o facilite
laregeneracion del cartilago articular. La conexina43 (Cx43) es una proteina transmembrana que se encuentra en niveles
elevados en el cartilago y en la membrana sinovial de pacientes con OA. Esta proteina forma canales que permiten el in-
tercambio de moléculas e iones entre dos células en contacto o entre la célula y su entorno, denominados uniones co-
municantes (UCs) y hemicanales, respectivamente. En este estudio se investigé la funcién de la Cx43 y de las UCs en la
degradacion del cartilago articular de pacientes con OA.

Material y métodos: Se han aislado condrocitos primarios del cartilago de donantes OA y sanos. Se evaluaron los niveles
proteicos mediante Western blot, inmunofluorescencia y citometria de flujo. La expresién génica se ha evaluado mediante
RT-qPCR, mientras que la comunicacién celular se estudi6 mediante el ensayo scrape loading/dye transfer. La senescencia
celular se evalué midiendo la actividad de la 3-galactosidasa mediante citometria celular o microscopia.

Resultados: Los resultados obtenidos indican que la sobreactividad de la Cx43 y de la comunicacion intercelular a través
de UCs detectadas en OA estan implicadas con el progreso de la enfermedad al activar procesos de desdiferenciacion
celular hacia un estado inmaduro y senescencia celular. Utilizando condrocitos en cultivo aislados del cartilago de do-
nantes con OA hemos demostrado que el incremento de la Cx43 activa factores implicados en la transicidn epitelio-me-
sénquima (TEM), como el factor de transcripcién Twist-1. El incremento en el nimero de células desdiferenciadas y con
altos indices de proliferacion celular desencadena en senescencia celular via p53/p16™%42, activando el fenotipo secretor
asociado a senescencia (SASP, del inglés Senescence-Associated Secretory Phenotype) que incluye la sintesis y liberacion
de factores inflamatorios como la interleuquina 6 (IL-6). La disminucién de los niveles de la Cx43 utilizando pequenas
moléculas como la oleuropeina o técnicas de edicion genética como CRISPR/Cas9 revirti6 el proceso dando lugar a re-
diferenciacion celular, mejorando el fenotipo celular con incremento en proteinas implicadas en formacion del tejido y
diminuyendo la sintesis de MMPs y del componente inflamatorio y senescencia.

Conclusiones: La disminucion de la Cx43 en condrocitos artrésicos restaura regeneracion tisular, por activacion de re-
diferenciacion celular y disminucion de senescencia. Estos resultados corroboran el uso de la Cx43 como una diana te-
rapéutica eficaz para restaurar regeneracion del cartilago en pacientes con OA y evitar la progresion de la enfermedad.

Palabras clave: conexina43, artrosis, desdiferenciacién, senescencia, regeneracion tisular.
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INTRODUCCION

La artrosis (OA) es una enfermedad crénica que se ca-
racteriza por una degradacion progresiva del cartilago
articular que recubre la superficie de las articulaciones
sinoviales, que permiten el movimiento del esqueleto
sin que se produzca dolor. Los condrocitos de pacientes
con artrosis sufren cambios en el fenotipo asociados
con un incremento en la actividad catabélica e inflama-
toria?, junto con un incremento en la senescencia ce-
lular y del fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP)%3. Nuestro grupo de investigacion ha demostrado
previamente que los condrocitos en el cartilago articular
poseen largas proyecciones citoplasmaticas que atravie-
san la matriz extracelular (MEC)* capaces de formar co-
nexiones y uniones comunicantes (UCs) a través de
canales de conexina-43 (Cx43)*°. En el afio 2013, nues-
tro grupo de investigacion publicé resultados relevantes
asociados con alteraciones de la actividad de la Cx43 en
artrosis, indicando que desde estadios muy tempranos
de la enfermedad existe un incremento y cambios en la
localizacion de la proteina en el cartilago de pacientes
con artrosis®. Posteriormente, utilizando modelos ani-
males observamos que el dominio C-terminal de la Cx43
juega un papel fundamental en la estructura y composi-
cion del cartilago articular’.

La Cx43 esta implicada en procesos de regeneracion
tisular en piel, corazén y en otros tejidos®. Varios au-
tores han puesto de manifiesto que la artrosis podria in-
cluirse dentro de enfermedades relacionadas con
alteraciones en el proceso de regeneracion tisular!®!t,
De hecho, los condrocitos artrésicos sufren desdiferen-
ciacidn celular y presentan mayores niveles de prolife-
racion celular'?'?, probablemente debido a un intento de
reparar el dafo producido en el cartilago. La presencia
de condrocitos desdiferenciados de forma croénica,
desencadena la sustitucién progresiva de cartilago arti-
cular por fibrocartilago asociado a degeneracion y pér-
dida funcional en la articulacién*'°. En esta linea de
trabajo, es importante destacar que el uso de moléculas
que promueven la condrogénesis, y por tanto la re-dife-
renciacion del condrocito, poseen un efecto protector en
modelos de OA?°. Estas moléculas reciben el nombre de
farmacos modificadores de la OA (DMOADs, del inglés
Disease-Modifying Osteoarthritis Drugs), entre los que se
encuentra la kartogenina, la cual se ha visto que pro-
mueve la condrogénesis en células madre mesenquima-
les humanas y también mejora la regeneracién del
cartilago en ratones sometidos a dafio inflamatorio y/o
mecanico en la articulacion?’. Otras DMOADs, como TD-
198946, TAK-778 o0 AG-041R, también se han descrito
como moléculas promotoras de la condrogénesis con
potencial terapéutico en reparacion del cartilago articu-
lar?!-23, El cartilago de pacientes con OA presenta niveles
elevados de la Cx43 junto con alteraciones en el proceso
de regeneracion tisular. Nuestro objetivo ha sido estu-
diar si alteraciones en la actividad de la Cx43 y de la
comunicacién intercelular a través de UCs estarian rela-
cionadas con cambios en el fenotipo celular y senescen-
cia asociados a progreso de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Recogida de muestras y cultivo celular

Las muestras de cartilago se recogieron y procesaron
como se ha descrito previamente* después de que los
donantes firmaran el consentimiento informado y de la
aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica de

Galicia (C.0003333, 2012/094 y 2015/029). Se utilizé
la linea celular de condrocitos humanos T/C-28a2, pro-
cedente de condrocitos sanos primarios que fueron
transfectados con la particula virica SV40, generosa-
mente donada por la Dra. Goldring (The Hospital for Spe-
cial Surgery, Nueva York - EE.UU.). Los condrocitos se
cultivaron en medio DMEM (del inglés Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s Medium, Lonza) suplementado con un 10%
de suero bovino fetal (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum,
Gibco) y una mezcla de antibioticos al 1% (P/S; Penici-
lina 100 U/mlL, Estreptomicina 100 pg/mL, Gibco).

Western blot

El analisis de niveles proteicos totales o nucleares se
llev6 a cabo mediante la técnica de Western blot. Canti-
dades equivalentes de proteinas fueron separados en
geles de acrilamida desnaturalizantes al 10% y transfe-
ridas a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF). Tras el bloqueo con leche desnatada diluida en
tris salino tamponado (TBS), las membranas fueron in-
cubadas toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios
anti a-tubulina (Sigma-Aldrich, T9026), Cx43 (Sigma-Al-
drich, C6129) Twist-1 (SCBT, sc-81417), antigeno nu-
clear de proliferacion celular o PCNA (SCBT, sc-56), p53
(SCBT, sc-126), factor nuclear potenciador de las cade-
nas ligeras kappa de las células B activadas o NF-Kf3
(SCBT, sc-8008) o Lamina A (SCBT, sc-20680). Después
de la incubacién con el anticuerpo primario, se lavaron
las membranas con TBS y se incubaron con sus corres-
pondientes anticuerpos secundarios marcados con pe-
roxidasa de rabano (HRP) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez eliminado el exceso de anticuerpo
con TBS la sefial se visualizé en una cidmara de revelado
LAS-3000 (Fujifilm).

Immunofluorescencia

Para la deteccién de proteinas por inmunofluorescencia,
las células previamente fijadas con paraformaldehido al
2% fueron incubadas con glicina 0,1 M (Sigma-Aldrich)
durante 10 minutos. Posteriormente, se realiz6 una per-
meabilizacién de las membranas celulares con Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) al 0,2% en tampoén fosfato salino
(PBS), durante 10 minutos. Las uniones inespecificas
fueron bloqueadas mediante una incubacién de 30 mi-
nutos con 1% de suero de albimina bovina (BSA, Sigma-
Aldrich) en PBS. Posteriormente, las células fueron
incubadas con el anticuerpo primario durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras tres lavados de 10 minutos
con PBS, las células fueron incubadas con el anticuerpo
secundario marcado con un fluor6foro durante 1 hora,
en oscuridad y a temperatura ambiente. Se realizaron
otros tres lavados de 10 minutos con PBS, seguido de
una tincién de nicleos con 4',6-diamidino-2-fenilindol
-DAPI- (Sigma-Aldrich). Las imagenes se realizaron en
un microscopio Olympus BX61 con un camara DP71.

Inmunohistoquimica

Las micromasas de condrocitos fueron embebidas en
0.C.T™ (Optimum Cutting Temperature) y cortadas en
secciones de 4 um, las cuales fueron incubadas con pero-
xido de hidrégeno al 3% durante 10 minutos. Las seccio-
nes fueron incubadas con el anticuerpo primario
anti-colageno tipo II durante 1 hora a temperatura am-
biente. Tras realizar tres lavados con PBS, las secciones
se incubaron con OptiView HQ Universal Linker (Roche)
durante 10 minutos. Posteriormente, se incubaron du-
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rante 8 minutos con OptiView HRP Multimer (Roche), se
lavo el exceso de reactivo y se revel6 la sefial en una solu-
cién de DAB al 0,1% en perdxido de hidrégeno al 0,02%.

Citometria de flujo

Parala medida de los niveles proteicos mediante citometria
de flujo, las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 1% durante 10 minutos, se lavaron con una solucién
de lavado (PBS + 0.5% BSA + 2mM EDTA), y se tifieron con
anticuerpos anti Cx43-APC (R&D Systems, FAB7737A), en-
doglina o CD105 - PE (Immunostep, 105PE-100T) o anti-
geno CD166 (ALCAM) o CD166- APC (Immunostep,
1399990314). El anélisis se llevo a cabo en un citémetro
FACSCaliburTM.

Transfeccién celular

La linea celular T/C-28a2 fue transfectada mediante
electroporacion con el kit Amaxa® Cell Line Nucleofec-
tor® kit V (Lonza) en un aparato Cell Line Nucleofector™
(Lonza). Se electroporé 1 millén de células con 3 pg del
plasmido pIRESpuro2 (Clontech) que contiene la se-
cuencia del gen de la Cx43 humana, generosamente do-
nado por la Dra. Arantxa Tabernero (INCYL, Universidad
de Salamanca, Espaiia). A las 24 horas el medio fue cam-
biado por medio con P/S y antibiético para la seleccion
de los condrocitos que contienen el plasmido.

Por otro lado, también se llevo a cabo la electropora-
cion de la linea T/C-28a2 con un vector CRISPR (modi-
ficado de Addgene #48138) con la enzima Cas9 VP12
(derivada de Addgene #72247) unido a un marcador
GFP (proteina verde fluorescente), con una guia que
tiene como diana 20 nucleétidos del gen de la Cx43. Este
vector ha sido generosamente donado por el Dr. Trond
Aasen (Instituto de Investigacion Vall d’'Hebron, Univer-
sidad Auténoma de Barcelona, Espafa). Células electro-
poradas y positivas para GFP fueron sembradas en una
placa de 96 pocillos y expandidas como clones.

Expresion génica

Los niveles de expresion génica se llevaron a cabo me-
diante la extraccién de ARNm con TRIzol (Invitrogen),
retrotranscripcion con el kit SuperScript® VILO™ (Invi-
trogen) y cuantificacion mediante PCR cuantitativa en
tiempo real en un LightCycler®480 (Roche). Se utilizaron
cebadores para:

- hipoxantina fosforibosiltransferasa-1 -HPRT-1- (5" -
TTGAGTTTGGAAACATCTGGAG - 3’; 5" - GCCCAAAGG-
GAACTGATAGTC - 3’), - GJA1 (5’ - ACATGGGTGACTG-
GAGCGCC - 3’; 5’ - ATGATCTGCAGGACCCAGAA - 39,

- interleukina-1B-IL-1B- (5' - CGAATCTCCGACCAC-
CACTAC - 3’; 5’ - TCCATGGCCACAACAACTGA - 3),

- interleukina-6 -1L-6- (5’ - TGTAGCCGCCCCACACA -
3’; 5" - GGATGTACCGAATTTGTTTGTA - 37),

- prostaglandina-endoperdxido sintasa-2 -PTGS2- (5'-
CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG - 3’; 5’- TCACCGTAAA-
TATGATTTAAGTCCAC - 3),

- metaloproteasa 3 -MMP-3- (5'- CCCTGGGTCTCTTT
CACTCA - 3’; 5’ - GCTGACAGCATCAAAGGACA - 3'),

- inhibidor-2 de quinasa dependiente de ciclina -
CDKN2- (5’ - GAGCAGAACGATAGGGCTTG - 3’; 5’ -CAT
GTGCCCTCT CCTCCTAA - 3").

Actividad de las UCs

La comunicacidn celular a través de uniones comunican-
tes se evalué mediante un ensayo Scrape Loading/Dye
Transfer (SL/DT). Para ello se realiza un corte sobre cé-
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lulas confluentes con un bisturi y la punta de una aguja
en presencia del compuesto fluorescente Lucifer Yellow
(LY, Cell Projects Ltd® Kent, UK), incubando a 37°C du-
rante 5 minutos. Las células dafiadas que logran reparar
la membrana toman del medio el compuesto fluores-
cente. Se evaluo la transferencia del LY desde la linea de
corte en un microscopio de fluorescencia invertido
(Nikon Eclipse Ti) y se calcul6 la ratio entre células no
dafladas positivas para LY entre el nimero de células
que toman el compuesto a través de un dafio en la mem-
brana.

Senescencia

La senescencia celular se evalu6 segin la actividad B-ga-
lactosidasa con un kit comercial con X-gal como sustrato
(Senescence Cells Histochemical Kit, Sigma-Aldrich) y
también mediante citometria de flujo con el sustrato di-
[-galactopiranésido, que da lugar a fluorescencia verde
al ser hidrolizado (Invitrogen). En el caso del X-gal, las
células con activadad 3-galactosidasa se tefiiran de azul
verdoso, con lo que se pueden analizar en un microsco-
pio de luz visible. Por otro lado, la hidrolisis del sustrato
di-B-galactopirandésido se detectd en un citdbmetro FACS-
Calibur™, y 1a fluorescencia media se normalizé a los ni-
veles de las células no tratadas.

Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizé el programa Graph-
Pad Prism (versién 5.00). Para las variables cuantitativas
analizadas se utiliz6 la t de Student o U de Mann-Whit-
ney. Se consideraron las diferencias estadisticamente
significativas ante valores de p<0,05.

