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Gonzalez Macias ]
Catedrdtico de Medicina
Profesor emérito de la Universidad de Cantabria

Las innovaciones en la conducta terapéutica frente a una
determinada enfermedad tienen, en general, la finalidad
de mejorar su eficacia. Pero en algunas ocasiones pue-
den tener otros motivos; por ejemplo, evitar efectos se-
cundarios, abaratar el coste o conseguir que la forma de
administracién de un firmaco sea mas comoda. La tera-
pia secuencial supone una innovacion terapéutica en el
campo de la osteoporosis.

La primera forma de terapia secuencial utilizada en
la osteoporosis fue probablemente la denominada ADFR
(A = activate remodelling, D = depress resorption, F = free
formation, and R = repeat) o “terapia de coherencia”, ini-
cialmente propuesta por Frost alrededor de 1980, El
planteamiento tedrico en que se basaba esta estrategia
era sincronizar las unidades de remodelacién, situdndo-
las en fase resortiva, mediante la administraciéon de un
farmaco estimulador de los osteoclastos, para a conti-
nuacioén inhibirlos. Después se dejaba un tiempo libre
de 2-3 meses, durante el cual se suponia que los osteo-
blastos, activados por el acoplamiento puesto en marcha
con el estimulo inicial de los osteoclastos, desarrollaban
el efecto osteoformador. La pauta ADFR fue una innova-
cion terapéutica que pretendia mejorar la eficacia del
tratamiento de la osteoporosis, pero que resulté un in-
tento fallido.

La siguiente forma de tratamiento secuencial que se
plante6 en la osteoporosis lo hizo mucho mas tarde,
unos 20-25 afios después. Y, a diferencia de la pauta
ADFR, no se establecié como consecuencia de un razo-
namiento tedrico, sino que surgié como una necesidad
cuando se comprobd que la suspension de la adminis-
tracién de teriparatida se seguia de una pérdida de los
efectos conseguidos con ella, a menos que se adminis-
trara un firmaco antirresortivo? Se trataba por tanto de
una pauta de las que antes calificAbamos como desti-
nada a mejorar la eficacia terapéutica.

También puede aplicarse la terapia secuencial en el
campo de la osteoporosis para evitar efectos secundarios.
De hecho, el conocimiento de que el tratamiento prolon-
gado con antirresortivos potentes (bisfosfonatos, deno-
sumab) puede conducir a complicaciones graves, como la
fractura atipica de fémur (FAF) y la osteonecrosis de los
maxilares, ha propiciado al menos dos formas de terapia
secuencial en el manejo de la enfermedad. Una de ellas,
sélo aplicable a mujeres relativamente jévenes (50-60
afios) con una osteoporosis leve-moderada que no en-
trafie riesgo de fractura de cadera, consiste en adminis-
trar durante los primeros 6-8 afios (segun la edad de la
paciente) un SERM, de forma que los bisfosfonatos o el
denosumab puedan introducirse més tarde, y la enferma
pueda retrasar su exposicion al riesgo de las complicacio-
nes referidas?. La otra afecta a aquellos enfermos que ya
se encuentran en tratamiento con estos farmacos, y lo
hacen desde al menos cinco afios antes. En ellos cabe

plantearse la posibilidad de suspender el fArmaco (con-
cretamente en el caso de los bisfosfonatos), ya que se sabe
que con ello el riesgo de la FAF disminuye rapidamente.
Antes debe valorarse la relacion riesgo-beneficio. Si se
suspende el bisfosfonato, disminuye el riesgo de FAF, pero
aumenta el de fractura osteopordtica. Cuando éste es pe-
quefio, el riesgo puede asumirse. La retirada del farmaco
sitlia entonces al paciente en lo que denominamos “vaca-
ciones terapéuticas”. Tras ellas debera reintroducirse el
farmaco, para volver, tal vez, en el futuro a un nuevo pe-
riodo de vacaciones (ciclos bisfosfonato-vacaciones-bis-
fosfonato-vacaciones, etc, con los que el paciente podria
mantenerse adecuadamente tratado el resto de su vida).
Si el riesgo de fractura osteopordtica es grande, lo que
cabe hacer, en vez de suspender el tratamiento, es admi-
nistrar un fArmaco que no comporte el riesgo de las com-
plicaciones referidas: concretamente, la teriparatida (lo
que Nelson Watts en algunos webinars de la ASBMR ha
denominado muy graficamente “periodo sabatico”, esta-
bleciendo una analogia con las vacaciones terapéuticas).
Tanto la secuencia bisfosfonatos-vacaciones-bisfosfona-
tos, etc, como la secuencia bisfosfonatos-teriparatida-bis-
fosfonatos, son dos buenos ejemplos de tratamientos
secuenciales orientados a evitar complicaciones. Discutir
hasta qué punto el concepto de vacaciones terapéuticas
podria aplicarse al denosumab y el de periodo sabético al
romosozumab, exige unos comentarios que estan mas
alla del propdsito de este editorial.

Hay otra razén que puede motivar un cambio de tra-
tamiento en la osteoporosis: la percepcidn, al valorar la
evolucion de un paciente, de que la respuesta es inade-
cuada y procede realizar un cambio (puede ser discuti-
ble que un cambio de fAirmaco por esta razén encaje en
el concepto de “terapia secuencial” —en otros campos de
la patologia no se consideraria asi-; no obstante, a los
efectos de lo que hoy estamos comentando, podemos
aceptarlo). Se ha dicho® que, en tal caso, la actitud po-
dria consistir en una de estas tres posibilidades: a) cam-
bio del farmaco considerado insuficientemente eficaz
por otro del mismo tipo que se estima mas potente; b)
cambio de un farmaco oral por uno inyectable; ¢) cambio
de un antirresortivo por un osteoformador. Tal vez hoy
podriamos anadir, para determinadas ocasiones, una
cuarta posibilidad: la combinacién de dos farmacos, en
general un osteoformador y un antirresortivo (imagine-
mos, por ejemplo, un fracaso terapéutico del denosumab
en una situacion en que, por falta de disponibilidad o por
estar contraindicado, no puede utilizarse el romosozu-
mab; ya que la administracién de teriparatida después
del denosumab esta desaconsejada, podria pasarse a
una asociacion de teriparatida con zoledronato o incluso
con el propio denosumab). La combinacion, por tanto,
puede constituir un eslabén mas en la cadena terapéu-
tica del tratamiento secuencial.
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Las pautas secuenciales posibles para el tratamiento
de la osteoporosis son muy numerosas. Afortunada-
mente, casi todas ellas han sido estudiadas y, en conse-
cuencia, disponemos de bastante informacion sobre las
mismas. Pero precisamente lo elevado de su nimero y
la existencia ocasional de discrepancias en sus resulta-
dos, exigen, para facilitar su conocimiento, llevar a cabo
una tarea de sistematizacion y analisis necesariamente
laboriosa. Y esta es exactamente la tarea realizada por
los Drs. Casado y Neyro en el articulo que publican en
este numero de la Revista®, gracias a la cual nos serd mas
facil desenvolvernos en un campo tan complejo.

Las secuencias terapéuticas consideradas en dicho
articulo constituyen una buena base sobre la que decidir
que pautas concretas de tratamiento son convenientes.
En algunos casos sera suficiente con la informacién de
que ya disponemos. Pero otras veces se necesitaran nue-
vos estudios que completen los existentes hasta ahora.
Esto ultimo ocurrirg, por ejemplo, cuando los datos ac-
tuales procedan de estudios cuyas variables de resultado
no sean las fracturas, sino otras de caracter subrogado
(en general, la densidad mineral 6sea [DMO]). O cuando
sea preciso incluir aspectos no considerados previa-
mente en la pauta de que se trate, como los econémicos
o los relacionados con la comodidad de la administra-
cion del farmaco. Hay multiples ejemplos. La adminis-
tracion de denosumab después de un bisfosfonato
aumenta mas la DMO, pero carecemos de datos respecto
al efecto que ello tiene en la reduccion de fracturas (esta
idea de alcanzar un determinado valor de DMO -mas
concretamente del indice T- responde a un concepto
muy atractivo -el del “treat-to-target’-, que posible-
mente llegue a jugar un papel interesante en el futuro,
pero que hoy por hoy no esta suficientemente maduro).
A este respecto, algunos autores’® han insistido recien-
temente en la similitud de la eficacia del zoledronato y
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el denosumab en la reduccién del riesgo de fracturas
pese al mayor efecto del segundo sobre la DMO. Los os-
teoformadores se han mostrado mas eficaces que los an-
tirresortivos orales, pero no sabemos qué ocurriria si se
les comparara con el denosumab o el zoledronato. Co-
menzar un tratamiento con un osteoformador para se-
guir con un antirresortivo puede ser mas eficaz que
comenzar con el antirresortivo directamente cuando el
riesgo de fractura es muy alto, pero no se ha compro-
bado que ocurra lo mismo cuando el riesgo no es tan ele-
vado. Llama, por cierto, la atencién, que autores que
defienden que esta pauta se utilice de forma préactica-
mente generalizada, indican explicitamente en sus pu-
blicaciones que esta propuesta se hace sin tener en
cuenta aspectos econémicos y de comodidad de uso del
osteoformador®!?, Se ha planteado también la adminis-
tracion de ciclos de un fairmaco osteoformador separados
por la de un antirresortivo como una forma particular-
mente eficaz de tratar la osteoporosis. Se ha sugerido in-
cluso la administracion de dos osteoformadores de
forma sucesiva, uno a continuacion del otro. De nuevo,
son ejemplos de planteamientos tedricos sugestivos pen-
dientes de evaluar en la practica tanto desde el punto de
vista de su eficacia como de su viabilidad (coste, acepta-
cién por el enfermo).

En definitiva, el tratamiento secuencial, con sus diver-
sas modalidades, representa un claro avance en el ma-
nejo de la osteoporosis. Las posibilidades son multiples,
pero quedan aspectos por dilucidar. La experiencia con
la pauta ADFR nos ensefia a ser prudentes con la acep-
tacion de innovaciones terapéuticas. Revisiones como la
publicada por los Drs. Casado y Neyro son de gran ayuda
para que podamos manejarnos en un campo que em-
pieza a hacerse muy complejo, y en el que es necesario
que sepamos distinguir lo que ya estd comprobado de lo
que no pasa de ser meramente especulativo.
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Resumen

El tratamiento para la osteoporosis suele ser largo en el tiempo, por lo que es necesario en muchas ocasiones recurrir
a una estrategia secuencial de tratamiento. El clinico debe saber no solo seleccionar la mejor terapia disponible en cada
situacion clinica, sino también cdmo discontinuar o cambiar de tratamiento en un momento determinado de la evolucion
de la enfermedad.

En este documento presentamos de forma resumida una revisién de los mecanismos de accion y las consecuencias de
la discontinuacion de cada uno de los farmacos para la osteoporosis, asi como qué ocurre en las diferentes secuencias
de tratamiento.

La discontinuacién de denosumab tiene consecuencias claramente negativas para el hueso, y solo los bisfosfonatos, por
tener un efecto antirresortivo residual, podrian discontinuarse durante un tiempo limitado (vacaciones terapéuticas).
El cambio de un antirresortivo por otro antirresortivo con diferente mecanismo de accion es una opcién que puede ser
favorable en el manejo de algunos pacientes con osteoporosis. Cambiar un antirresortivo por un osteoformador puede
asociarse a una pérdida inicial de densidad mineral dsea que no parece tener consecuencias negativas en la eficacia an-
tifractura. Empezar con un tratamiento osteoformador (teriparatida o romosozumab) y cambiar posteriormente a un
antirresortivo constituye la mejor secuencia de tratamiento, por lo que podria ser la opcién preferente en pacientes con

muy alto riesgo de fractura.