RESULTADOS

La Cx43 activa la actividad catabdlica en condrocitos de
pacientes con OA

En concordancia con lo observado en tejido®, los con-
drocitos articulares en cultivo primario procedentes
de donantes con OA (OAc) presentaron niveles de Cx43
significativamente mayores que aquéllos aislados de
donantes sanos (N) detectados por citometria de flujo
(Figura 1A). Los niveles elevados de Cx43 se correlacio-
naron con mayores niveles de comunicacion intercelular
a través de UCs, cuantificada mediante un ensayo SL/DT
de transferencia de LY (Figura 1B). Con el objetivo de
estudiar el efecto en el fenotipo celular de niveles eleva-
dos de la Cx43 y de comunicacidn intercelular a través
de UCs, se utilizé como modelo de estudio una linea celu-
lar de condrocitos de una donante sana, T/C-28a2. La
Cx43 fue sobreexpresada utilizando un vector con el gen
de la Cx43 humana bajo el promotor del CMV?* (Figura
1C). El incremento de la Cx43 en la linea celular de con-
drocitos humanos T/C-28a2 se correlaciond con un au-
mento de la actividad de las UCs detectada por el ensayo
SL/DT (Figura 1D). El ensayo de expresidon génica me-
diante RT-PCR mostr6 un incremento significativo en la
expresion génica de interleuquina 1- (IL-1p), ciclooxige-
nasa-2 (COX-2) y metaloproteasa-3 (MMP-3) cuando la
Cx43 fue sobreexpresada en la linea de condrocitos sana
(T/C - Cx43) (Figura 1E).

Activacidn desdiferenciacion celular en OA

Mediante ensayos de citometria de flujo estudiamos los
niveles de marcadores de desdiferenciacién celular en
condrocitos de pacientes con artrosis y condrocitos aisla-
dos de donantes sanos, con el objetivo de confirmar la pre-
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sencia de condrocitos inmaduros en muestras de cartilago
de pacientes con OA. Mediante citometria de flujo, se de-
tectaron mayores niveles del marcador “Stem” CD166 en
OAc en cultivo primario en comparacién con condrocitos
sanos (Figura 2A). En concordancia con estos resultados,
el incremento de la Cx43 en condrocitos sanos (linea ce-
lular) utilizando un vector de expresion (T/C-Cx43 o linea
T/C-28a2 transfectada con un pldsmido para sobreexpre-
sar la Cx43) desencadend en un incremento significativo
en los niveles de los dos marcadores “stem-like” CD166 y
CD105, respecto a las células control con niveles bajos de
Cx43 (T/C-28a2) (Figura 2B).

La disminucion de la actividad de la Cx43y de las UCs activa
re-diferenciacién celular en OA

Con el objetivo de disminuir la actividad de la Cx43 en
OAg, se estudi6 el efecto de diferentes moléculas en los
niveles y actividad de la Cx43. En este estudio, observa-
mos que el polifenol oleuropeina disminuye los niveles
de la Cx43 en OAc (Figura 3A). La disminucion de los ni-
veles de la Cx43 mejoro6 el fenotipo del condrocito OA
detectado por un incremento en el principal marcador
de condrocitos articulares, el colageno Il (Figura 3B). El
tratamiento de OAc con una concentraciéon de 10 pM de
oleuropeina durante 7 dias dio lugar a una disminuciéon
significativa de los niveles de marcadores de desdiferen-

ciaciéon CD105 y CD166 (Figura 3C), asi como de la ex-
presién génica de IL-18, IL-6, COX-2 y MMP-3 detectados
por citometria de flujo y andlisis de la expresion génica
respectivamente (Figura 3D). El efecto de la Cx43 en
plasticidad celular en OAc fue confirmado en cultivo 3D.
La modulacion de los niveles de Cx43 en presencia de
oleuropeina 10 uM en micromasas y en medio condro-
génico mejoro la estructura de la matriz extracelular, de-
tectdndose un incremento significativo en los depositos
de coldgeno Il y proteoglicanos en la matriz de la estruc-
tura 3D (Figura 4).

La Cx43 activa TEM y senescencia celular en OAc

La sobreexpresion de la Cx43 en la linea de condrocitos
T/C-28a2, se correlacion con un incremento en el nicleo
de PCNA, proteina utilizada como marcador de prolifera-
cién celular, y con activacion del factor de transcripcion re-
lacionado con TEM, Twist-1, detectado por translocacion
e incremento de los niveles del factor de transcripcion a
nivel nuclear (Figura 5A). Los condrocitos transfectados
para sobreexpresar la Cx43 también mostraron mayores
niveles nucleares de NF-kf3, uno de los factores de trans-
cripcién mas importantes en la regulacion de sintesis del
componente SASP (Figura 5A). Niveles elevados de la
Cx43 se correlacionaron con elevados niveles de los fac-
tores implicados en senescencia celular p53 (Figura 5B)

Figura 1. (A) Niveles de Cx43 analizados por citometria de flujo comparando condrocitos humanos sanos (N) y artré-
sicos (OAc) en cultivo monocapa. n=3, media * error estandar de la media (EEM); ***p<0,0001; test t de Student.
(B) Cuantificacion del ensayo de comunicacion celular Scrape Loading/Dye Transfer (SL/DT) comparando condrocitos
de donantes sanos (N) y artrésicos (OAc). n=8, media * EEM; **p<0,01; test de Mann-Whitney. (C) A la izquierda, in-
munofluorescencia para la Cx43 (verde) en condrocitos T/C-28a2 (T/C) y la misma linea transfectada con un plasmido
para sobreexpresar la Cx43 (T/C-Cx43). Los nticleos han sido tefiidos con DAPI (azul). A la derecha, niveles de expresion
génica de la Cx43 en estas dos lineas de condrocitos. n=5, media * EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney. (D) Cuantifi-
cacion del ensayo de comunicacion celular SL/DT, comparando la linea T/28a2 (T/C) y transfectada con un plasmido
para sobreexpresar la Cx43 (T/C-Cx43). n=10, media + EEM; ***p<0,0001; test de Mann-Whitney. (E) Niveles de ex-
presion génica de IL-13, COX-2 y MMP-3 en la linea T/C-28a2 que sobre-expresa la Cx43 (T/C-Cx43) en comparacion
a la linea transfectada con un plasmido control (T/C). n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney
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y p16 (Figura 5C). El tratamiento de OAc con oleuropeina CD105 (Figura 6B). La disminucion de los niveles de
10 puM redujo los niveles de Cx43 (Figura 3A) y de se- Cx43 en estas células, desencaden6 en una disminucion
nescencia celular detectada por la actividad -galacto- en los niveles de los factores de transcripcion Twist-1
sidasa mediante microscopia dptica y por citometria (TEM) y NF-kf3 (SASP) a nivel nuclear (Figura 6C), dis-
de flujo (Figura 5D). Con el objetivo de confirmar el minuyendo los niveles de senescencia celular, detectada
efecto de la disminucién de Cx43 en TEM y senescencia mediante actividad B-galactosidasa y citometria de flujo
celular, se transfect6 la linea T/C-28a2 con un plasmido (Figura 6D). Los condrocitos T/C-28a2 con bajos niveles
CRISPR/Cas9, obteniendo células heterocigotas para el de Cx43 (CRISPR-Cx43) mostraron niveles significativa-
gen de la Cx43 (Figura 6A). Niveles reducidos de Cx43 mente menores de sintesis de los mediadores pro-infla-
en la linea T/C-28a2 se correlaciond con una disminu- matorios IL-1B e IL-6, y de la proteasa MMP-3, con
cion significativa de los marcadores “stem-like” CD166 y respecto a la linea T/C-28a2 sin transfectar.

Figura 2. (A) Medida del marcador de desdiferenciacion CD166 por citometria de flujo en condrocitos artrésicos
(OAc) y condrocitos de donantes sanos (n=9, media + EEM; ***p<0,0001; test de Mann-Whitney). (B) Niveles de los
marcadores CD105 (n=5) y CD166 (n=7) medidos por citometria de flujo en la linea celular T/C-28a2 que sobre-
expresa la Cx43 (T/C-Cx43) en comparacion a la misma linea transfectada con un plasmido control (T/C). Media +
EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney
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Figura 3. (A) Western blot para detectar Cx43 en condrocitos artrésicos (OAc) en cultivo primario no tratados (NT) o
tratados con 10 puM oleuropeina (Oleu) durante 2 horas. (B) Co-inmunofluorescencia de Cx43 (verde) y colageno tipo
II (rojo) de OAc tratados con 10 uM oleuropeina durante 2 h. Los niicleos celulares aparecen en azul debido a la tincién
con DAPLI. Las flechas blancas indican Cx43 localizada en la membrana celular. (C) Niveles de los marcadores CD105 y
CD166 medidos por citometria de flujo en OAc tratados con oleuropeina 10 uM durante 7 dias (n=5, media + EEM;
**p<0,01; test de Mann-Whitney). (D) Niveles de expresion génica de IL-1f3, IL-6, COX-2 y MMP-3 en OAc tratados con 10
UM oleuropeina durante 2 horas (n=3-7, media + E.E.M; *p<0,05, ***p<0,0001; test de Mann-Whitney)
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Figura 4. Secciones del cultivo tridimensional de condrocitos artrésicos (OAc) cultivados en medio condrogénico (MC)
con/sin oleuropeina 10 uM durante 30 dias. En el panel superior, inmunohistoquimica de una micromasa para cola-
geno tipo II (n=4-6, media + EEM; *p<0,05; test t de Student). Abajo, tincién de azul de toluidina para detectar proteo-
glicanos, que producen viraje de color azul a rosa-violeta (n=6, media + EEM; **p<0,01; test de Mann-Whitney)
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Figura 5. (A) Western blot comparando los niveles de PCNA, NF-Kf3, y Twist-1 nuclear en los condrocitos que sobre-
expresan la Cx43 (T/C-Cx43) con respecto a los mismos condrocitos transfectados con un plasmido control (T/C).
(B) Western blot comparando los niveles totales de p53 entre condrocitos que sobreexpresan Cx43 (T/C-Cx43) y
condrocitos control (T/C). (C) Expresion génica de p16 de condrocitos sobreexpresando la Cx43 con respecto a las
células control (n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney). (D) Arriba, tincion de 3-galactosidasa asociada
a senescencia medida por la ruptura de X-gal en condrocitos artrésicos (OAc) tratados con oleuropeina 10 pM du-
rante 7 dias. Abajo, cuantificacién mediante citometria de flujo de niveles de 3-galactosidasa tras el mismo trata-
miento (n=5, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney)
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Figura 6. (A) A la izquierda, niveles de expresion génica de la Cx43 en los condrocitos T/C-28a2 (T/C) y la misma linea
con s6lo una copia de Cx43 (CRISPR-Cx43). n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney. A la derecha, inmuno-
fluorescencia para la Cx43 (verde) en condrocitos T/C-28a2 (T/C) y la misma linea transfectada con sélo una copia de
Cx43 (CRISPR-Cx43). Los nucleos han sido teiiidos con DAPI (azul). (B) Niveles de los marcadores CD105 y CD166 me-
didos por citometria de flujo en la linea celular T/C-28a2 con una sola copia de Cx43 (CRISPR-Cx43) en comparacion
a la misma linea sin transfectar (T/C). n=7, media + EEM; *p<0,05, **p<0,01; test de Mann-Whitney (C) Western blot
para detectar Twist-1, NF-kf y N-Cadherina comparando un extracto nuclear de lalinea T/C-28a2 (T/C) y de la misma
linea con baja cantidad de Cx43 (CRISPR-Cx43). Se ha utilizado la proteina lamina A como control de carga. (D) Cuan-
tificacién mediante citometria de flujo de niveles de 3-galactosidasa en la linea T/C-28a2 (T/C) y la misma linea con
s6lo una copia de Cx43 (CRISPR-Cx43). n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney. (E) Niveles de expresion gé-
nica de IL-1, IL-6 y MMP-3 medidos en las mismas células. n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney)
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Discusion citoquinas pro-inflamatorias y enzimas degradadoras de la

Durante la artrosis, los condrocitos presentan niveles in-
crementados de la proteina transmembrana Cx43°y su fe-
notipo se ve alterado impidiendo que puedan participar en
la regeneracion del tejido y llevar a cabo su funcién, desen-
cadenando en la progresiva degeneracion del tejido. La des-
diferenciacién relacionada con fendmenos de transicién
epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso celular que par-
ticipa en la regeneracion de tejidos al permitir alas células
desdiferenciarse a un estado mas inmaduro para activar
procesos entre los que se incluyen proliferacion celular y
migracidn, con el objetivo de reemplazar las células dana-
das y remodelar la matriz extracelular?>?¢ Sin embargo,
cuando esta desdiferenciacion ocurre de forma crénica
puede ocasionar el desarrollo de fibrosis en el contexto de
regeneracion tisular?”?, En este estudio hemos descrito
que los niveles de Cx43 y comunicacion intercelular a tra-
vés de UCs en artrosis se correlacionan positivamente con
los marcadores de desdiferenciacion celular CD105 y
CD166. Ademas, hemos comprobado que este estado
puede ser revertido parcialmente mediante el uso de mo-
léculas que disminuyen los niveles de Cx43, mejorando el
fenotipo de los condrocitos artrésicos y de la MEC en en-
sayos in vitro. La disminucién de la Cx43 dio lugar a re-di-
ferenciacion celular y, por tanto, a una menor expresion de

matriz del cartilago articular. Nuestros resultados también
ponen de manifiesto que niveles elevados de la Cx43 en
condrocitos se relacionan con un incremento en senescen-
cia asociada a una mayor expresiéon de p1642 y altos ni-
veles de p53. Estudios recientes remarcan la importancia
de la senescencia en artrosis?>-3. De hecho, Jeon et al. pu-
blicaron un articulo en Nature Medicine donde mostraron
la senescencia como una nueva diana terapéutica para tra-
tar la artrosis y promover la regeneracion del cartilago333*.
En este estudio demostramos por primera vez la relacion
entre la sobre-actividad de la Cx43 en condrocitos huma-
nos y la activacion de desdiferenciacién y senescencia ce-
lular que desembocan en alteraciones en el proceso de
regeneracion y favorecen el progreso de la enfermedad. A
partir de estos resultados, terapias dirigidas a disminuir
los niveles de Cx43 en artrosis surgen como una intere-
sante aproximacion terapéutica para la artrosis.

En conclusidn, estos hallazgos sugieren que el incre-
mento en la actividad de la Cx43 que se alcanza desde
estadios muy tempranos de la OA® podria contribuir a la
degeneracion del cartilago articular y de la articulacion
al activar desdiferenciacion celular via TEM y senescen-
cia celular, contribuyendo a la sintesis de enzimas que
degradan la liberacion de citoquinas que contribuyen al
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proceso degenerativo en la articulacién. Estos resulta-
dos demuestran que la Cx43 y las UCs actiian como re-
gulador de la desdiferenciacidon/re-diferenciacion y
senescencia en condrocitos, probablemente activando
proteinas relacionadas con TEM, como Twist-1, y de ci-
toquinas pro-inflamatorias como IL-1f. La disminucion
en los niveles de Cx43 en OAc promueve su re-diferen-
ciacion disminuyendo la expresion de mediadores infla-
matorios y senescencia, y a su vez se acompana de
mayor depésito de Col2A1 y proteoglicanos en la matriz
extracelular. El uso de moléculas como la oleuropeina y
el disefio de estudios que permitan disminuir la activi-
dad de la Cx43 in vivo probablemente constituya un pri-
mer paso en el desarrollo de estrategias terapéuticas
innovadoras para el tratamiento eficaz de la artrosis
desde estadios tempranos de la enfermedad al restaurar
la regeneracion del tejido.
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Resumen

Objetivo: La osteonecrosis de maxilares (ONM) es una enfermedad recientemente descrita cuya etiopatogenia es des-
conocida, aunque se ha atribuido, entre otras causas, al tratamiento prolongado con bifosfonatos. Sin embargo, mientras
que la ONM es una patologia localizada, la accién de los bifosfonatos es generalizada, es decir, afecta a todos los huesos.
No hay estudios que muestren el estado 6seo general de los pacientes con ONM. Con este trabajo hemos querido estudiar
en pacientes afectos de ONM dicho estado general mediante medidas cuantitativas y estimaciones cualitativas del hueso
por medio de la densidad mineral 6sea (DMO) y el trabecular bone score (TBS) y los parametros ultrasonograficos en el
calcaneo (QUS), ademas de la presencia de otras enfermedades y la toma de farmacos (especialmente los bifosfonatos)
en los pacientes con ONM que pudieran participar en su etiopatogenia.