Palabras clave: terapia secuencial, osteoporosis, tratamiento, antirresortivo, osteoformador.

INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad sistémica cronica ca-
racterizada por un deterioro de la densidad y/o calidad
6sea, que predispone a un mayor riesgo de fractural.
Todos los tratamientos para la osteoporosis han de-
mostrado mayor o menor eficacia en la reduccién del
riesgo de fractura, sobre todo en mujeres postmenopau-
sicas?. Este efecto beneficioso se produce a partir de la
modificacion del proceso de remodelado 6seo con el
consecuente aumento de la densidad mineral ésea
(DMO) y/o una modificacién de la microarquitectura del
hueso, aunque para ello se requiere un tratamiento pro-
longado durante afios en la mayoria de los casos.
Aunque el tratamiento con antirresortivos, terapia hor-
monal de la menopausia [THM], moduladores selectivos
de los receptores estrogénicos [SERM], bisfosfonatos [BP]
y denosumab [DMAB]) puede mantenerse durante al
menos 5-10 afios, siempre debe tenerse en cuenta el ba-

»
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lance entre riesgo y beneficio, pues en tratamientos pro-
longados con los farmacos de mayor potencia antirresor-
tiva (BP y DMAB) se ha descrito un aumento del riesgo de
algunas complicaciones muy infrecuentes como la osteo-
necrosis del maxilar o la fractura atipica de fémur3

En el caso de los fairmacos osteoformadores (teripa-
ratida [TPTD] y abaloparatida [ABL]) o farmacos con
efecto dual (romosozumab [ROMO]) la duracién del tra-
tamiento esta limitada a un menor periodo de tiempo.
TPTD y ABL (esta tltima no autorizada para su comer-
cializacion en Europa) no se recomiendan administrar
durante mas de 2 afios>¢, y ROMO no debe administrarse
mas alla de 12 meses’.

En los ultimos afios ha ido adquiriendo importancia
el término tratamiento secuencial en el manejo de los
pacientes con osteoporosis, es decir el uso secuencial de
diferentes tratamientos para conseguir el maximo de efi-
cacia con el menor riesgo de complicaciones®.
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VENTAJAS DE UN TRATAMIENTO SECUENCIAL

En el manejo de los pacientes con osteoporosis es nece-
sario en muchas ocasiones recurrir a una estrategia se-
cuencial de tratamiento a lo largo de los afios. Después
de utilizar un tratamiento durante un periodo de tiempo
determinado, puede ser beneficioso recurrir a su discon-
tinuacion o su sustitucién por otro diferente, a modo de
una secuencia.

Son varios los motivos que justifican una terapia se-
cuencial en el paciente con osteoporosis:

1. La osteoporosis es una enfermedad crénica que re-
quiere un tratamiento prolongado en el tiempo, proba-
blemente durante muchos afios.

2. Algunos tratamientos para la osteoporosis tienen
una duracién maxima recomendada (por ejemplo, 2 afios
en el caso de TPTD y ABL o 1 afio en el caso de ROMO).

3. Algunos tratamientos se asocian a algunas compli-
caciones infrecuentes, sobre todo si se utilizan durante
mas de un determinado tiempo (por ejemplo, las fractu-
ras atipicas de fémur son mas frecuentes en pacientes
tratados con BP durante mas de 5 afios).

4. Con algunos de los tratamientos para la osteopo-
rosis se produce una pérdida en la ganancia de DMO si
tras su discontinuacién no se administra otro diferente.

5. En algunos casos se consigue mayor eficacia cuando
se utiliza una secuencia de 2 o mas farmacos que si se uti-
liza un solo farmaco en el mismo periodo de tiempo.

6. Los pacientes tienden a cansarse y pierden adhe-
rencia a los tratamientos, cuando estos se administran
de forma muy crénica durante afios, sin cambios en las
pautas de administracion®.

7. En ocasiones se produce una respuesta inadecuada
al tratamiento, ya sea por una pérdida de DMO o por el
desarrollo de nuevas fracturas a pesar de seguir el trata-
miento de forma correcta; o simplemente una respuesta
insuficiente para alcanzar un objetivo terapéutico (estra-
tegia “treat-to-target”).

En todas estas situaciones deberiamos plantear un
cambio en el tratamiento para la osteoporosis. Aunque
en algunos casos podria ser mejor una interrupcion tem-
poral, en la mayoria de las situaciones seria mas ade-
cuado sustituir el tratamiento por otro diferente.

Por todo ello es muy importante que el clinico conozca
las ventajas y desventajas de las diferentes secuencias de
los tratamientos en el paciente con osteoporosis.

MECANISMO DE ACCION DE LOS FARMACOS PARA LA OSTEOPOROSIS

Para el buen manejo del paciente con osteoporosis es ne-
cesario saber seleccionar la mejor terapia disponible en
cada situacion clinica, asi como discontinuar o cambiar
cuando el balance riesgo-beneficio asf lo recomiende, por
lo que es indispensable conocer muy bien el mecanismo de
accion, eficacia y seguridad de cada uno de los farmacos.

Terapia hormonal de la men ia (THM

El tratamiento con estrégenos, solos o en combinacién
con progestagenos (dependiendo de que la paciente con-
serve su Utero o no), actda a través de la activacion de los
receptores nucleares estrogénicos (ERa and ERf) distri-
buidos en diferentes tejidos del organismo. En el hueso
predominan los receptores ERa, cuya estimulacion por
un lado inhibe la osteoclastogénesis a partir de la inhibi-
cién del ligando del receptor activador del factor nuclear
kappa B (RANKL) y la estimulacién de la osteoprotege-
rina (OPG)*, y por otro lado también se han descrito efec-
tos sobre la osteoformacion, a través de la estimulacion
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de factores como IGF-1 o la inhibicién de esclerostina!.
En el remodelado 6seo la THM tiene un efecto antirresor-
tivo, con el consiguiente aumento de DMO y disminucién
del riesgo de fractura vertebral, no vertebral y de cadera,
especialmente cuando se administran en los 5-10 prime-
ros afnos después de ocurrida la menopausia'2.

Sin embargo, ante el muy debatido riesgo de cancer
de mama y las complicaciones cardiovasculares en tra-
tamientos prolongados con estrégenos solo confirmadas
en tratamientos iniciados mas alla de los 60 afios, en la
actualidad se asume que la THM se reserve para mujeres
con insuficiencia ovarica prematura y para las menores
de 60 afios con sintomas climatéricos manifiestos, en las
que los beneficios superan claramente a los riesgos*3.

Modulador lecti los r I rogéni
(SERM)

Los SERM son un grupo de fAirmacos con actividad ago-
nista en receptores estrogénicos del hueso, inhibiendo la
resorcion, y antagonista en receptores estrogénicos de la
mama y el endometrio, por lo que pueden aportar el
efecto beneficioso de los estrégenos en pacientes con os-
teoporosis, minimizando los efectos adversos sobre otros
o6rganos'. Raloxifeno (RLX) y bazedoxifeno son los SERM
con indicacién en mujeres con osteoporosis postmeno-
pausica, pues aumentan la DMO y reducen el riesgo de
fractura vertebral. La eficacia no demostrada en la reduc-
cién del riesgo de fractura no vertebral o de cadera y el
riesgo aumentado de tromboembolismo venoso restrin-
gen su uso a mujeres postmenopausicas menores de 70
afios con riesgo de fractura vertebral y bajo riesgo de
fractura de cadera y de trombosis venosa'®.

Bisfosfonatos (BP)

Los BP son compuestos derivados del pirofosfato inor-
ganico con una gran afinidad por la hidroxiapatita del
hueso, que al ser captados por endocitosis por el osteo-
clasto inhiben la farnesil pirofosfato sintetasa y condu-
cen a la apoptosis celular, con el consiguiente efecto
inhibitorio de la resorcién ésea’®.

Alendronato (ALN) y risedronato (RIS), por via oral,
y acido zoledroénico (ZOL) por via intravenosa, son los
BP mas ampliamente utilizados y recomendados por las
guias clinicas, dada la eficacia demostrada tanto en el
aumento de la DMO como en la reduccion del riesgo de
fractura vertebral, no vertebral y de cadera'>'’. Ibandro-
nato (IBN) es otro BP oral, que, aunque ofrece la ventaja
de su administracion mensual, solo ha demostrado re-
duccioén del riesgo de fractura vertebral'’.

Se han descrito algunas complicaciones infrecuentes
asociadas al tratamiento prolongado con BP, como la os-
teonecrosis del maxilar y la fractura atipica de fémur,
con incidencias del 0,1-1/10.000 y 1-2/10.000 pacien-
tes-afio, respectivamente!®.

Denosum DMAB

DMARB es un anticuerpo monoclonal completamente hu-
mano, de administracién subcutanea, con una potente ac-
tividad antirresortiva, a través del bloqueo del RANKL,
DMAB ha demostrado aumentar de forma continuada la
DMO, por lo menos durante 10 afios, y reducir el riesgo de
fracturas vertebrales, no vertebrales y de cadera®. DMAB
ha demostrado superioridad a los BP en términos de au-
mentos de la DMO, y su tratamiento prolongado también
se ha asociado a osteonecrosis del maxilar y fractura atipica
de fémur, aunque también con una muy baja incidencia?.
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Teriparati TPTD loparatida (ABL

TPTD y ABL son andlogos sintéticos de la parathormona
(PTH 1-34 y PTHrP 1-34 respectivamente) con actividad
osteoformadora y aprobados para el tratamiento de la os-
teoporosis con alto riesgo de fractura (la EMA solo ha
aprobado TPTD). Ambos farmacos se unen al receptor de
la PTH (aunque con afinidad a diferentes estados confor-
macionales) e inhiben la esclerostina, por lo que estimulan
la osteoblastogénesis, y disminuyen la apoptosis de los os-
teoblastos. Mas tardiamente, y en menor grado, aumentan
la secrecion de RANKL y por lo tanto la resorcion 6sea?.

TPTD y ABL actuian principalmente activando la for-
macio6n 6sea en las unidades de remodelado éseo tras la
fase de resorcion dsea (acoplamiento) y en menor pro-
porcion activando osteoblastos quiescentes en superfi-
cies de modelado?..

Ambos tratamientos producen un aumento de la
masa 6sea y mejoran la microarquitectura del esqueleto,
especialmente en el hueso trabecular, aumentando la re-
sistencia 6sea y disminuyendo el riesgo de fractura.

Ambos farmacos estan indicados en el tratamiento de
los pacientes con osteoporosis con alto riesgo de frac-
tura y han demostrado superioridad frente a BP??, pero
no deben administrarse mas alla de 2 afios segutn ficha
técnica.

Romosozumab (ROMQ)

ROMO es un anticuerpo humanizado de administracion
subcutanea con efecto dual sobre el remodelado 6seo,
pues inhibe la esclerostina y secundariamente RANKL,
produciendo un rapido, pero transitorio, aumento de la
formacion 6sea (osteoformador) asociada a una dismi-
nucién mas sostenida en el tiempo de la resorcién. Como
consecuencia, con este tratamiento se produce un au-
mento marcado de la DMO (mayor que con TPTD) y dis-
minucion del riesgo de fractura?324,

A diferencia de lo que ocurre con TPTD o ABL, el au-
mento de la formacién 6sea que se produce con ROMO
se debe principalmente a un aumento notable del mo-
delado dseo (formacion dsea tras la activacion de las cé-
lulas de revestimiento en areas quiescentes, sin proceso
de resorcion previa).

Los efectos beneficiosos de ROMO son tanto en el
hueso trabecular como en el hueso cortical.

Sin embargo, en su desarrollo han aparecido dudas
enrelacion a la seguridad cardiovascular, atin no resuel-
tas. En el estudio ARCH, comparativo con ALN, se ob-
servé una mayor incidencia de eventos cardiovasculares
graves en las mujeres tratadas con ROMO?.

ROMO ha sido aprobado por la EMA, aunque a dia de
la redaccién de este articulo no esté todavia comerciali-
zado en Espafia.

Segun ficha técnica solo puede administrarse durante
12 meses y esta contraindicado en pacientes con ante-
cedentes de infarto de miocardio o accidente cerebro
vascular’. Ademas, debe valorarse el riesgo cardiovas-
cular de los pacientes, basado en factores de riesgo,
antes y durante su administracion.

DISCONTINUACION DE LOS TRATAMIENTOS PARA LA OSTEOPOROSIS

Discontinuacién de la THM

La discontinuacion del tratamiento con estrégenos su-
pone en algunas pacientes un aumento del remodelado,
con un rapido descenso de DMO y progresiva pérdida de
la eficacia antifracturaria, que puede prevenirse con la
administracién de BP?6,

Discontinuacién del tratamiento con SERM

La discontinuacién del tratamiento con RLX se acom-
pafia de una pérdida de DMO tanto de columna lumbar
como de fémur, aunque menor a la que se produce con
la interrupcién de estrégenos y proporcional a la pér-
dida fisioldgica que se produce con la edad?’.

Discontinuacién del tratamiento con BP

Los BP son los Unicos formacos para el tratamiento de
la osteoporosis con efecto residual en el esqueleto tras
su discontinuacidn, cuya duracién dependera de la afi-
nidad por la hidroxiapatita de cada BP, oscilando entre
1-2 afios para RIS e IBN y 2-3 afios para ALN y ZOL?8.

Tras la discontinuacién del tratamiento con BP no se
produce un aumento inmediato del remodelado, sino
que este aumento aparecerd de forma progresiva en el
tiempo, lo que supone una estabilidad o ligera pérdida
de la DMO, mientras dura este efecto residual?®?°.

Esta propiedad de los BP justifica la posibilidad de
plantear en los pacientes con bajo riesgo de fractura una
suspension temporal del tratamiento o vacaciones tera-
péuticas?®.
Discontinuacié | tratamien n DMAB
DMAB tiene un efecto de inhibicién de RANKL que es re-
versible, porlo que la discontinuacion del tratamiento pro-
duce un rapido y marcado aumento del remodelado 6seo,
con elevacion de los marcadores de formacién y resorcion,
ya a partir de los 9 meses desde la tltima dosis, alcanzado
niveles incluso superiores a los previos al tratamiento, y
que no se normalizan hasta pasados 24 meses®. Este efecto
“rebote” sobre el remodelado se acompafia de una rapida
pérdida de DMO, que puede alcanzar los valores previos al
inicio del tratamiento (figura 1)%, y, en algunos pacientes,
de un mayor riesgo de fracturas vertebrales, particular-
mente multiples®.. La incidencia de fracturas vertebrales
en mujeres con osteoporosis postmenopausicas que dis-
continiian DMAB se ha estimado entre el 8,5-10,5% en los
12-18 meses posteriores a la discontinuacion3?3, aunque
algunas de estas fracturas podrian deberse no solo al efecto
“rebote”, sino al retorno a la situaciéon de alto riesgo por
fracturas vertebrales previas que tenian los pacientes antes
de iniciar el tratamiento con DMAB.

Una revision sistematica de la literatura realizada por
un grupo de trabajo de la European Calcified Tissue So-
ciety (ECTS) demostré que los factores de riesgo para la
presentacion de fracturas vertebrales multiples en pacien-
tes que discontinian DMAB son la edad joven, presentar
fracturas vertebrales prevalentes, una duracién del trata-
miento superior a 2,5 afios, una mayor ganancia de DMO
en cadera durante el tratamiento y un mayor descenso de
la DMO en cadera después de la suspensién®*. Algunas se-
ries de casos indican que el tratamiento previo con BP po-
dria mitigar el efecto “rebote” del remodelado (menor
aumento de marcadores) que se produce tras la disconti-
nuacién con DMAB, aunque no esta claro si esta atenua-
cién previene la pérdida de DMO y las fracturas3*.

La administracién de otro tratamiento antirresortivo
potente como los BP en pacientes que discontintian
DMAB parece tener una eficacia parcial sobre el efecto
“rebote” que se produce. Los expertos recomiendan que
en pacientes que han recibido DMAB durante menos de
2,5 afios y con bajo riesgo de fractura pueden recibir tra-
tamiento con un BP oral durante un minimo de 1-2 afios
(dependiendo de los marcadores 6seos y la DMO). Sin
embargo, los pacientes que han recibido DMAB durante
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mas tiempo, los que aun presenten un alto riesgo de
fractura o los que no toleren BP orales deberian recibir
una dosis de ZOL a los 6 meses de la ultima dosis de
DMAB, que podria repetirse a los 3-6 meses, en funcion
de los niveles de los marcadores dseos3*.

Los expertos concluyen que debe valorarse muy bien
la indicacion de DMAB, especialmente en pacientes jo-
venes, y que en aquellos que discontintian el tratamiento
debe administrarse un BP a los 6 meses de la tltima in-
yecciéon de DMAB, mientras no se tengan mas datos de
nuevos ensayos clinicos.

En base a los datos de la revisién sistematica de
Tsourdi y colaboradores®* presentamos un algoritmo
practico de decisidon en pacientes que reciben trata-
miento con DMAB (figura 2).

En caso de que sea necesario un procedimiento den-
tal invasivo durante el tratamiento con DMAB los exper-
tos recomiendan que se realice después del 52 mes
desde la ultima dosis, y administrar la siguiente dosis
tan pronto como se haya curado la herida quirargica*.
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Discontinuacion del tratamien n TPTD y ABL

La discontinuaciéon de TPTD (y probablemente de ABL)
se acompaiia de una pérdida de DMO en columna y fémur
en los 12 meses posteriores, siendo mas marcada en mu-
jeres postmenopdusicas (7,1%) que en varones (4,1%)3°.
La administracién de un antirresortivo tras la discontinua-
cién de TPTD, mantiene o incluso aumenta la DM03¢37,

Discontinuacidén del tratamien n ROM

El efecto de ROMO sobre el remodelado 6seo es reversi-
ble, y su discontinuacién se acompana de una normaliza-
cién de la formacién y un efecto “rebote” de la resorcion,
lo que se traduce en una rapida pérdida de la DMO tanto
en columna lumbar como en cadera (figura 3)%*. La admi-
nistracion previa de ALN parece mitigar este efecto “re-
bote” y atenuar la pérdida de DMO.

ANTIRRESORTIVO SEGUIDO DE OTRO ANTIRRESORTIVO

La administraciéon de DMAB después de haber recibido
ALN consigue mayor supresion del remodelado y mayor

Figura 1. Cambios en la densidad mineral 6sea de columna lumbar (A), cadera total (B) y 1/3 radio (C) durante los
24 meses de tratamiento con denosumab y durante los 24 meses siguientes a la discontinuaciéon. (Modificada de

Bone HG, et al.)?°
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Figura 2. Algoritmo de decision en pacientes que estan recibiendo tratamiento con denosumab para la osteoporosis.

(Adaptada de Tsourdi E, et al.)?*
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Figura 3. Cambios en la densidad mineral 6sea en columna lumbar (A) y cadera total (C) durante el tratamiento con
romosozumab y tras la discontinuacion. La pérdida de DMO es menor en pacientes que previamente habian recibido
alendronato (B y D). (Modificada de McClung MR, et al.)38
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ganancia de DMO que el mismo tiempo de tratamiento
solo con ALN?. La secuencia ALN-DMAB también parece
mas eficaz que la secuencia ALN-ZOL, al menos en tér-
minos de ganancia de DMO*.

Por lo tanto, en pacientes tratados con BP orales que
presenten un fracaso terapéutico o no alcancen el obje-
tivo del tratamiento, una opcién razonable podria ser la
transicion a DMAB o ZOL, siempre y cuando se tenga
clara su indicacién y se haya descartado la administra-
cién de un osteoformador.

Por otro lado, y como se ha comentado anterior-
mente, con el objetivo de minimizar el efecto “rebote”
que se produce sobre el remodelado 6seo tras la discon-
tinuaciéon de DMAB parece recomendable la administra-
cién de un BP (oral o intravenoso) a los 6 meses de la
ultima inyeccién de DMAB (figura 2).

ANTIRRESORTIVO SEGUIDO DE OSTEOFORMADOR

El tratamiento previo con BP, sobre todo con los de
mayor afinidad por la hidroxiapatita (ALN y ZOL) parece
atenuar la ganancia de DMO que se produce con TPTD*?,
observandose un descenso en los 6 primeros meses de
tratamiento*?, aunque la eficacia antifractura parece
mantenerse como quedé demostrado en un analisis pos-
thoc del estudio VERO*3.

Sin embargo, la transicién de RLX a TPTD no parece
atenuar el efecto osteoformador ni la ganancia de DMO
de esta ultima*?.

En el estudio DATA-Switch las mujeres que recibieron
DMAB durante 2 afios y pasaron a TPTD presentaron un
aumento del remodelado dseo, con un marcado des-
censo de la DMO en cadera en el primer afio, pero que
se recuperd en el segundo afio, volviendo a los valores
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de DMO del inicio de TPTD (figura 4)*%. Aunque no existe
evidencia de si esta pérdida transitoria de DMO se acom-
pafia de un aumento del riesgo de fractura, algunos ex-
pertos sugieren no discontinuar el tratamiento con
DMAB si se quiere indicar TPTD (o ABL), es decir, reali-
zar una terapia combinada*.

En el estudio STRUCTURE se observé que, al igual que
ocurre en la transicién a TPTD, los pacientes que reci-
bieron ALN y cambiaron a ROMO presentaron un menor
aumento de DMO que los pacientes que recibian ROMO
sin tratamiento antirresortivo previo“.

Aunque el tratamiento anabélico con TPTD o ROMO
parece mas eficaz en pacientes no tratados previamente
con antirresortivos, los pacientes que a pesar de recibir
tratamiento antirresortivo presentan un alto riesgo de
fractura, probablemente obtengan un mayor beneficio
con el cambio a tratamiento osteoformador, excepto en
el caso de DMAB, que parece mejor mantener una tera-
pia combinada con TPTD*®,

La secuencia DMAB-ROMO podria ser mas favorable,
pues se ha reportado que un segundo ciclo de 12 meses
de ROMO en pacientes que habian recibido 12 meses de
DMAB después de un primer ciclo de 2 afios de ROMO si
que consigue aumentar la DMO de columna lumbar
(2,3%) y mantener la DMO de cadera (figura 5)*. Sin em-
bargo, hay que tener en cuenta que estos resultados se han
extraido de una cohorte de tan solo 14 pacientes, y en los
que DMARB solo habia sido administrado durante un afio.

OSTEOFORMADOR SEGUIDO DE ANTIRRESORTIVO

El tratamiento secuencial TPTD-RLX ha mostrado ser
beneficioso. RLX consigue mantener o incluso incremen-
tar la ganancia de DMO conseguida con el tratamiento
previo con TPTD*.