Material y método: Estudio observacional y transversal de casos y controles, realizado en 304 pacientes de ambos sexos,
en los que el grupo de casos (grupo I) estaba formado por 24 pacientes que habian sufrido una ONM, mientras que el
grupo control (grupo II) estaba formado por 280 pacientes que no presentaban ONM y que recibian bifosfonatos desde
un minimo de 5 afios por causas diversas. A todos ellos se les realiz6 una densitometria dsea (DXA, Hologic 4500 Disco-
very®) en la columna lumbar y en la extremidad proximal del fémur. Ademas, se les realizé mediciones del TBS en la co-
lumna lumbar; asi como de los parametros ultrasonograficos en el calcaneo (Hologic, Sahara®) en el pie dominante (QUS).
Resultados: Los pacientes afectos de ONM tenian una mayor comorbilidad que los controles, con una mayor prevalencia
de las siguientes enfermedades: diabetes mellitus, cancer, artritis reumatoide, hipertiroidismo, cardiopatia, arritmias, in-
suficiencia cardiaca e hipercolesterolemia. Por ello, el consumo de corticoides, (orales e inhalados), anticoagulantes, hip-
noéticos, bifosfonatos i.v. (zoledronato), y quimioterapia antineoplasica fue también mayor entre los pacientes afectos de
ONM que los pacientes controles. Sin embargo, entre los pacientes con ONM el porcentaje que tomaba bifosfonatos orales
fue menor. Los valores densitométricos (DMO medida en la columna lumbar L2-L4, cuello femoral y total de cadera)
fueron mas elevados en los pacientes con ONM en comparacidn con los de los controles. EI TBS no mostr6 diferencias es-
tadisticamente significativas entre ambos grupos, y los ultrasonidos presentaron valores mas elevados de QUI y SOS en
los pacientes con ONM que en los controles. La prevalencia de fracturas por fragilidad fue similar en ambos grupos.
Conclusiones: Nuestros pacientes afectos de ONM mostraron una mayor comorbilidad y un mayor consumo de farmacos
que los pacientes del grupo control, a excepcidn de bifosfonatos orales. Por otro lado, tanto la DMO como los parametros
ultrasonograficos mostraron valores mas elevados en los pacientes con ONM que los controles. Si consideramos la DXA
como una técnica medidora de la cantidad de masa 6sea, y el TBS y la ultrasonografia de calcaneo técnicas estimadoras
de aspectos cualitativos del hueso, podemos suponer que ni la cantidad ni la calidad éseas en general parecen estar afec-
tadas en la ONM, siendo probablemente otro su mecanismo etiopatogénico. Los bifosfonatos orales no parecen estar
entre los firmacos que participen en la etiologia de la ONM, aunque si los bifosfonatos mas potentes que se administran
por via intravenosa, si bien no pueden considerarse independientemente de la patologia subyacente para la cual se ad-
ministran.

Palabras clave: osteonecrosis, maxilares, bifosfonatos, calidad, cantidad, dennsitometria, ultrasonidos.
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INTRODUCCION

La osteonecrosis de maxilares (ONM) es una enfermedad
descrita hace relativamente poco tiempo. Después de la
publicacion inicial de Marx* se consideré que los bifosfo-
natos eran el agente etiolégico responsable de la enferme-
dad, siendo incluso denominada durante un tiempo
osteonecrosis por bifosfonatos?®, lo cual es erréneo puesto
que en la etiopatogenia de la ONM pueden participar mu-
chos factores ademas de estos farmacos®”.

Una de las hipdtesis sobre la etiopatogenia de 1a ONM
seria la existencia de un exceso de supresion del remode-
lado dseo, que puede ser producido por los bifosfonatos o
por otros potentes antirresortivos, como denosumab, far-
maco también implicado en la ONM?®°. Dado que estos far-
macos actian sobre todo el esqueleto, de existir tal exceso
de supresion del remodelado 6seo, cabria esperar la exis-
tencia de alteraciones tanto en la cantidad de la DMO como
en la calidad del hueso en otras localizaciones. Pero aunque
en la literatura existen muchas descripciones de casos ais-
lados o series de esta enfermedad resefiando sus caracte-
risticas clinicas y la posible asociacién con diferentes
patologias y factores de riesgo*71°, no hemos encontrado
publicaciones que analicen las posibles alteraciones cuan-
titativas y/o cualitativas del hueso en general en los pacien-
tes con ONM.

La medicién de la masa dsea mediante absorciometria
radioldgica dual (DXA) ha sido suficientemente validada
y es aceptada como una técnica fiable de cuantificacion
osea al medir la densidad mineral 6sea (DMO)!!'*. Por
otro lado, las técnicas no cruentas de medicion de la cali-
dad 6sea no han tenido tanto éxito, debido a los multiples
aspectos que engloba el concepto de calidad 6sea. A pesar
de ello, en la actualidad existen dos técnicas que pueden
estimar algunos aspectos de la calidad 6sea; por un lado,
el trabecular bone score (TBS), asociada a la DXA, que
ofrece informacion sobre la microestructura 6sea'?!; y
por otro, la ultrasonografia cuantitativa (QUS), que si bien
no es conocido exactamente qué propiedades del hueso
refleja, sus mediciones han sido relacionadas también con
la microarquitectura dsea y con algunos parametros me-
canicos?*24,

Por ello, el objetivo de nuestro trabajo ha sido estudiar
las posibles alteraciones en la cantidad del tejido 6seo en
otras localizaciones distintas a los maxilares y que sirven
de referencia, medida como DMO por densitometria 6sea
(absorciometria radioldgica dual, DXA) en columna lum-
bar y fémur proximal; asi como en la calidad dsea, esti-
mada, por una parte, por medio del TBS y, por otra,
utilizando los parametros obtenidos por un ultrasoné-
grafo de calcaneo (QUS), en una poblacién de pacientes
afectos de ONM, y estimar la presencia de determinadas
patologias y tratamiento que afectan al hueso, destacando
los bifosfonatos como objetivo secundario, que pudieran
participar de su etiopatogenia. Para ello tomamos como
referencia un grupo control de pacientes que habian re-
cibido bifosfonatos durante al menos 5 afios consecutivos
y que continuaban tomandolos en el momento de reali-
zarse el estudio.

MATERIAL Y METODO

Criterios de inclusion

Es un estudio de casos y controles en el que considera-
mos “caso” a pacientes que habian sufrido una ONM y
“controles” a pacientes sin ONM y que habian recibido
bifosfonatos durante un minimo de 5 afios y continua-
ban tomandolo en la actualidad.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(2):55-63

Incluimos como casos 24 pacientes que fueron diagnos-
ticados de ONM siguiendo los criterios de la “International
Task Force on Osteonecrosis of the Jaw”?>. Los controles fue-
ron sujetos sin ONM que se reclutaron entre pacientes es-
tudiados en la Unidad Metabdlica Osea del Hospital
Universitario Insular y que por diversas patologias habian
recibido bifosfonatos orales o intravenosos (i.v.) durante
un minimo de 5 afios y continuaban recibiéndolos.

Exploracion fisica

A todos los pacientes que participaron en el estudio se
les realizé una exploracidn fisica completa. La talla se
obtuvo en un tallimetro y el peso en una bascula, lle-
vando el paciente ropa ligera, sin zapatos. El indice de
masa corporal (IMC) se calcul6 a partir de la formula =
peso (kg)/talla (m)2.

Absorciometria radioldgica dual, o densitometria dsea (DXA)
La DMO se estimé por medio de un densitémetro Hologic®
QDR 4500 Discovery (Hologic, Espaiia). Las determinacio-
nes se realizaron en la columna lumbar (vértebras L2-L4)
y en el fémur proximal (cuello femoral, trocanter, intertro-
canter y fémur total). El programa informatico facilitado
por el fabricante permite separar las localizaciones ana-
témicas. Los resultados se expresaron en g/cm?y T-score.
La precision del equipo (coeficiente de variacion) fue del
0,5% in vitro (medido con un phantom estandar) y del
0,9% in vivo (obtenido por mediciones dobles realizadas
en 12 pacientes en el mismo dia). Todas las determinacio-
nes fueron realizadas por el mismo operador, por lo que
no existian variaciones interobservador. Los valores de T-
score se calcularon a partir de los valores de referencia que
el aparato incluye obtenidos para la poblacién espafiola.

Trabecular bone score (TBS)

Todas las mediciones de TBS se realizaron utilizando el
programa TBS iNsight Software, version 2.0.0.1 (Med-
Imaps, Pessac, Francia). El programa informaético utiliza
la imagen obtenida previamente por DXA en la misma
region de interés (columna lumbar, L2-L4). Los valores
de T-score se calcularon a partir de los valores de refe-
rencia obtenidos para la poblacién espanola?®.

Ultrasonografia cuantitativa (QUS)

A todos los pacientes se les efectué un estudio ultrasono-
grafico en el calcaneo del pie dominante. Para ello, utiliza-
mos el aparato de ultrasonidos Sahara® Clinical Sonometer
(Hologic Inc., Bedford, Massachusetts. EE.UU.). El sistema
consiste en 2 transductores, uno de los cuales acttia como
emisor y el otro como receptor de los ultrasonidos. Los pa-
rametros obtenidos son la atenuacién ultrasénica de banda
ancha (BUA) y la velocidad del sonido (SOS). Los resultados
obtenidos por ambos parametros, BUA y SOS se combinan
para obtener el denominado indice cuantitativo ultrasénico
0 QUI, al aplicar la férmula:

QUI=0,41 X (BUA + SOS) - 571.

En todas las determinaciones ultrasonograficas se
calcularon sus correspondientes T-scores con los datos
obtenidos como valores de referencia para la poblaciéon
espafiola?’.

Diagnéstico de las fracturas

A todos los pacientes se les realiz6é una Rx de columna
dorsal y lumbar AP y lateral. La fracturas vertebrales
prevalente fueron diagnosticadas aplicando los criterios
semicuantitativos de fractura vertebral de Genant?®. La



ORIGINALES  Estado cualitativo y cuantitativo 6seo generalizado en la osteonecrosis de maxilares. Efecto de los bifosfonatos 57

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(2):55-63

presencia de fracturas no vertebrales se documenté por
medio de la historia clinica obtenida a los pacientes con-
firmada por los registros médicos hospitalarios o por
medio de las oportunas radiografias.

Analisis estadistico

Los datos continuos se expresaron como medias y des-
viaciones tipicas cuando las variables seguian una dis-
tribucién normal, o por medio de las medianas con sus
rangos intercuartilicos cuando la distribucién no era
normal. Las variables categoricas se expresaron como
frecuencias y porcentajes. Para los datos independien-
tes, los porcentajes se compararon utilizando la prueba
de la Chi-Cuadrado (x?) o la prueba exacta de Fischer.
Las medias se compararon utilizando la prueba de la t
de Student y las medianas aplicando la U de Mann Whit-
ney. En todos los casos se considerd el nivel de signifi-
cacidn estadistica en el 5% (valor p<0,05).

Aspectos éticos y legales

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica y Ensa-
yos Clinicos del Hospital Universitario Insular. Se trata
de un estudio observacional en el que no hubo interven-

cién farmacolégica de ningtn tipo. En todo momento ob-
servamos las recomendaciones de la Asociacion Médica
Mundial recogidos en la Declaracién de Helsinki?’.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas basales y los
estilos de vida de los pacientes incluidos en el estudio.
Los pacientes tenian una edad similar y la proporciéon
de varones y mujeres fue similar en ambos grupos.

Los pacientes afectos de ONM tenian menos talla, un
mayor IMC y un menor consumo de tabaco y de alcohol
que los controles. Tampoco observamos diferencias es-
tadisticamente significativas en el consumo de café o en
la actividad fisica en el tiempo libre.

En la tabla 2 se recoge la comorbilidad de los pacien-
tes afectos de ONM y de los controles. Globalmente, los
pacientes que sufrieron una ONM tenian una mayor co-
morbilidad que los controles: en ellos se observé una
mayor prevalencia de diabetes mellitus, cancer, artritis
reumatoide, hipertiroidismo, cardiopatia, arritmias, in-
suficiencia cardiaca e hipercolesterolemia. La prevalen-
cia de fracturas por fragilidad fue similar en ambos
grupos.

Tabla 1. Caracteristicas basales y estilos de vida de los pacientes afectos de ONM y los controles

Casos Controles
ONM (n=24) (n=280) p valor
Edad (afios) 69,3+11,4 69,1+10,4 0,900
Sexo
Varones 4 (16,7%) 30 (10,7%) 0,325
Mujeres 20 (83,3%) 250 (89,3%)
Peso (kg) 659+ 16,4 68,8+ 16,1 0,425
Talla (cm) 152+11,3 157 +9,3 0,010
Envergadura (cm) 159,4 + 15,9 160 £10,9 0,853
IMC (kg/m?) 28,8+7,3 259+6,6 0,019
Ingesta actual de calcio (mg/dia) 725 (390,5) 700 (250) 0,459
Tabaco
St 1 (4,2%) 49 (17,6%)
0,049
No 16 (66,7%) 192 (68,8%)
Ex-fumador 7 (29,2%) 38 (13,6%)
Alcohol
Si 4 (16,7%) 94 (33,7%)
0,022
No 18 (75%) 181 (64,9%)
Ex-bebedor 2 (8,3%) 4 (1,4%)
Café
Si 21 (87,5%) 231 (83,1%) 0,777
No 3(12,5%) 47 (16,9%)
Actividad fisica en el tiempo libre
Baja 16 (66,7%) 173 (62%)
0,902
Media 7 (29,2%) 92 (33%)
Intensa 1(4,2%) 14 (5%)

Las variables continuas se resumen como media * desviacion tipica o como medianas con sus intervalos intercuartilicos (IQR). Las variables
categoéricas son expresadas como frecuencia (%). IMC: indice de masa corporal: = (peso/talla?).



58  Quintana-Gonzdlez M, Quintana-Montesdeoca P, Gémez de Tejada-Romero MJ, Saavedra-Santana £, Vicente-Barrero M, Bocanegra-Pérez S, Sosa-Henriquez M ()R|(5INALES

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(2):55-63

Tabla 2. Comorbilidad de los pacientes afectos de ONM y los controles

ONM Controles

(n=24) (n=280) p valor
Diabetes mellitus
Si 5(23,8%) 21 (7,5%) 0,025
No 16 (76,2%) 259 (92,5%)
Cancer
Si 11 (45,8%) 31 (11,1%) <0,001
No 13 (54,2%) 249 (88,9%)
Artritis reumatoide
Si 9 (37,5%) 7 (2,5%) <0,001
No 15 (62,5%) 273 (97,5%)
Enfermedad tiroidea
Hipertiroidismo 3(12,5%) 7 (2,5%)
0,027
Hipotiroidismo 1(4,2%) 24 (8,7%)
Ninguna 20 (83,3%) 246 (88,8%)
Cardiopatia
St 11 (45,8%) 33 (11,8%) <0,001
No 13 (54,2%) 247 (88,2%)
Angina
St 1 (4,2%) 14 (5%) 1
No 23 (95,8%) 266 (95%)
Infarto de miocardio
St 1 (4,2%) 4 (1,4%) 0,339
No 23 (95,8%) 276 (98,6%)
Arritmias
St 6 (25%) 17 (6,1%) 0,005
No 18 (75%) 263 (93,9%)
Insuficiencia cardiaca
Si 5(20,8%) 8(2,9%) 0,002
No 19 (79,2%) 272 (97,1%)
Fracturas por fragilidad
Si 11 (45,8%) 104 (37,1%) 0,511
No 13 (54,2%) 176 (62,9%)
Hipercolesterolemia
Si 133 (47,5%) 3(12,5%) 0,001
No 147 (52,5%) 21 (87,5%)

Los resultados se expresan como frecuencias (%).