[gualmente beneficiosa resulta la secuencia TPTD-BP.
La ganancia de DMO conseguida con TPTD puede incre-
mentarse si tras su discontinuacién se administra un BP,
manteniéndose también la eficacia antifractura®.

Pero la secuencia TPTD-DMAB es probablemente la
que proporciona mayor ganancia de DMO (18% en co-
lumna lumbar y 8% en cuello femoral después de 2 afios
de tratamiento con TPTD seguidos de otros 2 afios de
tratamiento con DMAB)*4.

En funcidn de las caracteristicas clinicas del paciente
y del riesgo de fractura podriamos seleccionar un anti-
rresortivo u otro tras finalizar los dos afios de trata-
miento con TPTD (figura 6).

Recientemente se ha publicado un estudio con 68 mu-
jeres postmenopdausicas que comparaba la eficacia de 3 ci-
clos repetidos de 6 meses de TPTD seguidos de 6 meses
de DMARB (total 36 meses), frente a un tratamiento estan-
dar de 18 meses de TPTD seguidos de 18 meses de DMAB.
Después de 3 afios de tratamiento, las pacientes que reci-
bieron la terapia secuencial estdndar consiguieron mayo-
res ganancias de DMO en columna lumbar (16% frente a
12%; p=0,04), sin observarse cambios en la DMO de ca-
dera y radio. La terapia ciclica consiguié mejores resulta-
dos en DMO de cadera y radio a los 18 meses, por lo que
segun los autores el tratamiento ciclico repetido de TPTD
y DMAB podria ser potencialmente ttil en pacientes con
riesgo inminente de fractura, especialmente en pacientes
con mayor riesgo de fractura no vertebral®.

También es eficaz la secuencia ABL-BP. En la extension
del estudio ACTIVE la administracién de ALN después de
ABL demostré aumentar la ganancia de DMO conseguida
con ABL y mantener la eficacia antifracturas.
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También se tienen datos de la secuencia ROMO-anti-
rresortivo. En el estudio ARCH se observé como la ga-
nancia de DMO conseguida con ROMO se mantenia tras
cambiar a ALN. Respecto a la eficacia antifractura, se
mantenia la reduccion del riesgo de fractura vertebral y
se incrementaba la reduccién del riesgo de fractura no
vertebral®2.

En el estudio FRAME la secuencia 1 afio de ROMO se-
guido de 1 afio de DMAB resultd igualmente beneficiosa
en términos de ganancia de DMO y reduccién del riesgo
de fractura vertebral. Aunque con este tratamiento se-
cuencial se observd también una menor incidencia de
fracturas clinicas y fracturas no vertebrales que con un
solo afio de DMAB, cabe decir que las diferencias no fue-
ron significativas?*.

VACACIONES TERAPEUTICAS

Con el objetivo de minimizar el riesgo de complicaciones
a largo plazo o de mejorar la adherencia al tratamiento
de los pacientes, en el manejo de la osteoporosis puede
contemplarse una interrupcién temporal del trata-
miento antirresortivo, pero inicamente con los BP, tanto
orales como intravenosos, dado su efecto remanente
sobre el esqueleto?®°253,

El Grupo de Trabajo sobre el manejo de los pacientes
con osteoporosis en tratamiento prolongado con BP de
la Sociedad Americana de Investigacion en Metabolismo
Oseo (ASBMR) recomienda plantear vacaciones terapéu-
ticas después de al menos 5 afios de tratamiento con BP
orales o de 3 afos de ZOL, pero inicamente en pacientes
menores de 70 afios, sin fracturas antes ni durante el tra-
tamiento y que no tengan una DMO en cadera en el
rango de osteoporosis ni presenten factores de riesgo de
fractura o un alto riesgo segtin FRAX?8.

La duracién de las vacaciones terapéuticas va a de-
pender del BP utilizado, siendo mayor en el caso de BP
con mayor afinidad por la hidroxiapatita como ALN (2
afios) o ZOL (3 afios), y menor (1-2 afios) en el caso de
BP con menor afinidad esquelética como RIS o IBN?,

Conviene recordar que no puede contemplarse una
interrupcién temporal con ningtin otro antirresortivo, y
que hacerlo con DMAB podria suponer exponer al pa-
ciente a una situacién de alto riesgo de fractura, sobre-
todo vertebral, maxime entre los pacientes con fractura
vertebral previa, como ya se ha comentado anterior-
mente. En estos casos precisamente, es cuando cabria
preguntarse las razones para una suspension o interrup-
cién del tratamiento.

TERAPIA COMBINADA

La combinacién de dos antirresortivos no ha demos-
trado ser mas eficaz que el tratamiento con un tnico an-
tirresortivos*.

Tampoco aporta mayor eficacia la combinacién de os-
teoformador con BP. El tratamiento combinado de TPTD
y ALN parece ser incluso menos eficaz que TPTD en mo-
noterapia®. En todo caso podria ser algo mas benefi-
cioso afiadir TPTD al tratamiento ya iniciado con BP o
afiadir BP al tratamiento ya iniciado con TPTD®¢, aunque
son necesarios mas estudios para confirmar este su-
puesto.

La terapia combinada TPTD y ZOL ha demostrado
conseguir un incremento mas rapido de DMO tanto en
columna lumbar como en cadera, aunque sin mayor ga-
nancia de DMO a los 12 meses que TPTD en monotera-
pia®’.
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Figura 4. Estudio DATA-Switch. La secuencia denosumab-teriparatida produce un marcado descenso de la densidad
mineral dsea en cadera en el primer afio de la transicion, que se recupera en el segundo aiio (rojo). La secuencia te-
riparatida-denosumab consigue una marcada ganancia de DMO en cadera (azul), similar a la terapia combinada se-

guida de denosumab (verde). (Adaptado de Leder BZ, et al.)**

DMO cadera total
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Figura 5. El tratamiento secuencial denosumab-romosozumab después de un ciclo de 2 afios de romosozumab con-

sigue aumentar la densidad mineral sea en columna lumbar y en cadera. (Adaptado de Kendler DL, et al.)*’
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Figura 6. Algoritmo de decision en pacientes que han finalizado dos afios de tratamiento con teriparatida para la

osteoporosis
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La terapia combinada mas prometedora es la admi-
nistraciéon simultdnea de TPTD y DMAB. En el estudio
DATA-Switch se observé como las pacientes tratadas con
la combinacién presentaban mayores aumentos de DMO
en columna y cadera que las pacientes tratadas con cada
farmaco en monoterapia (figura 4)*.

Segun las ultimas recomendaciones de osteoporosis
de la Sociedad Espafiola de Reumatologia esta combina-
cion podria estar justificada en casos muy seleccionados
de osteoporosis grave!2,

CONCLUSIONES

« La osteoporosis es una enfermedad crénica que nor-
malmente requiere tratamiento durante muchos afios.

¢ Para un 6ptimo manejo de la enfermedad, el clinico
debe conocer muy bien el mecanismo de accion, eficacia
y seguridad de cada uno de los farmacos, asi como las
diferencias que existen segun el orden de administra-
cién de los mismos.

¢ A excepcion de los BP, que tienen un efecto residual

antifractura, la discontinuacion del tratamiento para la
osteoporosis no es favorable para el hueso, siendo espe-
cialmente negativa en el caso de DMAB.

 Por este motivo solo pueden plantearse vacaciones
terapéuticas en pacientes tratados con BP con bajo riesgo
de fractura.

¢ El cambio de un antirresortivo por otro antirresor-
tivo con diferente mecanismo de accién es una opcién
que puede ser favorable en el manejo de algunos pacien-
tes con osteoporosis.

¢ Aunque cambiar un antirresortivo por un osteofor-
mador puede asociarse a una menor ganancia inicial de
DMO (o incluso pérdida en el caso de DMAB), esto no pa-
rece tener consecuencias negativas en la eficacia anti-
fractura.

¢ Empezar con un tratamiento osteoformador (TPTD
0 ROMO) y continuar posteriormente con un antirresor-
tivo constituye la mejor secuencia de tratamiento, por lo
que podria ser la opcion preferente en pacientes con
muy alto riesgo de fractura.
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Resumen

Introduccién: WNT16 es un gen importante en la homeostasis dsea, que se encuentra en un locus muy complejo que
también incluye los genes vecinos: ING3, FAM3C y CPED1. Ademas del claro papel de WNT16 sobre la determinacién de
la densidad mineral 6sea (DMO), también se han encontrado pruebas sobre la importancia de estos tres genes vecinos
en el metabolismo 6seo. Queda por tanto esclarecer si las variantes en WNT16 asociadas a la DMO realizan su efecto
propiamente sobre WNT16 o si lo hacen modificando la expresién de estos genes vecinos.

Material y métodos: Hemos determinado los niveles de expresion de CPED1 y FAM3C en osteoblastos primarios y
hemos comprobado si variantes de WNT16 se comportan como loci de rasgos cuantitativos de expresion (expresion
quantitative trait loci; eQTL) de estos genes.

Resultados: La variante de cambio de aminoacido rs2908004 en WNT16 actia como eQTL de FAM3C en osteoblastos
primarios bajo la hipo6tesis de modelo dominante.

Discusion: Es posible que el efecto de esta variante sobre la DMO sea debido a la modificacién de los niveles de expresion
de FAM3C ademas o en vez de un efecto directo de la proteina WNT16 mutante resultante del cambio de aminoacido.

Palabras clave: WNT16, densidad mineral ésea, osteoporosis, transcripcion.

INTRODUCCION

WNT16 es un ligando de la via de Wnt extensamente es-
tudiado por su importancia en la regulacion de la ho-
meostasis del hueso. Esto se ha confirmado con el
fenotipo de ratones knock-out (KO) y ratones KO condi-
cionales en osteoblastos (cKO), que muestran fracturas
espontaneas debido a una baja densidad mineral 6sea
(DMO) cortical, una baja resistencia 6sea y una alta po-
rosidad cortical, manteniendo el volumen de hueso tra-
becular inalterado'**. Por el contrario, la sobreexpresion
de WNT16 en osteoblastos y osteocitos produce un au-
mento de la DMO y de la resistencia 6sea tanto en hueso
trabecular como cortical®>”’. A pesar de esto, no se co-
noce el mecanismo preciso por el que WNT16 actua y
diferentes estudios sefialan que el efecto sobre las vias
Wnt candnicas y no-canénicas podria ser especifico de
tejido®11. En el hueso, WNT16 es expresado principal-
mente por los osteoblastos y realiza su funcion tanto
estimulando la formacién 6sea, como inhibiendo su re-
sorcién de manera indirecta a través de OPG o de ma-
nera directa afectando a la diferenciaciéon de los
osteoclastos’!?,

»

Multitud de estudios de asociacion del genoma com-
pleto (GWAS) han mostrado asociacion entre el locus que
contiene WNT16 y varios fenotipos esqueléticos, inclu-
yendo la DMO y el riesgo de fracturas®33-2, WNT16 se
encuentra en un locus muy complejo, donde varios genes
de la regién han mostrado un papel importante sobre el
metabolismo dseo. Pertenecen a este locus los genes
ING3y CPED1 a5’y FAM3C a 3’ de WNT16 (figura 1).