En la tabla 3 mostramos el consumo de fadrmacos que
tenian ambos grupos de pacientes. En consonancia con la
existencia de una mayor comorbilidad, los pacientes afec-
tos de ONM presentaron un consumo significativamente
mayor de corticoides orales, anticoagulantes orales e hip-
néticos que los controles, y de manera igualmente signi-
ficativa habian recibido quimioterapia un numero mayor
de ellos. El consumo de esteroides inhalados mostro6 asi-
mismo una tendencia que estuvo muy cerca de alcanzar
el nivel de significacién (p=0,05).

En los pacientes afectos de ONM, el uso de bifosfonatos
fue mayoritariamente por via i.v. (75%) y mucho menor
por via oral (8,3%). Por otro lado, el 16,7% de estos pa-
cientes no habian tomado o recibido nunca bifosfonatos.
Obviamente, puesto que era un criterio de inclusién, en
el grupo control el 100% habfan recibido o tomado bifos-
fonatos, siendo mayoritariamente por via oral (92,1%).

En la tabla 4 presentamos los parametros densitomé-
tricos, ultrasonograficos y los valores de TBS. La DMO
obtenida mostré valores mas elevados en los pacientes



ORIGINALES  Estado cualitativo y cuantitativo 6seo generalizado en la osteonecrosis de maxilares. Efecto de los bifosfonatos

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(2):55-63

Tabla 3. Farmacos utilizados por los pacientes con ONM y los controles

ONM Controles

(n=24) (n=279) p valor
Corticoides orales
En la actualidad 5(20,8%) 17 (6,1%)
Alguna vez (>6 meses) 2 (8,3%) 22 (7,9%) 0027
Nunca 17 (70,8%) 240 (86,0%)
Esteroides inhalados
En la actualidad 3 (12,5%) 8(2,9%)
Alguna vez (>6 meses) 1(4,2%) 9 (3,2%) 0.050
Nunca 20 (83,3%) 262 (93,9%)
Quimioterapia
Si 11 (45,8%) 14 (5%) <0,001
No 13 (54,2%) 266 (95%)
Estatinas
En la actualidad 4 (16,7%) 92 (33,0%)
Alguna vez (>6 meses) 2 (8,3%) 17 (6,1%) 0299
Nunca 18 (75,0%) 170 (60,9%)
Anticoagulantes orales
En la actualidad 4 (16,7%) 8 (2,9%)
0,003
Alguna vez (>6 meses) 0 (0,0%) 7 (2,5%)
Nunca 20 (83,3%) 264 (94,6)
Hipnéticos
En la actualidad 18 (75,0%) 115 (41,2%)
Alguna vez (>6 meses) 2 (8,3%) 70 (25,1%) 0006
Nunca 4 (16,7%) 94 (33,7%)
Bifosfonatos
Orales 2 (8,3%) 259 (92,1%)
0,001
i.v. zoledronato 18 (75%) 22 (7,9%)
Nunca 4 (16,7%) 0 (0%)

Los resultados se expresan como frecuencias (%).

afectos de ONM en todas las localizaciones anatémicas
en las que se determing; tanto en columna lumbar como
en la extremidad proximal del fémur la T-score fue tam-
bién mayor en ellos. No obtuvimos diferencias estadis-
ticamente significativas en los valores de TBS y de BUA,
mientras que los pacientes afectos de ONM mostraron
valores mas elevados de QUI y de SOS que los controles.

De acuerdo a los valores densitométricos ((DXA) ob-
servados en el momento del estudio, obtuvimos que el
28% de los pacientes con ONM tenian criterios de oste-
oporosis (T-score <-2,5 en cualquiera de las siguientes
localizaciones: L2-L4, cuello femoral o cadera total),
mientras que dichos criterios se aprecia-ron en el 47,6%
de los pacientes controles, sin llegar a ser significativa
la diferencia (p=0,06) (Tabla 5).

Discusion

La ONM es una patologia relativamente reciente, habién-
dose descrito las primeras series hace unos 15 afios30-32,
Su mecanismo etiopatogénico es desconocido?®73235 ha-

biéndose relacionado muchos posibles factores de riesgo,
pero sin haberse podido establecer una causa-efecto inequi-
voca con ninguno de ellos?357337, pudiendo considerarse
multifactorial. Durante mucho tiempo se ha sefialado al
tratamiento con bifosfonatos como un agente etiol6gico
primordial de la ONM, hasta el extremo de que durante
algin tiempo a la ONM se le denomind osteonecrosis in-
ducida por bifosfonatos! 31323538 y aiin lo consideran asi
muchos de los especialistas odontélogos, que indican su
retirada ante una intervencién quirurgica orodental.
Una hipétesis etiopatogénica que fue aceptada durante
mucho tiempo indicaba que los bifosfonatos, administra-
dos por varios afios y a dosis elevadas, producirian una su-
presion excesiva del remodelado, que implicaria el
desarrollo de un hueso con menor cantidad de masa dsea
y una alteracion severa de la calidad, lo que se vino a lla-
mar un hueso “congelado”®. Como apoyo de esta hipdtesis
se ha observado que la inmensa mayoria de los pacientes
afectos de ONM, mas del 95% de ellos, son pacientes que
han sufrido un cancer y que ademas del tratamiento de
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base del proceso (cirugfa, radioterapia) han recibido po-
liquimioterapia y bifosfonatos intravenosos a dosis eleva-
das, habitualmente zoledronato®®73° a la dosis utilizadas
en oncologia, que es de 4 mg i.v. cada 28 dias (52 mg al
aflo), mientras que en el tratamiento de la osteoporosis,
la dosis utilizada del mismo fairmaco es de 5 mg i.v. una
vez al afio®.

Sin embargo, existen también algunos desacuerdos.
En primer lugar, un porcentaje considerable de pacien-
tes con ONM, el 16,7%, no habian recibido nunca bifos-
fonatos.

Por otra parte, la mayor DMO medida por DXA en
todas las localizaciones de estos pacientes respecto a los
pacientes controles apunta a una mayor cantidad 6sea
general de los primeros frente a los segundos. No hemos
encontrado en las bases de datos principales estudios
similares al nuestro que hayan comparado la DMO en
pacientes afectos de ONM con controles en tratamiento
con bifosfonatos, por lo que no sabemos si este hallazgo
ha sido o no corroborado por otros autores. Queremos
destacar el hecho de que no habia diferencia estadisti-
camente significativa en el diagnéstico densitométrico
de osteoporosis entre ambos grupos; puede parecer 16-
gico que deberia haber mas porcentaje de diagndstico
de osteoporosis entre el grupo control, ya que en él el
tratamiento con bifosfonatos orales (farmaco de leccion
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para la osteoporosis) era mayoritario. Sin embargo, de-
bemos recordar que el tratamiento a largo plazo con di-
cho fairmaco aumenta la DMO, y por tanto la T-score,
haciendo que sus valores se alejen de los criterios den-
sitométricos de osteoporosis.

Otro aspecto que hemos querido considerar es la ca-
lidad del hueso. Es cierto que este aspecto es mucho mas
controvertido, pues no existe un inico método definitivo
y no cruento que haya sido aceptado como el “patrén
oro” para la estimacion de la calidad dsea, a diferencia
de lo que ocurre con la densitometria, que es la referen-
cia universalmente aceptada para la cantidad!***. Uno
de los métodos descritos recientemente para la estima-
cién de la calidad dsea es el denominado trabecular bone
score o TBS'®, que basicamente efecttia una evaluacion de
la integridad de las trabéculas 6seas vertebrales, reanali-
zando las imagenes obtenidas mediante DXA'-2%, Los pa-
rametros obtenidos con la ultrasonografia cuantitativa
de calcaneo también se han propuesto como posibles in-
dicadores de la calidad del hueso??-?*, En nuestra serie,
los pacientes con ONM mostraron valores similares de
TBS y BUA alos de los pacientes controles, y los indices
SOSy el QUI eran ligera pero significativamente mayores
en los primeros, lo que nos hace pensar que los aspectos
cualitativos 6seos en ambos grupos eran parecidos, y, si
acaso, nunca peores en los pacientes afectos de ONM que

Tabla 4. Parametros 6seos relacionados con aspectos cualitativos y cuantitativos: DMO medida en columna lumbar y extremidad
proximal del fémur, TBS medida en la columna lumbar y parametros ultrasonograficos obtenidos en el calcaneo

DXA (l?le\:)
L2-L4 (g/cm?) 0,95 (0,18)
T-score L2L4 -0,87 (1,57)
Cuello femoral (g/cm?) 0,68 (0,23)
T-score cuello femoral -1,46 (2,15)
Fémur total (g/cm?) 0,86 (0,24)
T-score fémur total -0,45 (-0,64)
TBS L2L4 (g/cm?) 1,18 (0,14)
T-score TBS L2L4 -3,32 (1,72)
QuI 72,4 (18,7)
T-score QUI -1,68 (0,52)
BUA (dB/MHz) 60,8 (24,2)
T-score BUA -1,07 (0,12)
SOS (m/s) 1511,8 (33,5)
T-score SOS -1,96 (0,72)

Controles

(n=280) p valor
0,82 (0,18) 0,001
-2,22 (1,76) 0,001
0,64 (0,15) 0,025
-1,89 (1,36) 0,006
0,78 (0,17) 0,006
-0,5(1,33) 0,006
1,25 (0,13) 0,174
-2,47 (1,69) 0,174
69,9 (26,4) 0,040
-1,83 (1,34) 0,040

57 (23,5) 0,119
-1,32 (1,56) 0,119
1508 (39,6) 0,033
-1,94 (1,2) 0,033

Los resultados se expresan como medianas e intervalos intercuartilicos (IQR).

Tabla 5. Porcentaje de diagndstico densitométrico de osteoporosis en el momento del estudio en ambos grupos

Grupo

ONM
Osteoporosis densitométrica 7 (28%)
No osteoporosis densitométrica 18 (72%)

Grupo
control

P valor OR
(Chi-cuadrado) (IC95%)

130 (47,6%)

0,060 2,338; (0,946, 6,777)

143 (52,4%)
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en los que tomaban bifosfonatos. Algunos autores han
descrito valores bajos de los pardmetros ultrasonogra-
ficos en pacientes afectos de ONM*! pero al igual que
ocurria con la densitometria en la ONM, existen muy
pocos estudios similares al nuestro con el que poder
efectuar comparaciones. Si tenemos en cuenta que los
pacientes controles tomaban bifosfonatos durante largo
plazo, y considerando que los bifosfonatos mejoran la
cantidad y la calidad 6sea*?*3 los mayores valores de
DMO, TBS, SOS y QUI en los pacientes con ONM podrian
estar indicandonos que el estado de salud 6sea general
de estos pacientes es adecuado.

Por dltimo, si unimos a los anteriores resultados el
hecho de que la prevalencia de fracturas por fragilidad
también fuera similar en ambos grupos (y conside-
rando que los bifosfonatos disminuyen el riesgo de frac-
tura), tenemos evidencias indirectas de que la estructura
Osea general, tanto cuantitativa como cualitativamente,
es cuanto menos similar (si no mejor) en pacientes con
ONM y pacientes en tratamiento con bifosfonatos.

Estamos totalmente de acuerdo en que la etiopatoge-
nia de la ONM es multifactorial, como se ha publicado en
multiples estudios y acordado por consenso!-3103644 1,05
pacientes con esta enfermedad tienen una mayor comor-
bilidad, como hemos observado en nuestra serie. Por
consiguiente, el consumo de fairmacos es también signi-
ficativamente mayor en este grupo de pacientes*> que
entre los estudiados aqui: corticoides orales, corticoides
inhalados, anticoagulantes orales, hipndticos y el haber
recibido poliquimioterapia. Sin embargo, si nos centra-
mos en los bifosfonatos, los pacientes con ONM tienen
una mayor utilizacién de bifosfonatos potentes por via
i.v. (75%), lo cual estuvo muy relacionado con la mayor
incidencia de cancer, pero no de bifosfonatos orales.

Una de las limitaciones de este estudio lo constituye el
tamafio muestral de los casos, con sélo 24 pacientes. Ello
se debe a la escasa incidencia de esta enfermedad y a la
dificultad de conseguir la participacion en un estudio de
estas caracteristicas de algunos pacientes, por su delicada
situacion clinica. Por otra parte, podria discutirse la elec-
cién del grupo control. Hemos escogido a pacientes que
llevaban al menos 5 anos recibiendo bifosfonatos, dado
que es precisamente este hecho lo que se consideran un
factor de riesgo asociado a la aparicion de ONM***8, pero
que tienen un efecto beneficioso en el hueso en general.
Finalmente, somos conscientes de que circunstancias lo-
cales no valoradas, como la higiene bucal, o la presencia
de patologias dentogingivales o de intervenciones den-
tales, tienen un peso especifico relevante y determinante
en la etiopatogenia de la ONM, si bien consideramos no
incluirlas por tratarse de circunstancias locales que no
afectan al hueso en general.

CONCLUSION

Los resultados de nuestro estudio indican que los pa-
cientes que han sufrido una ONM no parecen tener una
peor salud 6sea (en conceptos de cantidad y calidad) en
general en comparacién con pacientes que llevan reci-
biendo bifosfonatos de manera ininterrumpida durante
al menos 5 afios. Ademas, los bifosfonatos orales no fue-
ron los firmacos que mas fueron utilizados en estos pa-
cientes, por lo que hay que prestar mas atencién a otros
que si estuvieron presentes con mayor prevalencia,
como los corticoides, los bifosfonatos intravenosos, la
quimioterapia, los hipnoticos y los anticoagulantes ora-
les; sin dejar de tener en cuenta a comorbilidades, como
el cancer, la diabetes, la artritis reumatoide, la hiperco-
lesterolemia, las cardiopatias y las patologias tiroideas.

Conflicto de intereses: Lo autores declaran no tener conflicto de intereses.
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Resumen

Objetivo: Analizar el efecto de los secretomas de tumores sélidos organotrépicos hacia el hueso en células de linaje
osteogénico, de tipo osteoblastico y osteocitico, en la expresion de genes relacionados con el metabolismo dseo.
Material y método: Caracterizamos los cambios en expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real del eje
OPG/RANKL, asi como de otros genes relacionados con la diferenciacion osteoblastica como son Runx2 y osteocalcina,
inducidos por los medios condicionados de células tumorales prostaticas, mama y melanoma en pre-osteoblastos
MC3T3-E1 y osteocitos MLO-Y4 murinos o en osteoblastos humanos, segtin correspondiese por especie.

Resultados: La estimulacion de las células osteociticas con medios condicionados de células de melanoma o adenocar-
cinoma prostatico indujo un incremento en la expresion génica de OPG y también de RANKL, viéndose incrementado la
ratio OPG/RANKL. Unicamente el secretoma de las células de adenocarcinoma prostatico alteré la expresiéon de Runx2
en osteocitos. Los medios condicionados de células de cancer de mama modificaron inicamente la expresiéon de RANKL
en células osteoblasticas, viéndose disminuido la ratio OPG/RANKL.

Conclusién: Los factores solubles tumorales tienen como diana celular a las células osteociticas, favoreciendo la induc-
cion de un nicho pre-metastasico dseo por modificacion de la ratio OPG/RANKL en el entorno 6seo, y, con ello, la pro-
gresion de tumores organotrépicos 6seos como son el melanoma y adenocarcinomas prostatico.

Palabras clave: tumores organotrépicos 6seos, factores solubles tumorales, nicho pre-metastasico dseo, metastasis

dseas, osteocitos y osteoblastos.

INTRODUCCION

La aparicién de la enfermedad metastasica constituye
una grave amenaza en la tasa de supervivencia de pa-
cientes que desarrollan un tumor. Se ha observado, que
ciertos tipos de tumores presentan una elevada tenden-
cia a colonizar 6rganos especificos. Desde la hipotesis
formulada por Paget (“seed-and-soil”)?}, pocos estudios
han descifrado los mecanismos reguladores del organo-
tropismo metastasico. Estudios iniciales, se centraron
en la funcion de las propiedades intrinsecas de la célula
tumoral, como la expresién de genes y vias de regulacién
de la colonizacion, en direccién al organotropismo?*.
El hueso es un érgano frecuentemente infiltrado por la
diseminacion metastasica de tumores s6lidos®®, siendo la
aparicion de la enfermedad metastasica una grave ame-
naza en la tasa de supervivencia de pacientes que desarro-
llan un tumor. E1 65-80% con cancer de prdstata o mama
metastasico presenta complicaciones esqueléticas®. El es-
tudio de las metastasis dseas se ha centrado principal-
mente en la interaccion de la célula tumoral con el hueso,
una vez ha sido establecida la metastasis, ignorando los

estadios subclinicos del proceso que ocurre previamente.
El establecimiento de células tumorales en el microam-
biente 6seo altera el balance del proceso de remodelado
6seo entre la formacion 6sea, inducida por osteoblastos, y
la resorcion, mediada por osteoclastos. Como consecuen-
cia, las vias de supervivencia y proliferacion de células tu-
morales estan favorecidas, induciéndose la formacion de
“un ciclo vicioso de las metastasis dseas””.

Los tumores provocan dos tipos diferentes (aunque no
excluyentes) de lesiones esqueléticas. La forma mas comun,
representada por el cancer de mama es la lesion osteolitica
asociada a una alteracién del remodelado éseo con incre-
mento en la actividad osteoclastica y la consiguiente osteo-
lisis®%. Por otro lado, existe un segundo tipo de lesiones
denominadas osteobldsticas caracterizadas por un elevado
remodelado 6seo con un incremento en la actividad de los
osteoblastos con aumento del osteoide y de la tasa de mi-
neralizacion. Estas areas de hueso formado de novo en las
zonas de metastasis se denominan lesiones osteoesclero-
ticas, que suelen ser débiles e inestables, con tendencia a
la rotura. Este tipo de lesiones es caracteristico del cancer
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de proéstata. No obstante, actualmente se reconoce la exis-
tencia de un componente resortivo mediado por los osteo-
clastos como paso previo para el establecimiento de
lesiones osteoblasticas'#!3,

Recientes estudios han descrito cambios pro-metas-
tasicos en 6rganos donde mas tarde apareceran metas-
tasis. Tales cambios inducen la formacién de nichos
pre-metastasicos que favorecen la implantacién de cé-
lulas tumorales en 6rganos diana'**5.

La complejidad celular del hueso (osteocitos, osteoblas-
tos, osteoclastos, células de recubrimiento 6seo, células
endoteliales y tejido hematopoyético), asi como las fun-
ciones que realizan en el mismo regulando el metabolismo
y remodelado 6seo, plantea la posibilidad de que la forma-
cién del nicho pre-metastasico dseo sea consecuencia de
una red compleja de modificaciones y alteraciones com-
binadas o secuenciales de todas estas células?®.

A pesar de la existencia de algunas observaciones ana-
lizando el efecto de los factores secretados por células tu-
morales que afectan a la viabilidad de células dseas?’, se
desconoce la existencia de mecanismos comunes o cam-
bios acontecidos en las células ¢seas inducidos por los tu-
mores so6lidos con un alto organotropismo hacia el hueso
como organo diana metastasico.

En este estudio, hemos analizado los cambios en el per-
fil transcripcional de citoquinas relacionadas con el meta-
bolismo dseo en células osteoblasticas y osteociticas,
inducidos por factores solubles tumorales de células de
tumor de mama, préstata y melanoma. Nuestras observa-
ciones muestran que estos factores modifican significati-
vamente el perfil transcripcional de los osteocitos. Estos
resultados sugieren un papel relevante de los osteocitos
como la célula inductora inicial en la formacién del nicho
pre-metastasico 6seo.

MATERIAL Y METODO

Cultivos celulares

Las lineas celulares pre-osteoblastica murina MC3T3-E1
(ATCC: CRL-2593) y osteocitica murina MLO-Y4 (gene-
rosamente donada por Lynda Bonewald) se cultivaron
en DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB) o a-MEM
con 2,5% de suero fetal de carnero (SCF) y 2,5% SFB,
respectivamente. Todas las células fueron cultivadas en
medios que contenian penicilina (100 unidades/mL) y
estreptomicina (100 pg/mL) en el incubador humidifi-
cado a 37°Cy 5% CO, atmosférico.

La linea continua osteoblastica humana hFOB 1.19
(ATCC® CRL-11372TM) se cultivé en una mezcla 1:1 de
Ham’s F12 y DMEM con 2,5 mM de L-glutamina, 0,3
mg/mL de G418 y 10% SFB en el incubador humidifi-
cado a 34°Cy 5% CO, atmosférico.

Utilizamos las lineas de adenocarcinoma prostatica de
raton TRAMPC-1 (ATCC® CRL-2730 TM), melanoma mu-
rina B16 (ATCC® CRL-6323) y cancer de mama humana
(ATCC® MDA-MB-231 HTB-26) para la obtencion del se-
cretoma tumoral. Estas células se cultivaron en medio de
cultivo DMEM suplementado con penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), glutamina al 1% y SFB al 10%.
Cuando el cultivo alcanzé confluencia se lavaron con una
solucion fosfatada (PBS). A continuacién, se obtuvieron los
secretomas tumorales y medios condicionados 6seos uti-
lizados para la estimulacién de células tumorales previa-
mente activadas con factores solubles 6seos.

Para la obtencién de los medios condicionados tanto
de células tumorales como células 6seas, las lineas celu-
lares se cultivaron hasta confluencia con medio de cultivo

a-MEM suplementado con penicilina y estreptomicina al
0% de SFB, tras 24 horas de incubacion, se recogieron los
mediosy se eliminaron los restos celulares y células muer-
tas por centrifugacion (5.000 rpm, 10 minutos).

Con el fin de evitar cualquier tipo de reactividad biolégica
cruzada de las citocinas de una especie en células de otra es-
pecie'®y reproducir de la manera mas fiel posible la comuni-
cacion de células tumorales con células 6seas, nuestros
modelos experimentales in vitro se disefiaron atendiendo
principalmente al criterio de especie. De esta forma, se eva-
luaron los efectos del secretoma tumoral de la linea humana
de cancer de mama sobre la linea osteoblastica humana. Ac-
tualmente no existe una linea continua osteocitica bien ca-
racterizada. Los efectos de los secretomas de lineas tumorales
de préstata y melanoma de ratdn se estudiaron sobre las li-
neas murinas 6seas (osteoblastica, MC3T3, y osteociticas,
MLOY4). En la figural se encuentra representado el proto-
colo empleado en la obtenciéon de medios condicionados y
su estimulacion en las distintas estirpes celulares al 25%.

Ensayo de viabilidad celular

El nimero de células viables 6seas MC3T3, MLOY4 y
hFOBs estimuladas o no con secretoma tumoral al 25%
fue evaluado por el ensayo de exclusion por azul de trypan
como previamente ha sido descrito®.

Estudios de expresion génica por PCR a tiempo real
El ARN total se extrajo de cultivos celulares por el método
de Trizol. La sintesis de cADN se realiz6 utilizando la trans-
criptasa reversa del virus de mieloblastosis aviar (Promega)
y cebadores aleatorios hexaméricos (random hexamer pri-
mers). La PCR en tiempo real se llevé a cabo en el sistema
ABIPRISM 7500 (Applied Biosystems) utilizando Sybr pre-
mix ex Taq (Takara, Otsu, Japan) y cebadores especificos de
cada gen (Tabla 1). Todos los resultados fueron expresados
en namero de copias de ARNm calculadas para cada mues-
tra utilizando el valor del ciclo umbral (cycle threshold, Ct).
La expresion génica relativa se representa como: 2-AACt,
donde AACt = ACtgen diana - ACt18S/GAPDH. El cambio del
numero de veces con respecto al tratamiento se define
como la expresiéon comparada con el control, calculandose
como 2-AACt, donde AACt = ACtratamiento - ACcontrol. La
especificidad del amplicon fue confirmada como la presen-
cia de una unica amplificacion tras el andlisis de la curva de
fusién (melting curve). Los resultados mostrados corres-
ponden a la media realizada de al menos 3 experimentos
independientes por triplicado.

Analisis estadisticos

Los datos se expresaron como media * error estandar.
Las diferencias entre las condiciones experimentales y
los controles fueron analizadas utilizando el test esta-
distico U Mann Whitney donde lo valores de p<0,05 fue-
ron considerados significativos.

RESULTADOS

La comunicaciéon mediante factores solubles entre
melanocitos tumorogénicos y células dseas regula la
expresion de genes de remodelado 6seo en osteocitos
Con objeto de estudiar la comunicacion existente entre
las células tumorales y las células 6seas en la formacion
de nichos pre-metastasicos 6seos, se estimularon células
6seas de raton o humano con los secretomas de distintas
células tumorales con organotropismo a tejido 6seo, que
habian sido previamente estimuladas o no con secreto-
mas de osteocitos u osteoblastos (Figura 1).
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Figura 1. Representacion grafica del protocolo de trabajo empleado para la obtencion de medios condicionados
(MC) pre-tratados o no. Los MC no pre-tratados de MLO-Y4, MC3T3-E1, osteoblastos humanos, B16, TRAMP-C1 o
MDA-231 se obtuvieron tras 24 h de cultivo en a-MEM al 0% de SFB y se usaron para estimular las diferentes lineas
celulares. Los MC pre-tratados se obtuvieron tras cultivar 24 h las B16 o MDA-231 con MC de MLO-Y4, MC3T3-E1 u
osteoblastos humanos seguido de un lavado con PBS y 24 h de cultivo con a-MEM al 0% de SFB. Finalmente, se obtuvo

un lisado celular que se analizé por PCR
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En primer lugar, corroboramos que los medios condi-
cionados tumorales de las TRAMPC-1 o B16, es decir se-
cretoma tumoral, no afectan a la viabilidad de las células
oOsteoblasticas, MC3T3, y osteocitica, MLOY4 tras 24 h de
estimulacién (Figura 2). Sin embargo, la estimulacién de
osteocitos MLO-Y4 con secretomas obtenidos de medios
condicionados de células de melanoma B16 indujo sobre-
expresion del gen OPG con un aumento neto en la relacién
OPG/RANK-L, sin afectar significativamente a la expresién
génica de RANK-L, ni al factor de transcripciéon Runx2 (Fi-
gura 3A-D). Por el contrario, los secretomas de células de
melanoma B16, que previamente habian sido expuestas a
medios condicionados de células MLO-Y4, ocasionaron un
aumento en la expresion de RANK-L y un descenso en la
relacion OPG/RANK-L. No se observaron modificaciones
en la expresiéon de OPG o de Runx2 respecto a los medios
condicionados sin pre-estimulacién (Figura 3A-D). Estos
datos sugieren que las células tumorogénicas de mela-
noma, que han sido expuestas a secretoma de osteocitos,
secretan factores solubles que ocasionan una respuesta de
aumento de genes de remodelado dseo, particularmente
incrementando la expresion del factor osteoclastogénico
RANK-L en osteocitos.

Curiosamente, estos efectos no se reprodujeron en
células osteoblasticas MC3T3-E1, en las que los medios
condicionados de células B16 no ocasionaron sobrees-
timulaciones génicas (Figura 3E-H).

La comunicacién mediante factores solubles entre
células tumorogénicas de mama y células 6seas regula
la expresion de genes de remodelado en osteblastos
A continuacion, analizamos los efectos de células de otro
tipo de tumor que metastatiza a hueso, como es el de
mama®, sobre la expresién génica de células 6seas. En
este caso, analizamos los efectos del secretoma de la
linea tumoral humana de cancer de mama MDA-MB-231
sobre osteoblastos humanos (Figura 1). Observamos
que los medios condicionados de células MDA-MB-231
causaron un incremento en la expresiéon de RANK-L y
una disminucion de la relacién OPG/RANK-L, sin afectar
a la expresion de OPG o de Runx2 en osteoblastos hu-
manos (Figura 3A-D). Los efectos sobre la expresion gé-
nica de osteoblastos fueron similares utilizando los
secretomas de MDA-MB-231, tanto pre-tratados como
no pre-tratados con medios condicionados de osteoblas-
tos humanos (Figura 4A-C).
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Tabla 1. Primers utilizados en los dnalisis de PCR a tiempo real

Gene Sense (5°-37)
RANK-L TGTACTTTCGAGCGCAGATG
OPG CAGAGCGAAACACAGTTTG
Osteocalcin GCAATAAGGTAGTGAACAGACTCC
Runx2 CCTGAACTCTGCACCAAGTCCT

Antisense (5°-3")
AGGCTTGTTTCATCCTCCTG
CACACAGGGTGACATCTATTC

CCATAGATGCGTTTGTAGGCGG

TCATCTGGCTCAGATAGGAGGG

Figura 2. Los factores solubles secretados por melanocitos tumorogénicos de ratén (B16) o células tumorales pros-
taticas de raton (TRAMPC-1) no afectan a la viabilidad de células 6seas murinas pre-osteoblasticas (MC3T3-E1) u
osteociticas (MLO-Y4) Los datos estan representados como la media + SEM de 2 experimentos por triplicado
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La comunicacion mediante factores solubles entre células
tumorogénicas de prostata y células dseas regula la expre-
sion de genes de remodelado y osteogénicos en osteocitos
Seguidamente, quisimos comprobar si las células de
tumor de prostata, potencialmente capacitadas para me-
tastatizar a hueso?%?!, también establecian comunicacion
con células 6seas mediante factores solubles (Figura 1).
En este caso, observamos que los secretomas de células
de adenocarcinoma de prodstata de raton TRAMP-C1 in-
dujeron sobreexpresion de los genes OPG y RANK-L, cau-
sando un aumento en la relacion OPG/RANK-L, ademas
de sobreexpresar el factor de transcripcion osteogénico
Runx2 en osteocitos MLO-Y4 (Figura 5A-D). Dada la so-
breexpresién génica de Runx2 en estas células, quisimos
comprobar si la proteina osteocalcina, una proteina aso-
ciada a formacidon 6sea y regulada por Runx222, también
sufria cambios en estas condiciones. De modo similar a
Runx2, la expresion de osteocalcina aumento tras estimu-
lacion con el secretoma de las células TRAMP-C1 en osteo-
citos MLO-Y4 (Figura 5E).