ING3 (Inhibitor Of Growth Family Member 3) es res-
ponsable de la regulacién de la cromatina, ya que forma
parte del complejo NuA4 histona acetiltransferasa
(HAT) que reconoce la forma trimetilada de la lisina 4
de la histona H3?’. Otras funciones no relacionadas con
la regulacion de la cromatina incluyen la promocién de
la apoptosis, la reparacién de ADN y la modulacién de la
movilidad celular?’. ING3 se expresa en multitud de te-
jidos, especialmente en aquellos con mayor proporcién
de crecimiento celular, siendo el hueso uno de los que
mayor expresion de ING3 presenta?’. El modelo celular
in vitro de células mesenquimales KO de ING3, muestra
afectacion de la osteoblastogénesis y una estimulacion
de la diferenciacién adipogénica?®.

Correspondencia: Nuria Martinez-Gil (nuriamartinez91@ub.edu)
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Figura 1. Genes en el locus: ING3_1 (ENST00000315870.5), ING3_2 (ENST00000339121.5), CPED1_1 (ENST00000310396.5), CPED1_7
(ENST00000450913.2), WNT16_1 (ENST00000222462.2), WNT16_2 (ENST00000361301.2), y FAM3C (ENST00000359943.3), de

GRCh37/hg19
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Para CPED1 (Cadherin Like And PC-Esterase Domain
Containing 1), no se conoce funcién concreta en humanos
o ratones. En estos tltimos, se encuentra uniformemente
expresado en una variedad de tejidos sélidos, incluido el
0seo, aunque no se detecta en la linea celular RAW264.7
ni en leucocitos circulantes?’. Ademas, Cped1 presenta di-
ferentes isoformas debidas a splicing alternativos y tres re-
giones promotoras activas durante la diferenciacién
osteogénica, lo que indica una compleja regulacién du-
rante la diferenciacién?®.

FAM3C (Family of sequence similarity 3c) es un factor de
crecimiento tipo citocina expresado en multitud de teji-
dos®’, que juega un papel muy importante en la transicién
epitelio-mesénquima (Epithelial-to-mesenchymal transi-
tion; EMT) y la subsecuente metastasis durante la progre-
sion del cancer?L. Su relacién con el metabolismo 6seo se
ha confirmado con el modelo de ratén KO que presenta al-
teraciones en la estructura cortical y trabecular; con un au-
mento en la DMO cortical, lo que genera una disminuciéon
de la resistencia 6sea®. En estudios in vitro, se comprob6
que las células mesenquimales extraidas de estos ratones
KO mostraban una osteoblastogénesis acelerada3’.

La relacion de los genes presentes en el locus ‘ING3-
CPED1-WNT16-FAM3C con el metabolismo 6seo y su re-
petida asociacién a la DMO plantea la cuestion de si hay
un Unico gen causal y, en ese caso, cudl es o, si por lo con-
trario, todos los genes estan contribuyendo al fenotipo.
Para ello, en el presente trabajo hemos determinado si
aquellas variantes de WNT16 asociadas ala DMO en un
trabajo previo de nuestro grupo® se encuentran modi-
ficando la expresion de los genes vecinos CPED1 y
FAM3C.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular

Para los ensayos de loci que determinan diferencias
cuantitativas de expresion génica (expression quantita-
tive trait loci; eQTL) se usaron osteoblastos primarios
humanos (hOB). Los hOB se obtuvieron a partir de frag-
mentos de hueso trabecular descartados de operaciones
de reemplazo de rodilla realizadas a mujeres con osteo-
artritis y que no presentaban ningun otro trastorno que
pudiera afectar la calidad dsea. El estudio fue aprobado
por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Parc de
Salut MAR (nimeros de registro: 2010/3882/1 and

2013/5266/1) y se llevd a cabo de acuerdo con la Decla-
racion de Helsinki, obteniéndose consentimiento infor-
mado por escrito de todos los participantes. El protocolo
de cultivo de los osteoblastos primarios se encuentra
descrito en Roca-Ayats y cols.®. Brevemente, las mues-
tras de hueso se cortaron en trozos pequefios y se lava-
ron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS;
Gibco, Life Technologies). Estas piezas se cultivaron en
placas de 140 mm con DMEM suplementado al 10% de
FBS, 1% p/s, 0,4% de fungizona (Gibco, Life Technolo-
gies) y 100 pg/ml de acido ascorbico (Sigma-Aldrich).
Cuando las células alcanzaron la confluencia, se dividie-
ron en tres matraces de 75 cm?, uno para extraccion de
ADN, otro para extracciéon de ARN y el tercero para su
congelacién y almacenamiento. Se utilizaron células a
pase 2 o inferior para todas las extracciones.

Ensayo eQTL

Se extrajo el ADN de los hOB cultivados utilizando el kit Wi-
zard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La concentracién del
ADN purificado y su calidad se analiz6 en un espectrofoto-
metro (Nanodrop). Los genotipos de las variantes
rs2908004, rs2707466,rs55710688 y rs142005327 se
evaluaron mediante secuenciacién Sanger utilizando
BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems) en las
instalaciones de Gendmica de los CCiT de la Universitat
de Barcelona. Los primers (Invitrogen, Thermo Fisher)
se disefaron utilizando el Primer3 Input 0.4.0 (tabla 1).
El ARN total de los hOB cultivados se extrajo utilizando
el kit High Pure RNA Isolation kit (Roche), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y la cuantificacién y
la calidad del ARN se comprobaron utilizando un espec-
trofotémetro Nanodrop. El ARN se retrotranscribié a
cADN utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher),
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La RT-
gPCR se realiz6 utilizando sondas UPL (Roche) en un
LightCycler 480 Instrument II (Roche). Se utiliz6 la ex-
presion del gen HMBS como control de normalizaciéon y
se calcul6 la cuantificacién relativa (fold change) utili-
zando el método de la segunda derivada. El nimero y la
secuencia de la sonda utilizada, asi como los primers uti-
lizados para la amplificacién de los genes CPED1, FAM3C
y HMBS se muestran en la tabla 1.
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Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los eQTL, se utilizé la fun-
cién WGassociation3* en RStudio. Esta funcién lleva a
cabo un analisis de asociacién entre un SNP dado y una
variable dependiente (en este caso los niveles de expre-
sién de CPED1 y FAM3C) en cinco modelos de herencia
genética diferentes: codominante [homocigoto para
alelo mayoritario frente a heterocigoto frente a homoci-
goto para alelo minoritario], dominante [homocigoto
para alelo mayoritario frente a (heterocigoto + homoci-
goto para alelo minoritario)], recesivo [homocigoto para
alelo minoritario frente a (heterocigoto + homocigoto
para alelo mayoritario)], sobredominante [heterocigoto
frente a (homocigoto para alelo mayoritario + homoci-
goto para alelo minoritario)] y log-aditivo [cada alelo
modifica el riesgo en una cantidad aditiva].

RESULTADOS

Analisis de cis-eQTL

Las variantes rs2908004, rs2707466, rs55710688 y
rs142005327 de WNT16 han sido descritas como cis-
eQTLs, seglin la base de datos GTEx en diferentes tejidos
humanos (tabla 2). Desafortunadamente, esta base de

datos no dispone de informacién de ningun tejido éseo.
Es por esto, que haciendo uso de una base de datos propia
de osteoblastos primarios humanos (n=45), hemos tes-
tado si estas variantes actian como cis-eQTL de los genes
vecinos de WNT16: CPED1 y FAM3C. Unicamente la va-
riante rs2908004 ha mostrado una asociacién significa-
tiva con los niveles de expresiéon de FAM3C bajo la
hipotesis dominante (p=0.03, tabla 3, figura 2). Ademas,
las variantes rs2908004 y rs2707466 muestran una ten-
dencia a la significacién con los niveles de expresién de
FAM3C bajo la hipétesis de codominancia (p=0.05491) y
bajo la hipétesis dominante (p=0.06954), respectivamente
(tabla 3, figura 2). La presencia del alelo G (rs2908004) y
elalelo C (rs2707466) estan asociados con un aumento en
la expresion de FAM3C (tabla 3, figura 2). Por el contrario,
no hemos encontrado asociacion significativa ni tendencia
entre las variantes analizadas de WNT16 y los niveles de
expresion de CPED1 (tabla 3, figura 2).

Discusion

Multitud de trabajos en los ultimos 20 afios destacan la im-
portancia de WNT16 en la homeostasis 6sea. WNT16 se en-
cuentra en la posicion 7q31.31 junto con otros 3 genes

Tabla 1. Primers utilizados en la secuenciacion de cuatro SNPs de WNT16 y para la RT-qPCR de FAM3C, CPED1 y HMBS

Nombre del primer F (5’-->3")
WNT16-rs55710688 GGTAGCTCCAGTAAGAGATTC
WN:;Z’;nggg‘;M' ACTTTCAACTGAGGCTGGGG
WNT16-rs2707466 TGGGACAAAAACCAAAGGACG
FAM3C_gPCR GGCAAATGGAAAAACAGGAG
CPED1_gPCR CCCAAGTCTGCCCTTGTTT
HMBS_qPCR TGCCCTGGAGAAGAATGAAG

F: primer forward; R: primer reverse.

R (5'-->3") Sonda
CAGATTACCGTGTCTTTGGGT
CTGGAACTGGGGAGTCAGG
TGACCACATGGGTGTTGTAAC
TGTATGGCCTTCAGAAACTCAA 52
GAAGAAATAGGCTGTAACCCACA 6
CAGCATCATGAGGGTTTTCC 79

Figura 2. Graficos de violin (violin plots) de los niveles de expresion de FAM3C (arriba) y CPED1 (abajo) segiin los tres genotipos
(homozigoto para el alelo mayoritario, heterozigoto, homozigoto para el alelo minoritario) de las 4 variantes estudiadas
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también relacionados con el metabolismo éseo. En un es-
tudio previo de nuestro grupo encontramos que las varian-
tesrs142005327,rs55710588,rs2908004 y rs2707466 se
hallaban asociadas a la DMO en una cohorte de mujeres
postmenopdusicas del area de Barcelona (BARCOS)32. Para
determinar si estas variantes estan relacionadas con un
efecto sobre WNT16 o con un efecto sobre la expresion de
genes vecinos hemos comprobado si estan actuando como
eQTL de FAM3Cy CPED1. Este trabajo nos ha permitido de-
terminar que la variante missense rs2908004 esta ac-
tuando como eQTL del gen FAM3C bajo la hipdtesis de
modelo dominante en osteoblastos primarios humanos.

La variante de cambio de aminoacido rs2908004
(p.Gly72Arg/p.Gly82Arg) se ha encontrado asociada a dife-
rentes parametros 6seos por nosotros y por otros auto-
res*323538 Este cambio de aminoacido de glicina a arginina
se considera tolerado y benigno por los predictores de pa-
togenicidad SIFT y PolyPhen-2, por lo que su efecto sobre
la DMO podria deberse a su papel como eQTL y no a un
cambio sobre la proteina WNT16 resultante.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2021;13(4):117-121

Cabe destacar que para obtener una significacion esta-
distica mas robusta es necesario disponer de un banco con
un mayor nimero de osteoblastos primarios. Desafortuna-
damente la obtencién de estas muestras es dificil y sola-
mente hemos logrado conseguir incorporar 45 muestras a
nuestro banco.

Ademas, seria interesante determinar los niveles de ex-
presion de otros genes vecinos que puedan estar influyendo
sobre la DMO como ING3 o directamente sobre los niveles
de expresion de WNT16, que no han podido ser cuantifica-
dos por falta de muestra de ARN de osteoblastos primarios.

CONCLUSION

Mediante este trabajo hemos determinado que la va-
riante rs2908004 de WNT16 regula los niveles de expre-
sion del gen vecino FAM3C bajo la hipétesis de modelo
dominante. Si esta asociacién se confirma en un banco
de osteoblastos primarios mayor indicaria que la aso-
ciacion de esta variante con la DMO podria ser debida,
al menos en parte, a la variacion de expresion de FAM3C.