De manera similar a los datos observados con los se-
cretomas de células de melanoma B16, los medios con-
dicionados de células TRAMP-C1 no afectaron a la
expresion génica de los marcadores previamente men-
cionados en osteoblastos MC3T3-E1 (Figura 5F-]).

Discusion

La formacién de un microambiente que favorezca la im-
plantacion de células tumorales circulantes fue descrita
por Kapplan. Sus resultados demostraron la formacién de
un nicho pre-metastasico, en el cual se observaron una
serie de cambios moleculares y celulares en el pulmén
previo al establecimiento del melanoma metastasico'>%.
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Medios condicionados

Posteriormente, otros investigadores describieron una
serie de eventos secuenciales que podria implicar la for-
macion de un nicho pre-metastasico en el higado, sugi-
riendo la implicacién de exosomas derivados de lesiones
pancredticas malignas como desencadenantes del pro-
ceso'*. En este sentido, poco ha sido descrito sobre la for-
macioén del nicho pre-metastasico 6seo y se desconoce las
respuestas de las distintas subpoblaciones 6seas a la es-
timulacion por secretomas de distintos tumores con alta
frecuencia metastasica a hueso. En el presente articulo,
mostramos por primera vez como el secretoma de tumo-
res solidos, con alto potencial organotrépico en la forma-
cién de metastasis 6seas, modifica la expresion génica de
genes relacionados con el metabolismo dseo en células
de linaje osteogénico, pudiendo ser el proceso desenca-
denante en la induccién de un microambiente favorable
para el asentamiento de células tumorales.
Recientemente, se ha sugerido que las células del tumor
primario producen factores solubles tumorales que dispa-
ran la formacion del nicho pre-metastasico inmaduro?*.
Nuestros resultados confirman que los secretomas tumo-
rales de las células de tumor primario (como melanoma y
de prdstata), o las células tumorales de mama derivadas de
procesos metastasicos no 6seos, modifican principalmente
el equilibrio entre los niveles de expresién de OPG y RANKL.
Este desequilibrio desacoplaria la relacion entre formacion
Osea osteoblastica y la resorcion 6sea osteoclastica, gene-
rando la liberacion de factores de crecimiento y citoquinas
e inicidndose de este modo un “ciclo vicioso previo” de re-
troalimentacion que fomente la formacion de las futuras
zonas metastasicas en hueso?’. En este sentido, nuestros
resultados sugieren al osteocito como la célula mas suscep-
tible a los factores solubles tumorales. En nuestro modelo
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Figura 3. Los factores solubles secretados por melanocitos tumorogénicos (B16) modifican la expresion de genes
de remodelado dseo en osteocitos (MLO-Y4) pero no en pre-osteoblastos (MC3T3-E1). La expresion de OPG (A,E),
RANK-L (B,F), ratio OPG/RANK-L (C,G) y Runx2 (D,H) se evalué mediante PCR a tiempo real tras estimular 24 h MLO-
Y4 y MC3T3-E1 con medio condicionado de B16 pre-tratadas o no. Los datos estan representados como la media *
SEM de tres experimentos independientes por triplicado. *p<0,05 vs. control, **p<0,01 vs. control
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Figura 4. Los factores solubles secretados por células tumorales de cincer de mama (MDA-MB-231) modifican la
expresion de genes de remodelado 6seo en osteoblastos humanos (hFOB 1.19). La expresion de OPG (A), RANK-L
(B), ratio OPG/RANK-L (C) y Runx2 (D) se evalué mediante PCR a tiempo real tras estimular 24 h los osteoblastos
humanos con medio condicionado de MDA pre-tratadas o no. Los datos estan representados como la media + SEM
de tres experimentos independientes por triplicado. *p<0,05 vs. control
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Figura 5. Los factores solubles secretados por células tumorales prostaticas (TRAMP-C1) modifican la expresion de
genes de remodelado 6seo en osteocitos (MLO-Y4) pero no en pre-osteoblastos (MC3T3-E1). La expresion de OPG
(A,F), RANK-L (B,G), ratio OPG/RANK-L (C,H), Runx2 (D,I) y osteocalcina (E,]J) se evalué mediante PCR a tiempo real
tras estimular 24 h MLO-Y4 y MC3T3-E1 con medio condicionado de TRAMP-C1. Los datos estan representados como
la media * SEM de tres experimentos independientes por triplicado. *p<0,05 vs. control
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experimental in vitro, en el que tratamos tanto células os-
teociticas como células osteoblasticas de ratén con medios
condicionados de células murinas de tumor primario de
melanomay de proéstata, observamos cambios significativos
en la expresion génica de la linea osteocitica sin observar
cambios significativos en la linea osteoblastica. Estas obser-
vaciones nos hacen concluir que, aunque ambos tipos de
tumor generaran en un futuro distintos tipos de metastasis,
siendo las derivadas de melanoma con un caracter mas os-
teolitico?® y las de adenocarcinoma prostatico preferente-
mente osteoblastico, las etapas iniciales, en las cuales se
producen alteraciones en la fisiologia de las células éseas,
son comunes. Estas observaciones sugieren que las modi-
ficaciones que se originen en el nicho pre-metastasico no
predisponen al tipo concreto de lesiones esqueléticas que
se desarrollaran en la enfermedad metastasica.

De manera destacada, sugerimos al osteocito como prin-
cipal célula diana de los factores solubles tumorales. Dado
que no existe ningtin modelo de célula osteocitica humana
de linaje continuo, no pudimos corroborar los resultados
obtenidos por el secretoma de melanomay cancer de pros-
tata en comparacion con el secretoma de cancer de mama
en estas células. El estudio de los cambios inducidos por el
secretoma de células de cancer de mama sobre células
oOseas se limito a los efectos en la linea continua osteoblas-
tica humana hFOBs. Los resultados obtenidos sugieren que
las células del cancer de mama son capaces de afectar a los
osteoblastos mediante factores solubles y que modulan
principalmente la expresion génica de RANK-L sin necesi-
dad de mantener comunicacién cruzada con estas células,
confirmando la alteracion del eje OPG/RANKL, al igual que
los cambios inducidos por los otros secretomas tumorales
estudiados. Dado que los osteocitos son las células mayori-
tarias en hueso, con una vida media de 25 afios, con caracter
multifuncional y papel de director-coordinador del entorno
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6se0?%?’, su modulacidn, ya sea farmacoldgica o como diana
terapéutica, podria ser clave para evitar la formacion del
nicho pre-metastasico y con ello la metastasis 6sea. Se ha
propuesto que son los osteocitos, y no el resto de células del
linaje osteogénico, la principal fuente que requieren los os-
teoclastos para su formacién y activacion en el remodelado
del hueso trabecular?®?’, pudiendo ser también las tGnicas
responsables de iniciar el ciclo vicioso del proceso metas-
tasico 6seo. Pocos estudios han establecido un papel claro
del osteocito y su relacion con el cancer. En este sentido, Del-
gado-Calle y cols. demostraron que los osteocitos podrian
ser reguladores de la proliferacion de las células de cancer
de tipo mieloma por interaccion directa con ellas a través
de sus prolongaciones citoplasmaticas, las cuales son capa-
ces de alcanzar las superficies peridsticas y endocorticales,
asi como la superficie de médula 6sea. Esta interaccion di-
recta resultaria en la activacién de la via de sefializacion de
Notch en las células de mieloma. Esta via media la comuni-
cacion célula a célula, y participa en el control y activacion
de programas de proliferacion celular y muerte. Su inhibi-
cién farmacolégica, utilizando un inhibidor de dicha via,
evitd la proliferacién del mieloma inducida por osteocitos°.
Ademas de regular y coordinar al resto de estirpes celulares
en el entorno éseo, los osteocitos podrian secretar factores
que alcancen a células lejanas, como, por ejemplo, células
de tumor primario, y las modifiquen. Esta comunicacion se
ha sugerido en el caso del adenocarcinoma prostatico,
donde células osteociticas y osteoblasticas regulaban sus
propiedades osteomiméticas?'. Ademas, esta comunicacion
podria modular vias de sefializacion claves en las células
prostaticas tumorales, como los mediadores intracelulares
calcio, AMP ciclico y ERK 23!, pudiendo potenciar la pro-
gresion tumoral del cAncer de préstata al hueso. Todos estos
resultados, junto con los resultados mostrados en el pre-
sente articulo, sugieren que en la comunicacion cruzada
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Figura 6. Los secretomas tumorales modifican el entorno d6seo, siendo los osteocitos las células mas sensibles a
estos cambios. Los factores solubles secretados por los tumores de prostata y melanoma son los que afectan prin-
cipalmente al osteocito, incrementando la expresion génica de diferentes factores relacionados con el remodelado
0seo. A su vez, los osteocitos secretan factores que modifican e inducen un mayor fenotipo osteomimético en las

propias células tumorales
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entre el tumor primario y células 6seas la composicion de
los factores implicados en el secretoma puede ir variando.
Durante la evolucién del tumor, los factores solubles tu-
morales podrian alcanzar el entorno dseo e inducir cam-
bios en sus células. Estas células también podrian enviar
factores solubles al tumor primario, que generaran cam-
bios en las células tumorales induciéndolas un mayor fe-
notipo osteomimético. El secretoma de estas células
tumorales osteomiméticas (en las figuras presentadas
como medios condicionados pre-tratados), al alcanzar de
nuevo el entorno dseo, podria afectar en el mismo sentido
o inducir distintas variaciones del microambiente cam-
biante hacia la formacién del nicho. En este sentido, en el
analisis proteémico del secretoma de dos lineas continuas
tumorales prostaticas con origen distinto, DU145 (proce-
dentes de metastasis cerebrales) y PC-3 (procedentes de
metastasis 6seas) se encontraron 211 proteinas de secre-
cion diferencialmente expresadas, lo que supuso un 37,6%
del total de proteinas analizadas, indicando que las protei-
nas de secrecion fueron considerablemente diferentes entre
ambas lineas celulares®. En base a estas investigaciones y
a nuestros resultados proponemos que los secretomas tu-
morales modifican el entorno 6seo, siendo mas sensible la
linea osteocitica (Figura 6). Los resultados mostrados abren
un amplio campo de estudio en el conocimiento de la co-
municacién entre las células tumorales primarias y las cé-
lulas del futuro érgano metastasico, en este caso, el
microambiente dseo. No obstante, se deberia profundizar
en su conocimiento, debido a las limitaciones del presente
estudio. Como se ha comentado previamente se han evitado
efectos inespecificos como resultado de emplear cultivos
celulares de especies distintas, y se ha empleado un modelo
celular in vitro basado en lineas celulares ampliamente uti-
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lizadas como referente para el estudio del metabolismo y la
fisiologia 6sea, en el caso de las MC3T3, MLOY-4 y hFOBs;
asi como en el estudio del cincer, en el caso de las células
tumorales prostaticas, de melanoma o mama. Con respecto
a la linea tumoral de mama ( MDA-MB-231 HTB-26), una
de las limitaciones que tiene su uso en modelos in vitro es
su origen metastasico®® pudiéndose ver alterado su com-
portamiento como tumor primario y con ello la comunica-
ci6n organotréfica metastasica. Por este motivo, se han
estudiado las otras dos lineas tumorales con organotro-
pismo metastésico dseo cuyo origen proviene de tumores
primarios. Sin embargo, seria recomendable confirmar los
resultados obtenidos en el presente trabajo en un modelo
de experimentacion in vivo donde se pueda estudiar y con-
firmar los cambios acontecidos en el microambiente 6seo
previo al establecimiento de la metastasis, cuantificando en
el suero/plasma las citoquinas éseas alteradas y determi-
nando la temporalidad de la comunicacién del hueso y el
tumor primario asi como el nivel de cambio en el tejido
6seo. El conocimiento mas detallado de los cambios mole-
culares que implican la formacién del nicho pre-metasta-
sico 6seo, asi como de los factores del secretoma que lo
inducen, podria aportar nuevas dianas terapéuticas o pro-
tocolos de actuacidn, mejorando asi su pronostico. Estas
actuaciones disminuirian los eventos esqueléticos metas-
tasicos que desarrollan los pacientes con tumores sélidos
como el de préstata o el de mama, incrementando asi su
calidad de vida.

Financiacion: Este trabajo se realizé gracias a pro-
yectos del CEU San Pablo-Santander (USP-BS-PPC
11/2012, USPB-BS-APP-2/2016 y MERMERG-2), y a
la BECA 2017 FEIOMM Basica.
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Paciente de 58 afios con artritis reumatoide en remisién Figura 1. Radiografia lumbar lateral. Se observa una fractura
con metotrexate a dosis de 10 mg/semanales. Acude a Ur- transversal L4 con retropulsion de muro posterior

gencias hospitalarias en varias ocasiones por episodio de
lumbalgia aguda de un mes de evolucién. En la radiografia
lumbar hay una fractura transversal L4 con retropulsion
de muro posterior (Figura 1) que pasa desapercibida. La
lumbalgia se hace incapacitante con pérdida de funcién
de la pierna izquierda. Se realiza resonancia magnética
lumbar en T2 y STIR (Figuras 2a y 2b), que muestra frac-
tura aguda-subaguda de soma vertebral L4 con edema de
pediculos y moderado desplazamiento intracanal de la
mitad inferior del muro posterior que comprime la raiz
nerviosa eferente izquierda y ocupa parcialmente el re-
ceso lateral. Con la sospecha de etiologia tumoral, ingresa
para estudio. En el TAC toracico aparece una gran tumo-
racién cavitada en l6bulo superior derecho que comunica
con bronquio principal ipsilateral asociado a neumonitis
y bronquiectasias perilesionales (Figura 3). El estudio his-
toldgico de la lesion pulmonar fue de carcinoma de pul-
moén de célula grande PD-L1 positivo 80%. Se realizd
vertebroplastia. Inicié tratamiento con pembrolizumab
con buena respuesta hasta el momento. La artritis reu-
matoide se mantiene en remision a pesar del tratamiento
con anti PDL1.

Presentamos un caso de fractura vertebral transversal
secundaria a metastasis por cancer de pulmon. Estas frac-
turas son muy infrecuentes y a menudo pasan desaperci-
bidas. Pueden aparecer en pacientes con una espondilitis
anquilosante y fusion vertebral!, pero fuera de este con-
texto son altamente sugestivas de neoplasia subyacente.
Los principales tumores a considerar son mieloma o
metastasis de prdstata, mama o pulmadn. Otros tumores
primarios menos frecuentes son rifidn, colon, piel o ti-
roides?3.

Correspondencia: Clara Molina Almela (molina_claalm@gva.es)
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Figuras 2a y 2b. RMN lumbar en T2 y STIR que muestra fractura aguda-subaguda de soma vertebral L4 con edema de
pediculos y moderado desplazamiento intracanal de la mitad inferior del muro posterior que comprime la raiz nerviosa
eferente izquierda y ocupa parcialmente el receso lateral
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INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca (IC) es un problema de primer
orden de salud publica caracterizado por una elevada
mortalidad, hospitalizaciones frecuentes y deterioro de
la calidad de vida, con una prevalencia e incidencia que
estd aumentando en todo el mundo'Z Aunque el pronés-
tico ha mejorado en las ultimas décadas gracias a la me-
joria diagnostica y terapéutica de las enfermedades
cardiovasculares, la morbimortalidad de estos pacientes
sigue siendo elevada3. Todo ello conlleva que se sigan
necesitando nuevos objetivos y opciones de tratamiento.