Tabla 2. Genes cuya expresion es modificada por las variantes rs2908004, rs2707466, rs55710688, rs142005327 en
diversos tejidos humanos (datos extraidos del Genotype-Tissue Expression (GTEx) Portal)

SNP Gen Tejido

CPED1 Arteria - Tibial
rs2908004 CYCSP19  Testiculo
FAM3C

CPED1 Arteria - Tibial
rs142005327 FAM3C

WNT16 Adiposo - Subcutaneo

CPED1 Arteria - Tibial

Piel - NE y E; Cerebro - Corteza Frontal (BA9); Eséfago - Muscularis

Piel - NE y E; Musculo - esquelético; Corazoén - Ventriculo izquierdo; Pecho - tejido mamario; Corazén -
Apéndice Auricular; Nervio - Tibial

rs2707466 CYCSP19  Testiculo
FAM3C Piel - NE y E; Cerebro - Corteza Frontal (BA9)
CPED1 Arteria - Tibial

rs55710688 FAM3C Piel - NE y E; Musculo - esquelético; Corazoén - Ventriculo izquierdo; Pecho - tejido mamario
WNT16 Adiposo - Subcutaneo

NE: no expuesta al sol (suprapubica); E: expuesta al sol (parte inferior de la pierna).

Tabla 3. Resultados de asociacion de los 4 SNPs de WNT16 y la expresion de CPED1 y FAM3C

CPED1 FAM3C
SNP A may A min HWE Codominante Dominante Codominante Dominante
rs55710688 D I 0,2597 0,90837 0,65906 0,44952 0,34621
rs2908004 G A 0,2095 0,68815 0,38455 0,05491 0,03061
rs142005327 D I 0,2325 0,84422 0,91336 0,49356 0,35142
rs2707466 C T 0,2305 0,80454 0,50710 0,11531 0,06954

En negrita las asociaciones significativas (p<0,05) y en cursiva las que muestran tendencia.
A may: alelo mayoritario; A min: alelo minoritario; HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg.

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

Objetivo: El papel de la dieta como determinante relevante de hipovitaminosis D no esta claro.

El objetivo del estudio fue analizar su impacto en la prevalencia de hipovitaminosis D en poblacién infantil sana espafiola.
Métodos: Mediante un disefio observacional se estudiaron en una muestra de poblacién pediatrica, entre 4 y 14 afios,
datos demograficos, antropométricos, nutricionales, analiticos y el nivel de 25(0H) D mediante enzimo-inmuno-analisis.
Se obtuvieron encuestas dietéticas mediante recordatorio de 24 horas evaluadas mediante el programa informatico
DietSource 3.0. La probabilidad de hipovitaminosis se analiz6 mediante regresién logistica.

Resultados: Se reclutaron 281 nifios sanos con una edad media 9,0 afios. La prevalencia de hipovitaminosis D (<20
ng/ml) fue de un 18,15% y la de déficit grave (<10 ng/ml) del 1,4%. La etnia, la estacionalidad, el fototipo de piel y el
tiempo de exposicion solar se asociaron significativamente a la presencia de hipovitaminosis D. La distribucién de nu-
trientes no mostré diferencias entre los grupos con y sin hipovitaminosis salvo en la Piridoxina (vitamina B6) y los
acidos grasos saturados.

Conclusiones: La dieta juega un papel reducido como factor de riesgo de hipovitaminosis D en poblacién infantil sana y los
factores relevantes son los relacionados con la exposicion al sol. Un adecuado estilo de vida al aire libre, exposicion solar
libre de protectores solares y patrones dietéticos que aseguren una ingesta correcta de vitamina D y calcio siguen siendo las
recomendaciones idoneas para la poblacidn general. La utilizacién de suplementos se debe limitar a los grupos de riesgo.

Palabras clave: Gipuzkoa, hipovitaminosis D, poblacién sana, factores de riesgo, dieta, exposicién al sol.

INTRODUCCION

La vitamina D es un micronutriente esencial en el meta-
bolismo dseo y no 6seo’. La elevada prevalencia de su
déficit ha sido documentada en multiples estudios??. Sin
embargo, la definicion de sus valores de referencia con-
tinda siendo controvertida y en consecuencia se generan
dudas acerca de su diagnéstico y tratamiento®. Aunque
amediados del siglo XX se daba por erradicado el raqui-
tismo con la exposicidn solar y el enriquecimiento de la
leche con vitamina D, en los ultimos afios hay informes
sobre raquitismo en distintos puntos del planeta siendo
los afectados principalmente bebés de piel negra y ama-
mantados exclusivamente’”. Si bien el raquitismo es la
consecuencia mas grave de deficiencia de la vitamina D,

44

la mera insuficiencia también tiene consecuencias im-
portantes para la salud®.

Los estudios que miden el nivel de vitamina D presen-
tan una gran variabilidad geografica por las grandes dife-
rencias regionales en clima, exposicidn solar y dieta. Por
ello se plantea la necesidad de investigar especificamente
en cada pais el papel de los diferentes determinantes de
la hipovitaminosis D*. La dieta satisface solamente el
10% de los requerimientos de vitamina D del organismo
humano, siendo el 90% restante obtenido mediante el
proceso de fotosintesis que ocurre en la piel por la accion
directa de los rayos solares!’. Los factores de riesgo iden-
tificados repetidamente en la literatura como causas de
la hipovitaminosis (fototipo de piel oscura, baja exposi-
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cién al sol, falta de ejercicio fisico, latitud >402 norte y las
estaciones de invierno y primavera) actian interfiriendo
en el segundo mecanismo?!2 Otros factores asociados a
hipovitaminosis como el déficit materno, la obesidad o la
edad avanzada podrian relacionarse con ambos mecanis-
mos de obtencién de vitamina D124,

En Espafia hay numerosos trabajos que miden la preva-
lencia de la hipovitaminosis D en poblacién infantil 21516,
Sin embargo, la mayoria de ellos se centran en el estudio
de los factores de riesgo relacionados con la exposicidn al
sol. El trabajo de Rodriguez-Sangrador et al. incluye la me-
dicién en la dieta de la ingesta de vitamina D*¢. Reciente-
mente se describia el debate sobre la necesidad de
suplementar con vitamina D como un puzle en el que las
piezas empiezan a encajar y se recomendaba dar vita-
mina D en adultos a aquellos que lo necesiten para man-
tener niveles séricos de 25(OH)D por encima de 20
ng/ml'718 Aclarar si los escolares con hipovitaminosis D
tienen un déficit de ingesta en la dieta ayudaria a encajar
esta pieza para suplementar también a la poblacién in-
fantil. Para ello se requiere abordar conjuntamente tanto
los factores asociados con la exposicion y sintesis como
con la ingesta de vitamina D.

El objetivo del estudio fue analizar el impacto de la
dieta en la prevalencia de hipovitaminosis D en pobla-
cién infantil sana de la comarca del Goierri-Alto Urola
para proporcionar recomendaciones de prevencion de
la hipovitaminosis D en la poblacién escolar.

METtopos

Se utilizé un disefio observacional transversal, con mues-
treo por conglomerados durante un afo natural (1 de sep-
tiembre del 2012 al 30 de septiembre del 2013). El estudio
se realizo con la financiacién de una Beca de Investigacién
del Departamento de Sanidad del Gobierno Vasco (Proyecto
N22011111107) y fue aprobado por el Comité Etico de Gi-
puzkoa. Los nifios participaron tras la firma por sus padres
del consentimiento informado. La poblacién de referencia
fue la atendida por la Organizacion Sanitaria Integrada (OSI)
Goierri-Alto Urola en Gipuzkoa y la muestra fue reclutada
entre nifias, nifios y adolescentes de entre 4 y 14 afios, que
asistian a los Servicios de Atenciéon Primaria, siendo sus
principales poblaciones Beasain, con latitud 43,05 N, y Zu-
marraga, con latitud 43,11 N. Durante el periodo de estudio
tuvieron una irradiaciéon solar media de 10,4-11,8 M]/m?
(Euskalmet, Agencia vasca de Meteorologia). Se estim6
que una muestra de 298 escolares seria suficiente para con-
seguir una precision del 4% en un universo de 891, con un
95% de significacion, unas pérdidas del 10% y una preva-
lencia estimada del 20%. Los escolares se reclutaron de
forma sucesiva coincidiendo con las revisiones llevadas a
cabo por los pediatras de Atencion Primaria a nifios sanos
hasta completar la muestra prevista en cada mes para
poder recoger mediciones a lo largo de todo el afio. Los cri-
terios de exclusion del estudio fueron: falta del consenti-
miento informado, sindrome nefrético, insuficiencia renal
crénica, enfermos oncolégicos, uso prolongado de ketoco-
nazol o anticonvulsivos (fenobarbital-fenitoina), trata-
miento para la tuberculosis y lesion hepatica grave.

Las variables recogidas fueron: edad, sexo, etnia (cau-
casica y no caucasica), peso, talla, IMC, fototipo de piel
con la escala de Fitzpatrick (1: menor pigmentacién a
6: maxima pigmentacién)?’, actividad deportiva en el Gl-
timo mes (en tres categorias: menor tiempo que deporte
escolar, inicamente deporte escolar y dos dias mas que
deporte escolar), tiempo de exposicion solar en el dltimo

mes (nada, menor de 30 minutos diarios, mayor de 30
minutos diarios, mayor de 1 hora diaria), uso de protec-
tor solar y suplementos vitaminicos en los ultimos 3
meses. Se analizé analiticamente el metabolismo fosfo-
calcico (calcio, fésforo, magnesio, fosfatasa alcalina, hor-
mona paratiroidea (PTH) y 25(0H) D).

Se realiz6 una encuesta individual sobre la alimenta-
cién mediante encuesta del recordatorio de 24 horas
(ER24hs). Tras la realizaciéon de la analitica el pediatra
de Atencién Primaria que recluté al escolar se encargaba
de revisar y re-entrevistar a los padres sobre el cuestio-
nario estandarizado y auto-cumplimentado con los ali-
mentos ingeridos en las ultimas 24 horas. Para la
conversién de los alimentos en nutrientes se utiliz6 el
programa DietSource 3.0 que dispone de una tabla de
composicion de alimentos de Nestlé Healthcare Nutri-
tion S. A. (A. Jiménez. P. Cervera y M. Bacardi). Mediante
la gestién de los platos y alimentos ingeridos, este pro-
grama desglosa el menu diario estimando las cantidades
de principios inmediatos, nutrientes y distribucién ca-
lérica de la dieta de cada nifio. Aunque el método apli-
cado es menos valido que los registros basados en el
peso de los alimentos consumidos durante tres o mas
dias, la literatura que los ha comparado avala su uso?"22,

Las determinaciones analiticas del metabolismo fosfo-
calcico (calcio, fésforo, magnesio, fosfatasa alcalina, PTH,
25(0H) D) se realizaron en el laboratorio de la OSI Goierri-
Alto Urola. Para la medida del nivel de 25(0OH) D en suero
se utiliz6 el kit comercial “Elecsys-Inmunoanalisis quimio-
luminiscente”. Se utilizé el punto de corte de 20 ng/ml para
determinar los niveles de vitamina D que se consideran de-
ficientes y 10 ng/ml para los casos con déficit grave. Los re-
sultados, se presentaron en funcién de que los valores se
encontrasen dentro de los rangos normales de referencia
que fueron de 10-65 pg/ml parala PTH, de 8,8-10,8 mg/dl
para el calcio, de 3,0-6,5 mg/dl para el fésforo, de 1,5-2,6
mg/dl para el magnesio y para la fosfatasa alcalina <269
Ul/L de 4 a 6 afios y <300 UI/L de 7 a 12 afios.