Tradicionalmente, la vitamina D se habia asociado
unicamente con la salud 6sea, aceptandose que la defi-
ciencia de vitamina D provocaba osteomalacia y osteo-
porosis en adultos y raquitismo en los nifios*°. Sin
embargo, datos obtenidos en los dltimos afios indican
que la vitamina D es un importante micronutriente para
una funcién 6ptima de muchos 6rganos y tejidos en todo
el cuerpo, incluidos el sistema cardiovascular®’. Se ha
sugerido que la deficiencia de vitamina D puede ser un
factor importante tanto en la génesis de factores de
riesgo y enfermedad cardiovascular’ como marcador
prondstico en la IC. Datos fisiopatoldgicos indican que
el déficit de vitamina D puede ser muy perjudicial para
los pacientes afectos de IC, y que el abordaje terapéutico
con suplementacién de vitamina D puede ser potencial-
mente beneficioso, aunque todo ello no esta exento de
controversia®.

En este articulo revisamos la evidencia que hasta el
momento respalda el vinculo entre la vitamina D y la IC,
analizamos los potenciales mecanismos a través de los
cuales la vitamina D podria ejercer sus efectos cardiopro-
tectores y los potenciales efectos deletéreos de su déficit,
y desglosamos los principales estudios sobre suplemen-
tacion con vitamina D en pacientes con IC.

FISIOPATOLOGIA DE LA VITAMINA D E INSUFICIENCIA CARDIACA

No existe una Unica via establecida ni una hipdtesis
unica que explique la relacion entre vitamina D e IC. El
receptor de la vitamina D (RVD) es un receptor hormo-
nal nuclear que media la accién del calcitriol a través de
vias gendmicas y no gendmicas®. Los cardiomiocitos tie-
nen RVD, y se conoce que el calcitriol mediante el RVD
también modula importantes genes relacionados con la
salud cardiovascular, por lo que pueden estar influen-
ciados por la vitamina D?°.

Los RVD funcionales se expresan en el ntcleo celular o
adyacente a los tubulos T de los cardiomiocitos, y también
de fibroblastos cardiacos. La hipertrofia cardiaca se ha
asociado con un aumento de la expresion de estos recep-
tores en estas células. También se ha atribuido a la vita-
mina D una propiedad antiproliferativa mediada por la
supresion de proto-oncogenes como el c-mic, asi como del
péptido natriurético, actuando directamente sobre el cre-
cimiento y la diferenciacion de los cardiomiocitos. Ratones
sin RVD (knock-out del gen VDR) muestran una mayor de-
posicion de colageno en sus estructuras cardiacas®.

Asimismo, existen mecanismos moleculares de mayor
complejidad que pueden explicar la relacion entre la vita-
mina D ylaIC. La vitamina D actda sobre los canales del cal-
cio de los cardiomiocitos induciendo una rapida entrada de
calcio intracelular'’. Esta concentracién intracelular de calcio
controla respuestas a largo plazo de crecimiento, prolifera-
cion y muerte celular. Ademas, mediante la activacion de la
proteina C-kinasa, promueve la relajacion del cardiomiocito
y, por tanto, participa en la funcién diastdlica cardiaca? y en
la sistole cardiaca mediante la activacién de la adenil-ciclasa
o la adenosin-monofosfato ciclica. La disfuncién de cual-
quiera de estas vias puede producir disfuncién ventricular
sistélica y/o diastdlica, y, en consecuencia, IC.

En la fisiopatologia de la vitamina D e IC participan
de manera clave varios sistemas neuroendocrinos y las
citoquinas inflamatorias. Estos se activan para mantener
la homeostasis circulatoria, pero a largo plazo contribu-
yen al aumento de las resistencias sistémicas y remode-
lado ventricular, desarrollando y empeorando la IC. Si
bien el sistema renina-angiotensina aldosterona (SRAA)
y el sistema nervioso simpatico (SNS) han sido hasta el
momento los mas importantes en la IC, recientemente,
tanto a nivel diagnoéstico como terapéutico, sistemas
contrarreguladores como los péptidos natriuréticos
también estan siendo claves en el abordaje diagndstico-
terapéutico de este sindrome!>4,

Se ha demostrado que la vitamina D tiene una intima
relacion con el SRAA. Distintos estudios han demostrado
que existe una correlacion inversa entre los niveles de
vitamina D y la actividad del SRAA'>'7, Entre las princi-
pales acciones del SRAA se incluye la regulacion del tono
vascular, de la volemia, la remodelacion ventricular y
vascular y la activacién del SNS; estando bien definido
el papel clave del SRAA en la fisiopatologia de laIC y de
la hipertension arterial.

Correspondencia: Maria del Val Groba Marco (marivalgroba@hotmail.com)
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La cascada de accidn y fisiopatologia del SRAA es la si-
guiente: la renina es una proteina que actda sobre el an-
giotensindgeno, produciendo angiotensina I, que se
transforma en angiotensina II por la accién de la enzima
convertidora de la angiotensina a nivel pulmonar y vascu-
lar. La angiotensina II es una hormona potente vasocons-
trictora de las arteriolas renales aferentes y eferentes, y
también promueve la activacion del sistema nervioso sim-
patico (asi mismo clave en la fisiopatologia de la IC). La so-
breactivacion del SNS y del SRAA contribuye al progresivo
remodelado cardiaco que puede llevar a IC. Esta hormona
a su vez favorece también la liberacién de aldosterona de
la corteza suprarrenal, importante en el equilibrio electro-
litico y volémico al retener sodio y agua y liberar potasio
y magnesio a nivel renal'®,

Aunque uno de los principales factores que estimulan
la liberacidn de renina y por tanto el SRAA es la dismi-
nucion de la perfusion renal, estudios experimentales
han demostrado que tras modificar la funcién del RVD
en animales experimentales con ratones RVD knock-out
se objetiva un aumento de la concentracién de la expre-
sién de renina con aumento del RNAm y de su proteina
en el rifién, y de la angiotensina II plasmatica, en com-
paracion con ratones wil-type®®. En consecuencia, estos
ratones knock-out desarrollaban mas hipertension arte-
rial, hipertrofia ventricular izquierda y un aumento de
retencién de liquido. La inyeccién de 1,25(0H),D lo-
graba una supresiéon marcada de la renina, que también
se lograba con el uso del inhibidor de la enzima conver-
tidora de la angiotensina, captopril, o el antagonista del
receptor de la angiotensina II, losartan; lo cual mostraba
el papel fisiopatoldgico clave del SRAA'5*°, demostrando
que la causa probable de ello es la sobreestimulacién del
SRAA?. E] papel de la angiotensina II en el aumento de
la fibrosis e hipertrofia cardiaca, aumento del tono vas-
cular y por tanto tension arterial, asi como aumento del
tono simpético, y relacién directa con los sintomas y
progresidn de la insuficiencia cardiaca en humanos, esta
también claramente establecido.

La deficiencia de vitamina D se ha relacionado con un
incremento de produccion y liberacién de citoquinas in-
flamatorias, que conlleva un efecto negativo indirecto y
directo sobre el corazén y otros 6rganos. Las citoquinas
inflamatorias inducen la apoptosis de cardiomiocitos, hi-
pertrofia, fibrosis, remodelado cardiaco y alteraciones
i6nicas negativas como una retencién del sodio y, por
tanto, retencion de liquidos?!. También aumenta la acti-
vidad catabdlica e induce caquexia, lo que contribuye a
la progresién del sindrome de IC22. Estudios in vitro han
sugerido que la vitamina D inhibe citoquinas inflamato-
rias como la TNF-a y la IL-6, mientras que estimula ci-
toquinas antiinflamatorias como la IL-10%.

Los RVD también estan presentes en la glandula pa-
ratiroides, y el calcitriol suprime la produccién de hor-
mona paratiroidea (PTH) e impide la proliferacién de
glandulas paratiroides?*. Cuando existe una deficiencia
de vitamina D se produce un hiperparatiroidismo secun-
dario, que también conlleva efectos deletéreos cardiovas-
culares y troficos en los cardiomiocitos. Este aumento de
niveles de PTH conlleva también un aumento de la pre-
sién arterial por aumento de la rigidez arterial y contri-
buye, por tanto y una vez mas, al remodelado cardiaco
en la IC secundario a la hipertrofia, apoptosis y fibrosis
del ventriculo!®%,

Otro mecanismo fisiopatoldgico es la influencia de la
vitamina D en la regeneracién de la matriz extracelular

del miocardico, otra via por la que puede resultar dafiina
para la estructura y funcion cardiaca. Estudios experi-
mentales con ratones RVD knock-out, han demostrado
que la ausencia de vitamina D se asocia a un incremento
de la expresién y actividad de las metaloproteinasas de
la matriz miocardica (MMP), que resulta en remodelado
miocardico, incremento del depésito de colageno y
mayor fibrosis?®?’. La vitamina D modula la regenera-
cién de la matriz extracelular del miocardio actuando
sobre la expresion de ambas metaloproteinasas (MMP)
de matriz que hidrolizan proteinas de la matriz extrace-
lular (ECM) e inhibidores tisulares de las metaloprotei-
nasas (TIMP). En ratones RVD knock-out, la expresién
desequilibrada de MMP/TIMP se caracteriz6 por la re-
gulacion positiva de las metaloproteinasas MMP-2 y
MMP-9 negativa de TIMP-1 y TIMP-3. El desequilibrio
entre MMP y TIMP promovié la destruccién de tejido
miocardico y remodelado ventricular; todo ello intima-
mente relacionado con los procesos complejos de inicia-
cidn y progresion IC diastolica y sistdlica?®. También cabe
sefialar que se ha objetivado que determinadas citoqui-
nas inflamatorias como la TNF-alfa también son un im-
portante regulador de la actividad de las MMP, y pueden
contribuir a esta via fisiopatolégica?.

La enfermedad arterial coronaria es un importante
factor para el desarrollo de IC, y el déficit de vitamina D
se ha relacionado con un aumento de la arteriosclerosis
y calcificacion de las arterias coronarias*27%, Esta ob-
servacion es consistente con la relacién inversa objeti-
vada entre los niveles de vitamina D y la calcificacion de
las arterias coronarias®3°31, Estd documentado que las
células endoteliales también expresan RVD, y que la vi-
tamina D aumenta la actividad de 6xido nitrico in vitro3?,
mejora la produccion del factor de crecimiento endote-
lial vascular®® y reduce la agregacion plaquetaria endo-
telial®*. Finalmente, existe evidencia de que la deficiencia
de vitamina D puede ser un factor importante regulador
del sistema cardiorrenal. Como hemos destacado pre-
viamente, el sistema cardiovascular y el renal estan in-
timamente relacionados, de tal manera que alteraciones
en el funcionamiento de uno puede deteriorar progresi-
vamente al otro3*.

Cuando existe una progresion del sindrome cardiorre-
nal esto también implica la activacién neurohormonal,
principalmente del sistema renina-angiotensina y del sis-
tema nervioso simpatico, y de mecanismos sistémicos in-
flamatorios como hemos descrito con anterioridad. Esto
influye una vez mas en la fibrosis y el remodelado ven-
tricular, alteraciones hidroelectroliticas, y disfuncién
cardiaca y renal; desencadenando un circuito vicioso ne-
gativo en respuesta al deterioro del sistema cardiorrenal,
con mayor activaciéon neurohormonal y de citoquinas in-
flamatorias, lo que resulta en una mayor disfuncién sis-
témica.

En la poblacién con enfermedad renal crénica (ERC),
al igual que en la poblacidén con IC, la prevalencia de hi-
povitaminosis D es elevada, y también se ha asociado
con un incremento de riesgo de eventos cardiovascula-
res3*. Una reduccion de actividad de la enzima 1-alfa-hi-
droxylasa y la depleciéon de proteinas de unién de la
vitamina D al RVD secundaria a proteinuria son las res-
ponsables de que los pacientes con ERC tengan una de-
ficiencia de vitamina D. Por tanto, la correlacion estrecha
de laICy enfermedad renal crénica resalta la importan-
cia de la vitamina D en ambas patologias y en la fisiopa-
tologia del sindrome cardiorrenal.
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Tabla 1. Prevalencia del déficit de vitamina D en insuficiencia cardiaca (IC)

Pl;lmer autor Pacientes Criterio Definicion de Edad~medla .
Ao (n) de inclusion hipovitaminosis (afios) Prevalencia
Tipo de estudio P /mujeres (%)
Pacientes 245 afos Fesdgul B el
S e | ety ol con IC vs. poblacién 25-HCC 75,9+10,7/ (Eeibitem e 220,
2012 . 3.009/46.825 control con 25-HCC Tl 64,7/11,3 p,<0,00001). En grupo IC,
Prospectivo medida solo el 8,8% tenian
25-HCC >30 ng/ml
Liu L etal
2011 548 IC NYHA II-IV L (e 74/61 75% cohorte
. <20 ng/ml
Prospectivo
. 2 p
Kim DH et al. Adultos con niveles 25-HCC 74% de la.pobl.acmr.lgenferal.
2008 8.351 de 25-HCC medidos <30ing/ml 89% de hipovitaminosis D
Transversal & en pacientes con ICy EAC
Ambos grupos con IC
presentaron niveles
Zittermann et al. Pacientes IC NYHA disminuidos de 25-HCC y
2003 24/34/34 II—lV~<50 afos vs. 250 38,9/64,1/68,9 calc1tr101' €p<.0,001).
afios vs. control Correlacién inversa de
Transversal . ~ . . .
sin IC 250 afios niveles de vitamina D con
severidad de IC (valorada
por niveles de Nt-proBNP)
17% de hipovitaminosis D
en pacientes con 25-HCC
Shane E et al. IC NYHA III-1V; 25-HCC <9 ng/mly 26% con
1997 101 consideracion para NE/22 1,25(0H),D <15 pg/ml.
<9 ng/ml A
Transversal trasplante Correlacién inversa entre

severidad de IC y niveles
de vitamina D

NYHA: escala New York Heart Association; EAC: enfermedad aguda coronaria; Nt-proBNP: propéptido natriurético cerebral N-terminal;

NE: no especificado.

PREVALENCIA DE HIPOVITAMINOSIS D E INSUFICIENCIA CARDIACA

Aunque no existe consenso sobre los niveles 6ptimos de
vitamina D, la deficiencia de esta hormona es definida por
la mayoria de los expertos como un nivel de 25-hidroxi-
colecalciferol (25-HCC) inferior a 20 ng/ml*3%42, Para ser
mas especificos, de acuerdo al consenso uniformemente
aceptado por las sociedades cientificas dedicadas al me-
tabolismo mineral 6seo, se considera que los pacientes
tienen unos niveles 6ptimos de vitamina D cuando los va-
lores séricos de 25-HCC estén por encima de 30 ng/ml;
entre 29 y 20 ng/ml se considera que existe una insufi-
ciencia; y por debajo de 20 ng/ml se establece la existen-
cia de una deficiencia, que seria severa con cifras de
25-HCC inferiores a 10 ng/ml®*#!, Asimismo, ha emergido
la teoria de la relacién en forma de U entre los niveles de
vitamina D y cualquier causa de mortalidad, enfermedad
cardiovascular, determinados tipos de cancer, caidas y
fracturas, y que la intoxicacion por vitamina D se observa
con unos niveles séricos de 25-HCC >150 ng/ml*3. Las
guias de practica clinica recomiendan que los niveles de
vitamina D en plasma no deben medirse rutinariamente

en la poblacién general y solo deberia ser medido en pa-
cientes de poblaciones consideradas en riesgo parala de-
ficiencia de esta hormona*+*7.