Anadlisis estadistico

El andlisis univariante se realiz6 mediante el estadistico
Chi-cuadrado o el estadistico exacto de Fisher para las
variables categdricas y se aplico el t-test de Student o el
test no paramétrico U de Mann-Whitney en el caso de las
variables continuas en funcién de su distribucién. El nivel
de significacion utilizado a lo largo de todo el estudio fue
del 5% y los andlisis se realizaron con el software esta-
distico Stata version 13.0. Los analisis multivariantes se
llevaron a cabo mediante modelos de regresion logistica
en los que la variable dependiente fue la probabilidad de
tener hipovitaminosis y las variables independientes los
factores de riesgo asociados a la exposicion y la ingesta
de vitamina D. Las variables a incluir en el modelo se se-
leccionaron en funcion del interés clinico y del nivel de
significacién en el analisis univariante. La bondad de
ajuste de los modelos se evalué mediante el porcentaje
bien clasificado, el area bajo la curva ROC y la prueba de
Hosmer y Lemeshow.

RESULTADOS

Se reclutaron para el estudio 281 escolares (140 nifios
y 141 nifas). La prevalencia global de hipovitaminosis
D en esta poblacién, entendiendo la misma como valores
séricos de 25(0H) D inferiores a 20 ng/ml, fue de un
18,1%. Los casos de déficit grave (25(0OH) D <10ng/ml)
representaron el 1,4%.
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Tabla 1. Descripcion de variables categoricas de 1a muestra segiin niveles de vitamina D

Déficit vitamina D Vitamina D normal
Total 51 18‘:/;% 230 81‘:/‘;% p-valor

Estacion

Invierno 20 29,4% 48 70,6%

Primavera 17 31,5% 37 68,5%

Verano 6 9,1% 60 90,9%

Otofo 8 8,3% 88 91,7% <0,001
Sexo

Hombre 22 15,7% 118 84,3%

Mujer 29 20,6% 112 79,4% 0,353
Edad

<10 afios 21 14,3% 126 85,7%

>=10 anos 30 22,4% 104 77,6% 0,089
Etnia

Caucasica 37 14,5% 218 85,5%

Otra 14 53,8% 12 46,2% <0,001
Tanner

Prepuberal 27 14,8% 156 85,2%

Puberal 24 24,5% 74 75,5% 0,052
Antecedentes personales

Si 6 17,1% 29 82,9%

No 45 18,3% 201 81,7% 1,000
Deporte

Menos que escolar 2 6,9% 27 93,1%

Solo escolar 29 23,2% 96 76,8%

Escolar + dos dias 20 15,7% 107 84,3% 0,078
Fototipo de piel

Pelirrojo/rubio/castafo 33 14,5% 195 85,5%

Moreno/negro 18 34,0% 35 66,0% 0,002
Tiempo de exposicion

<30 minutos 34 28,3% 86 71,7%

>30 minutos 17 10,6% 144 89,4% <0,001
Protector No 38 21,7% 137 78,3%

St 13 12,3% 93 87,7% 0,055
Uso de filtro No 41 20,6% 158 79,4%

St 10 12,2% 72 87,8% 0,125
Medicacion No 41 17,5% 193 82,5%

Si 10 21,3% 37 78,7% 0,537
Suplementacion No 50 18,5% 221 81,5%

Si 1 10,0% 9 90,0% 0,696



ORIGINALES  La dieta como factor de riesgo de hipovitaminosis D en la poblacién pediétrica espaiola

125

Rev Osteoporos Metab Miner. 2021;13(4):122-129

Figura 1. Distribucion de los porcentajes del nivel de vitamina de D segtin la etnia del escolar
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La tabla 1 muestra la distribucidn de los datos demo-
graficos y otros factores de riesgo previamente conoci-
dos en la muestra clasificando los escolares segun el
nivel de vitamina D mayor o menor (hipovitaminosis)
de 20 ng/ml. Se observaron asociaciones estadistica-
mente significativas para la estacion del afio, la etnia, el
fototipo de piel, el tiempo de exposicion al sol y la edad
del nifio. El nivel medio de vitamina D en los escolares
de etnia caucéasica fue de 29,83 + 9,45 ng/ml, mientras
que entre los no caucasicos fue de 19,25 * 9,71 ng/ml.
En correspondencia, solo el 14,5% de los caucasicos se
encontraba en el grupo con déficit de vitamina D, frente
al 53,8% de los no caucasicos, siendo la diferencia en la
distribucién por grupos también significativa (p<0,001).
En la figura 1 se muestra la frecuencia de los porcentajes
de los niveles de vitamina D entre los nifios de origen
caucasico y aquellos de origen no caucasico. Las distri-
buciones que resultan son claramente distintas. Las ana-
liticas estuvieron dentro de los rangos normales en
todos los casos excepto la PTH que en 5 casos estuvo por
encima del punto de corte de 65 pg/ml.

En la tabla 2 se muestra la comparacion de las medias
para cada uno de los micronutrientes de la dieta en las
submuestras con niveles mayores o menores de 20
ng/ml en vitamina D medido en suero. Se observaron di-
ferencias estadisticamente significativas en piridoxina
B6, acidos grasos saturados y monoinsaturados. La
media de mg ingeridos de vitamina D no resultd estadis-
ticamente significativa a pesar de que los individuos con
hipovitaminosis reportaban una ingesta de vitamina D
40% menor.

Los resultados de la regresion logistica ajustados por
la estacion, el sexo, la edad (mayor o menor de 10 afios),

la etnia y el tiempo de exposicién al sol muestran un
efecto estadisticamente significativo de la piridoxina B6
y los acidos grasos saturados (tabla 3). El aumento de la
ingesta de piridoxina B6 en un miligramo disminuye
1,85 veces la posibilidad de presentar déficit de vitamina D
en nuestra muestra. Del mismo modo, la ingesta de 1
gramo mas de acidos grasos saturados la posibilidad dis-
minuye 1,04 veces.

Discusion

La principal aportacién de nuestro trabajo es que la
dieta juega un papel reducido como factor de riesgo de
hipovitaminosis D en poblacién infantil sana. Por el con-
trario, y de acuerdo con la literatura®*>23, los factores re-
lacionados con la exposicion al sol son los determinantes
de la presencia de niveles insuficientes de vitamina D.
Desde el punto de vista clinico tiene dos consecuencias.
La primera es que una alimentacion correcta no debe
ser motivo para no valorar el posible riesgo de hipovi-
taminosis en un escolar. En segundo lugar, destaca que
los factores de riesgo conocidos como la etnia no cauca-
sica y las estaciones con menor exposicion solar siguen
siendo factores que determinan una valoracion de la vi-
tamina D en los escolares. Hay que destacar como forta-
lezas de nuestro estudio el tamafio de la muestra, su
representatividad de poblacién sana y la obtencion de
las determinaciones de la 25(0H) D a lo largo de todo
un afio. Una limitacién de nuestro trabajo es el tipo de en-
cuesta nutricional utilizada ya que la dieta con una ER24hs
en un solo momento es un método con precision limi-
tada. Ademas, ER24hs necesita de una memoria reciente
adecuada, no esta recomendada para menores de 12
afosy en estos casos se registro lo aportado por los padres.
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Tabla 2. Contenido de nutrientes de la ingesta de 24 horas

Déficit vitamina D Vitamina D normal
0, 0,

Total e 84,/;% 205 89,/10%

Media DE Media DE p-valor
Proteinas (g) 87,41 25,01 93,51 25,10 0,149
Lipidos (g) 86,86 25,50 96,06 29,26 0,057
Carbohidratos (g) 227,19 62,15 232,29 59,07 0,611
Energia (kcal) 2040,16 437,83 2169,47 472,11 0,100
Proteinas % 17,21 4,11 17,34 3,35 0,844
Lipidos % 38,09 7,43 39,44 6,70 0,239
Carbohidratos % 44,63 8,00 43,15 7,48 0,545
Fésforo (mg) 1294,27 347,95 1341,90 377,92 0,447
Magnesio (mg) 235,31 77,57 238,44 73,60 0,802
Calcio (mg) 1002,79 338,96 1054,87 359,35 0,384
Hierro (mg) 13,04 4,31 13,44 4,54 0,590
Zinc (mg) 10,37 4,32 11,00 4,07 0,366
Sodio (mg) 1691,45 763,64 1806,33 677,01 0,324
Potasio (mg) 2590,07 828,46 2591,71 843,90 0,991
Iodo (mg) 44,90 30,04 48,06 33,50 0,569
Selenio (mg) 65,80 33,69 70,41 59,32 0,623
Cobre (mg) 958,35 620,54 975,99 741,93 0,884
Fluor (mg) 403,93 278,13 364,40 214,89 0,300
Cloro (mg) 0,00 0,00 1,56 15,75 0,517
Manganeso (mg) 0,00 0,00 0,01 0,05 0,517
Cromo (mg) 0,00 0,00 0,49 4,95 0,517
Molibdeno (mg) 0,29 2,98 0,00 0,00 0,517
Vitamina C mg 104,56 92,29 109,91 109,46 0,739
Tiamina B1 mg 1,50 0,67 1,32 0,59 0,098
Riboflavina B2 mg 1,80 0,61 1,70 0,51 0,330
Ac Nicotinico mg 20,19 9,43 19,45 9,50 0,640
Piridoxina B6 mg 1,92 0,97 1,63 0,68 0,018
Vitamina A pg 1568,10 1443,63 1692,35 1444,86 0,608
Vitamina D pg 3,92 9,49 6,52 15,20 0,286
Vitamina E mg 9,22 3,83 8,36 4,55 0,192
Acido félico libre ug 84,34 50,44 91,30 69,81 0,445
Acido félico total ug 203,41 110,43 200,85 109,06 0,890
Cianocobalamina B12 pg 4,99 8,83 4,71 3,81 0,839
Biotina pg 0,34 3,62 0,00 0,00 0,538
AG saturados g 29,22 11,59 24,87 8,45 0,021
AG monoinsaturados g 41,40 13,83 36,84 13,35 0,049
AG poliinsaturados g 8,52 4,87 7,83 4,45 0,393
EPAg 0,06 0,16 0,08 0,28 0,408
DHA g 0,09 0,29 0,16 0,54 0,419
Colesterol mg 412,54 229,78 407,56 254,68 0,899
MCT g 0,01 0,13 0,00 0,00 0,517
Fibra alimentaria g 14,77 6,69 14,90 6,47 0,904

DE: desviacion estandar; g: gramos; AG: acidos grasos; EPA: acido icosapentaenoico; DHA: acido docosahexaenoico; MCT: triglicéridos de cadena media.
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Tabla 3. Analisis multivariante de la probabilidad de hipovitaminosis D segiin los factores de riesgo

ORA
Estacién verano-otofio 0,17
Sexo mujer 1,45
Edad >= 10 aflos 1,21
Etnia no caucasoide 17,67
Tiempo de exposicién > 30 min 0,45
Piridoxina B6 (mg) 0,54
AG saturados (gr) 0,96
Vitamina D (ug) 1,02
Flaor (mg) 1,00
Constante 0,38
Porcentaje bien clasificado 85,9%
Area bajo la curva ROC 0,87

Prueba de Hosmer y Lemeshow

95% IC para ORA
Inferior Superior Sig.
0,06 0,42 0,000
0,61 3,44 0,404
0,40 3,62 0,736
4,77 65,46 0,000
0,19 1,06 0,067
0,31 0,95 0,031
0,92 1,00 0,048
0,99 1,06 0,126
1,00 1,00 0,106
0,312
0,82 0,93
0,382

ORA: Odds Ratio ajustado; AG: cidos grasos; min: minutos; ROC: receiver operating curve.