En los dltimos afios se ha evidenciado que probable-
mente el déficit de vitamina D ha sido infraestimado y
es mucho mas prevalente de lo que se habia reconocido.
Se estima una prevalencia mundial de un billén de indi-
viduos con niveles de vitamina D deficitarios e insufi-
cientes*? y se ha descrito que el 40-80% de la poblacion
adulta presenta déficit de vitamina D*#*° siendo de es-
pecial importancia en mujeres de paises del Medio Este.
Se han descrito numerosos factores de riesgo para la de-
ficiencia de la vitamina D, como son la edad, hiperpig-
mentacién cutinea, internamiento en instituciones,
latitud distanciada del Ecuador, obesidad, tabaquismo,
nefropatia, hepatopatia o determinados farmacos como
los corticoides, fenitoina o el fenobarbital*’. De especial
relevancia es la epidemia global de obesidad en paises
desarrollados, que influye de manera significativa en el
déficit de vitamina D, dado el secuestro que tiene lugar
de dicha hormona en el tejido adiposo*.
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Tabla 2. Niveles de vitamina D y riesgo de insuficiencia cardiaca (IC)

Primer autor . T Edad media
. Pacientes Criterio o ..
Aio () de inclusién (afios) Seguimiento Resultados
Tipo de estudio Sexo F (%)
- Comparacion entre pacientes con
Poblacién general PTH <65 y 265 pg/ml; estos ultimos
Bansal N et al. libre de ECV 62 presentaban un 50% (CI 95%: 3-20%)
2014 6.469 establecida (Multi 53 8,4 afios mayor riesgo de incidencia de IC y
Prospectivo Ethnic Study of 5,3 g (C195%: 2,6-7,9 g) mas masa
Atherosclerosis) ventricular izquierda por RNM
- Sin asociacién entre IC y 25-HCC
-En pacientes con PTH >55,6 pg/ml,
Wannamethee Poblacién general riesgo de IC de novo del 1,66 HR (CI
SGetal 3713 edad 60-79 afios 68 13 afios 95%: 1,30-2,1)
2014 ' cony sin ECV 0 - Sin asociacion entre los niveles de
Prospectivo establecida 25-HCC, calcio o fosforo con riesgo
de IC (HR=1,07; CI 95%: 0,67-1,71)
- En pacientes con 25-HCC <15 ng/ml,
riesgo mayor del 29% (CI 95%: 5-55%
mayor) de mortalidad por cualquier
causa.
Kestenbaum B . Cada 10 ng/ml menos de 25-HCC se
etal Sujetos sanos 75 - . A .
2011 2.312 565 afios NI 14 afios asocid a un 9% mas de riesgo rela-
. tivo de mortalidad (CI 95%: 2-17%
Prospectivo
mayor)
- En pacientes con PTH= 65 pg/ml,
un riesgo mayor del 30% (CI 95%:
6- 61%) de incidencia de IC
2,84 HR (IC 95%: 1,20-6,74) para
muerte por ICy 5,05 HR (IC 95%:
2,13-11,97) para muerte subita
cuando se compara pacientes con
Pacientes hipovitaminosis D severa (25-HCC
Pilz S et al. caucasicos 63 <10 ng/ml frente a pacientes con
2008 3.299 sometidos a un NI 7,7 afios niveles 6ptimos de vitamina D
Prospectivo cateterismo (25-HCC >30 ng/ml).
cardiaco Correlacién inversa con niveles de

niveles de 25-HCCy 1,25(0H),D, y
Nt-proBNP (r=-0,190y -0,255,
respectivamente; p<0,001) y con
FEVI (p<0,001)

ECV: enfermedad cardiovascular; RMN: resonancia magnético nuclear; NI: no indicado; HR: hazard ratio; Cl: intervalo de confianza;
Nt-proBNP: propéptido natriurético cerebral N-terminal; FEVI: fracciéon de eyeccion ventricular izquierda.

También es cierto que se ha objetivado un déficit de
vitamina D tanto en poblacién joven y aparentemente
sana®, describiéndose hasta en aproximadamente el
50% de los adultos jovenes; incluso en estudios llevados
a cabo en areas con elevada exposicion a luz solar como
las Islas Canarias, Israel, Australia, Turquia, India o el Li-
bano, donde un 30-50% de los nifios y adultos tienen
unos niveles de 25-HCC <20 ng/ml>-%3,

Asimismo, datos obtenidos del National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) objetivaron
una prevalencia de hipovitaminosis D del 74% en la
poblacion general, aumentando significativamente la
prevalencia hasta el 89% cuando se tenia en cuenta Uni-
camente a pacientes con IC y enfermedad coronaria ar-

terial (odds ratio [OR]=3,52; intervalo de confianza [CI]
95%: 1,58-7,84)5%. Otro estudio, de similares caracte-
risticas en el que se incluyeron 4.105 sujetos de una
poblacion general con al menos una determinacién de
vitamina D, objetivo que unicamente el 36% de esta
cohorte tenfan unos niveles de vitamina D dentro de la
normalidad. Una mayor prevalencia de insuficiencia car-
diaca (90% relativa y 9% absoluta) se objetivé en suje-
tos con niveles de vitamina D <15 ng/ml, y en un
seguimiento de 1,3+1,2 afios de una poblacién mayor de
50 afios se objetivo una incidencia de nuevos casos de
IC en el 2,5% de esta cohorte. En este estudio se con-
cluyé que los niveles de vitamina D en plasma tienen una
correlacién inversa con el riesgo de desarrollar IC, y los
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Tabla 3. Impacto prondstico del déficit de vitamina D en pacientes con insuficiencia cardiaca (IC)

Primero autor . T Niveles
- Pacientes Criterios A
Aio () de inclusién Seguimiento de Resultados
Tipo de estudio vitamina D
- Correlacion inversa de los niveles
de 1,25(0H),D con la severidad de
G Detal IC (valores medios: NYHA II: 33,3
2;‘1550“ : 170 IC NYHA II-1V 21 afios NE pg/ml, NYHA III: 23,4 pg/ml, NYHA
P , con FEVI <35% ’ IV: 14,0 pg/ml; p<0,001)
rospectivo - 1,25(0H),D y su ratio a PTH
(1-84) predictor independiente de
mortalidad cardiovascular en IC
- Mayor mortalidad en pacientes
. o con IC (HR=1,52; C1 95%: 1,21-1,92;
Pacientes 245 afios
Gostman I et al. 3.009 con won IC vs T p<0,001)
2012 1C/46.825 . ) 518 dias - Reducciéon de mortalidad en pa-
. poblacién control <10 ng/ml . .
Prospectivo control . cientes que recibieron suplementa-
con 25-HCC medida L. . .
ci6én con vitamina D (HR 0,68;
CI 95%: 0,54-0,85; p<0,0001
- Por cada 4 ng/ml de descenso de
25-HCC, mayor riesgo de muerte
por objetivo final combinado de
. muerte por cualquier causa o insufi-
LiuL et al IC NYHA II-1V ciencia cardiaca y rehospitalizacion
2011 548 18 meses NE y P

. hospitalizados
Prospectivo

(HR=1,09; C1 95%:1,00- 1,16) y
mayor mortalidad por cualquier
causa (HR=1,10; CI 95%: 1,00-1,22)
- Sin efecto significativo en
rehospitalizacion por IC

NYHA: escala New York Heart Association; FEVI: fraccion de eyeccion ventricular izquierda; HR: hazard ratio: CI: intervalo de confianza;

NE: no especificado.

valores de riesgo ajustados para IC fueron de 2,01y 1,3
para valores ente 16-30 ng/ml y <15 ng/ml, respectiva-
mente’.

También se ha demostrado elevada prevalencia de
déficit de vitamina D en pacientes con IC evaluados para
trasplante cardiaco, asi como su correlacién inversa
entre los niveles séricos de vitamina D y la severidad de
la IC%5. Esta relacion también se ha objetivado por otros
grupos usando controles sin insuficiencia cardiaca®® in-
cluso en pacientes mas jovenes, lo cual sugiere que
existe una asociacion entre IC y déficit de vitamina D que
es independiente de la edad.

Por lo tanto, aunque existe una elevada prevalencia
de hipovitaminosis D en la poblacién general aparente-
mente sana, este déficit parece ser mas marcado en la
poblacién con IC (Tablas 1,2 y3).

RELACION ENTRE LA VITAMINA D Y LA INSUFICIENCIA CARDIACA

La IC es una enfermedad con elevada repercusion socio-
sanitaria, por eso se ha intentado hacer un esfuerzo es-
pecial a la hora de predecir el riesgo de desarrollar IC e
identificar aquella poblacién en riesgo en la que se debe
enfatizar una prevencion primaria mas activa. Por ello, y
dada la elevada morbimortalidad de la IC, resulta intere-
sante encontrar marcadores prondsticos en esta patologia
que puedan predecir mortalidad. En este sentido también
se ha intentado confirmar mediante estudios longitudi-

nales la asociacion entre los niveles de vitamina D y el
riesgo de IC y de eventos adversos.

La vitamina D se ha asociado con el desarrollo de IC
y como factor prondstico independiente de mortalidad
por IC y muerte subita en un estudio prospectivo de
3.299 pacientes caucasicos sometidos a cateterismo car-
diaco, con un seguimiento de 7,7 afios de media. Cuando
se compararon pacientes con hipovitaminosis D severa
(25HCC <10 ng/ml) frente a pacientes con niveles dpti-
mos de vitamina D (25-HCC >30 ng/ml), se obtuvo un
hazard ratio (HR) de 2,84 (CI 95%: 1,20-6,74) para
muerte por ICy 5,05 (CI1 95%: 2,13-11,97) para muerte
subita. También se objetivd una correlacion inversa
entre los niveles de propéptido natriurético cerebral N-
terminal (Nt-proBNP) y los niveles séricos vitamina D, y
una asociacion inversa con la clase funcional de la NYHA
(New York Heart Association)®’. Estos hallazgos también
han sido corroborados posteriormente en un estudio de
2.312 sujetos sanos mayores de 65 afios, donde se obje-
tivé que pacientes con 25-HCC <15 ng/ml tenian un
riesgo mayor del 29% (CI 95%: 5-55% mayor) de mor-
talidad por cualquier causa, y que por cada 10 ng/ml
que disminuia el 25-HCC aumentaba un 9% el riesgo re-
lativo de mortalidad (CI 95%: 2-17%)%.

Los datos hasta el momento que relacionan los niveles
de vitamina D con el riesgo de desarrollar IC son discre-
pantes. Por una parte, no se ha objetivado una asociacién
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inequivoca de los niveles de vitamina D con la incidencia
de IC, pero por otra, si que se ha objetivado su asociacion
con los niveles de PTH2%5859, Asi, en un estudio de 6.469
personas de una poblacién general libre de enfermedad
cardiovascular establecida, con un seguimiento medio de
8,4 afios, tras realizar una comparacién de pacientes con
niveles de PTH <65 pg/ml y PTH 265 pg/ml, estos ulti-
mos presentaban un 50% (CI 95%: 3-20%) de mayor
riesgo de incidenciade ICy 5,3 g (CI 95%: 2,6- 7,9 g) mas
de masa ventricular izquierda determinada por RNM?%2,
Asimismo, en una cohorte de 3.713 varones de entre 60-
79 afios con y sin enfermedad cardiovascular, se objetivd
que en pacientes con niveles de PTH >55,6 pg/ml, existia
un mayor riesgo de IC de novo (HR=1,66; CI 95%: 1,30-
2,1)%. Estos hallazgos fueron demostrados previamente
por Kestenbaum et al. en un estudio de 2.312 sujetos
sanos 265 afios de edad, en los que, tras un seguimiento
de 14 afios, objetivaron que los pacientes con PTH 265
pg/ml presentaban un mayor riesgo de un 30% (CI 95%:
6-61%) de incidencia de IC?°.

Esto es interesante dado que niveles elevados de PTH
generalmente identifican a pacientes con niveles bajos
de vitamina D, pudiéndose confundir la relacion exis-
tente entre la hipovitaminosis D y los niveles de PTH con
la IC. De hecho, el progresivo deterioro de la funcién
renal, la inactividad fisica, asi como la reduccion de la
absorcion de calcio, son tanto causas como consecuen-
cias de la hipovitaminosis D, que se asocian a su vez con
un aumento de los niveles de PTH. Por tanto, a la luz de
los estudios expuestos previamente, se puede extrapolar
que se ha evidenciado que existe una asociacion inde-
pendiente de riesgo de insuficiencia cardiaca en pacien-
tes con niveles bajos de vitamina D o niveles elevados de
PTH. Esto es interesante, pues algunos autores conside-
ran que son los niveles de PTH los que predicen la en-
fermedad cardiovascular®.

En los ltimos afios se han publicado numerosos estu-
dios en los que no solo se ha objetivado una elevada preva-
lencia de déficit de vitamina D en pacientes con IC, sino que
también se ha relacionado a la vitamina D como marcador
de enfermedad mas severa y de mayor tasa de eventos ad-
versos en pacientes con insuficiencia cardiaca. Se ha objeti-
vado unarelacién inversa entre niveles de 25-HCC y niveles
de péptido natriurético B (BNP) en pacientes con IC2>*, asi

como de funcién ventricular®, reportdndose como marca-
dor independiente de hospitalizacion por IC y mortalidad®.

Sin embargo, también existe la teoria de que el déficit
de vitamina D en pacientes con IC se produce porque
estos pacientes tienen una peor clase funcional, estan
mas débiles y, por lo tanto, tienen un estilo de vida mas
sedentario, por lo que tienen una menor exposicién a la
luz solar, lo que condiciona una menor produccion de vi-
tamina D en la piel y que tengan concentraciones mas
bajas de vitamina D®2. Esto se pone en duda en distintos
estudios en los que, tras un analisis multivariante con la
cuantificacion de la actividad fisica, se objetiva una aso-
ciacion entre los niveles de vitamina D y la disfuncién
ventricular y la mortalidad por IC que sigue siendo sig-
nificativa®e.

Finalmente, es interesante también comentar la
fuerte asociacién que se ha encontrado entre pacientes
con fibrilacién auricular e IC (dado que la fibrilacion au-
ricular es un desencadenante importante para la exacer-
bacion de IC y fracaso terapéutico) en un estudio
observacional en el que se incluyeron 180 pacientes se-
parados en dos grupos, en base a si estaban en ritmo si-
nusal o fibrilacién auricular permanente®. En el grupo
de fibrilacién auricular se objetivé que los niveles plas-
maticos de vitamina D eran significativamente menores
(11,05 ng/ml frente a 20 ng/ml; p<0,001), los niveles de
PTH eran significativamente mayores (76,7 frente a 55
pg/ml; p<0,001), y el tamafio auricular era significativa-
mente mayor (45,03 mm/m? frente a 42,05 mm/m?;
p<0,01) que en el grupo en ritmo sinusal. Resultaron ser
predictores independientes de fibrilacion auricular los
niveles de vitamina D (OR=0,854; CI 95%: 0,805-0,907;
p<0,001) y el tamafio auricular/superficie corporal
(OR=1,077; C1 95%: 1,003-1,156; p<0,05). En este estu-
dio se estableci6 el nivel de vitamina D como punto de
corte predictivo de fibrilacién auricular en 16,50 ng/ml
(76,0% de sensibilidad y 65,5% de especificidad, area
bajo la curva -AUC- =0,75; CI 95%: 0,67-0,82).

En conclusion, existe evidencia experimental y clinica
que demuestra mecanismos fisiopatoldgicos plausibles y
una asociacion directa e indirecta entre la vitamina D con
la IC y el sistema cardiovascular. El déficit de vitamina D
es muy elevado en pacientes con IC y se podria asociar al
prondstico de estos pacientes*681017.1920243031,35-37
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