Sin embargo, el trabajo de Rodriguez Sangrador et al.
que realiza una encuesta sobre frecuencia de consumo
de alimentos en 2 meses al afio y mide el nivel de vita-
mina D pero lo hace en una poblacion de solamente 47
adolescentes'®.La dificultad de aplicar métodos basados
en el peso de los alimentos consumidos durante varios
dias es la causa del escaso nimero de trabajos publica-
dos. En el caso de ER24hs tuvimos unos encuestadores
capacitados, pero reconocemos la debilidad de este tipo
de encuesta en relacién ala memoria reciente y a la baja
estimacioén de los aportes nutritivos y de energia de una
persona. A pesar de sus limitaciones, la literatura que ha
comparado los métodos de medida de la ingesta de nu-
trientes indica que la ER24hs aporta informacion valida,
aunque menos precisa?t22,

En el andlisis de los diferentes micronutrientes de la
dieta solamente aparecieron asociaciones estadistica-
mente significativas con la hipovitaminosis D para la pi-
ridoxina B6 y los acidos grasos saturados tanto en el
analisis univariante como en el multivariante sin que
tengamos una explicacion fisiopatoldgica para este ha-
llazgo. Entre los micronutrientes las frecuencias de in-
gestas de magnesio, calcio y potasio fueron deficientes
con respecto a las recomendaciones para cada sexo y
edad. En cuanto a las vitaminas, lo mismo ocurrié con el
acido félico y las vitaminas C, A, D y E. La Encuesta Nu-
tricional del Pais Vasco del 2005 mostr6 unos habitos
nutricionales similares a los nuestros?~.

Nuestros resultados indican que las hipovitaminosis
D se asocian con los mismos factores que en la litera-
tura?>2%, El porcentaje con deficiencia grave (<10 ng/ml
de 25(0H) D) fue pequeiio (1,4%), como corresponde a
una poblacidn sana. Utilizando como punto de corte 20
ng/ml, la deficiencia alcanz6 el 18,15% de prevalencia.
Segun el Instituto Americano de Medicina (EE.UU.), el
nivel de 20 ng/ml cubre las necesidades relacionadas
con el metabolismo fosfocalcico del 97% de la pobla-
cion?, Sin embargo, con un punto de corte de <30 ng/ml,
como lo establecen otros estudios® el nivel de hipovita-
minosis D alcanzaria un 56,3%. La hipovitaminosis D se
centré en los grupos de riesgo como la poblacidn no cau-
casica en la que fue mayor del 50%. De hecho, un caso
de raquitismo en un nifio no caucasico, pakistani, fue el

desencadenante de este estudio. También fueron rele-
vantes otras variables como la estacionalidad y el
peso®>%, Por ello, el estilo de vida al aire libre, la expo-
sicion solar libre de protectores solares y los patrones
dietéticos que aseguren una ingesta correcta de vita-
mina D y calcio siguen siendo las recomendaciones a se-
guir por la poblaciéon general. Es importante resaltar que
la poblacién estudiada era sana y que solamente en 5 es-
colares se encontraron niveles elevados de PTH (>65
pg/ml). En ninglin caso hubo manifestaciones clinicas
ni se encontraron alteraciones en los niveles de calcio,
fésforo y magnesio. A los cinco nifios se le realiz6 una
valoracion clinica posterior y una analitica del metabo-
lismo fosfocalcico (fosfatasa alcalina, calcio, fosforo,
magnesio, PTH y vitamina D) siendo la exploracién y la
analitica normales. Por ello se consider6 que las altera-
ciones en los niveles de la PTH correspondieron mas a
variaciones fisiol6gicas de adaptaciéon que a una res-
puesta al déficit de vitaminaZ?¢. La exposiciéon al sol de
mas de 30 minutos fue estadisticamente significativa en
el analisis univariante, pero esa relacion desapareci6 en
el andlisis multivariante con un nivel de significacion del
5% ya que la p fue de 0,67. Esta “anomalia” puede de-
berse al tamafio muestral ya que, aunque el Odds Ratio
ajustado fue de 0,45, su intervalo de confianza superior
sobrepas6 la unidad.

De acuerdo con nuestros resultados, no deben reali-
zarse cribados poblacionales de deficiencia de vitamina
Dy debe limitarse exclusivamente a los grupos de riesgo
el hecho de suplementar con la misma®?’. Los criterios
para realizar una determinacién analitica de 25(0OH) D
y suplementar, segtn sus resultados, han sido descritos
por los comités de expertos?$-3°, Sin embargo, estas in-
dicaciones varian entre las diferentes sociedades cien-
tificas. Asila Asociacién Americana de Pediatria (AAP)3¢
y la Asociacion Europea de Pediatria (EAP)*reservan
esa indicacion para grupos de riesgo. Un estudio de Sag-
gese et al.?® en un consenso global en Italia propone su-
plementar con vitamina D a los nifios y adolescentes que
presenten los siguientes factores de riesgo de deficien-
cia de vitamina D: etnia no caucasica con pigmentacion
de piel oscura, exposicion reducida a la luz solar (debido
a factores de estilo de vida, enfermedad crénica u hos-



128 Blarduni Cardén E, Arrospide A, Angulo Ugarte H, Urrutia Etxebarria |, Castafio Gonzalez L, Etxebarria |, Mar J, Grupo Goivide (R|GINALES

pitalizacion, institucionalizacidn, discapacidad compleja,
cubrir con ropas por motivos religiosos o culturales) o
por uso constantes de protectores solares, adopcidn in-
ternacional, obesidad, enfermedades crénicas (renal,
hepatica, sindromes de malabsorcién, terapias crénicas
(anticonvulsivos-antiretrovirales-glucocorticoides-anti-
fangicos sistémicos). En todas estas situaciones es ne-
cesaria monitorizar al menos una vez al afio el estado de
la vitamina D.

Las necesidades de vitamina D se cubren en un 90%
con la exposicion solar y el 10% restante se consigue a
través de la dieta, por lo que ambos factores deberian
estar especificamente valorados en los programas de
Atencion Primaria de la poblacién infantil y adolescente
tanto para su prevencion, diagndstico y tratamiento. En
la actualidad la mejor opcidn de aumentar el aporte die-
tético de vitamina D es la fortificacion de alimentos. En
la Unién Europea los paises se dividen en 3 categorias;
los de politica de fortificacién obligatoria (Noruega,
Reino Unido), voluntaria (Espafia, Portugal) o que no
existe fortificacion. En Espafia tienen excepcion algunos
productos utilizados durante un tiempo prolongado
como Unica fuente de nutrientes por algunos grupos de
poblacién (férmulas infantiles de inicio, continuacién y
cereales - productos de nutricién enteral y parenteral
de uso hospitalario y las dietas de bajo valor energético
para reduccion de peso, cuya fortificacion es obligatoria
para todos los Estados miembros de la Unién Euro-
pea)3l. En nuestro pais existe una tendencia a fortificar
la leche desnatada y semidesnatada hasta alcanzar el
nivel de vitamina D de la leche entera que se pierde con
el proceso del desnatado. Ademas, hay otros productos
en el mercado que también son fortificados, como galle-
tas, yogurt, margarinas, queso, cereales de desayuno,
zumos y bebidas??.

Los nifios requieren menos exposicion a la luz solar
que los adultos para producir cantidades suficientes de
vitamina D, tanto por su mayor proporcién de superficie
corporal respecto a volumen como por la mayor capaci-
dad de su metabolismo para producir vitamina D33, En
relacién a la exposicion solar se conoce que la dosis de
radiacion UV efectiva para producir 1000 Ul de vitamina
D, que garantiza niveles suficientes de ella en sangre, se
consigue con 25% de la dosis eritromatégena minima
(MED), que equivale a 10-15 minutos en un 25% de la
superficie corporal (cara, brazos, manos), sin protector
solary en las horas centrales del dia, de 10 a 15 horas?*.

La alimentacion variada, equilibrada y adaptada a las
necesidades de las distintas etapas de su evolucion es
clave para un adecuado crecimiento fisico y psicoldgico,
para prevenir enfermedades y para obtener un 6ptimo
estado de salud. Su vigilancia hace poco probable, en ge-
neral, el riesgo de un déficit nutricional a corto y largo
plazo. A pesar de ello, no debe ser un motivo para olvi-
dar el riesgo de un déficit de la vitamina D.
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Promocionar unos niveles adecuados de vitamina D en los
escolares y adolescentes es importante porque el raquitismo
nutricional puede desarrollarse durante toda la edad pedia-
trica y porque su deficiencia afecta negativamente la salud
6sea®. La comparacion de los numerosos estudios que valo-
ran suplementar con vitamina D es muy compleja dada la he-
terogeneidad en la administracién de vitamina D (intervalo,
dosis, duracion) y la poblacion reclutada (sexo, edad, etnia,
IMC, latitud del pais de residencia, estacion del afio, estado
basal de la vitamina D). En nuestra comarca, en una latitud
poco favorable, hay poca sintesis de vitamina D al final del
otofo, durante los meses de invierno y principios de la pri-
mavera. Durante este periodo, un nivel adecuado de vitamina
D solo se mantiene con las reservas endégenas acumuladas
durante el verano anterior o mediante suplementos exége-
nos. La presencia de hipovitaminosis D debida a factores de
riesgo, las dosis a recomendar son entre 600 Ul /dia (exposi-
cion solar reducida) hasta 1000 UI/dia (multiples factores de
riesgo de deficiencia de vitamina D). La forma de suplemen-
tar es con dosis intermitentes (semanales-mensuales) a par-
tir de los 5-6 afios y especialmente durante la adolescencia;
las dosis continuas deben reservarse para nifios con factores
de riesgo permanentes de hipovitaminosis D?.

Este trabajo reconoce resaltar la importancia de la vita-
mina D durante la etapa pediatrica y el reto que supone una
valoracién individualizada segin edad, estacionalidad, fo-
totipo de piel, adecuado estilo de vida al aire libre, el uso
controlado y prudente de los protectores solares y patro-
nes nutritivos que aseguren una correcta ingesta de vita-
mina D y calcio. El estudio de la vitamina D implica también
un esfuerzo para reducir las desigualdades en salud ya que
se centra en un grupo social de nivel socioeconémico bajo
y asociado a la inmigracién. Por ello, el control pediatrico
de la hipovitaminosis D en escolares es al mismo tiempo
un ejercicio de puesta en marcha de estrategias de salud
publica dirigidas a promover la salud infantil.
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Resumen

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

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

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

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

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

INTRODUCCION

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

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

»

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

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

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

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

MATERIAL Y METODOS

Recopilacién de datos

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

Seleccion de genes semilla

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

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

Construccion de redes PPI

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

Estudio de centralidad e identificacion de genes

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

RESuLTADOS

Recopilacion de datos

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

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

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

C0024117 Enfermedad obstructiva crénica de las vias respiratorias

C€0025500 Mesotelioma

C0029456 Osteoporosis

C0037116 Silicosis

€0206062 Enfermedad pulmonar intersticial
C0264423 Asma ocupacional

C0340092 Neumonitis por hipersensibilidad de tipo estival

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

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

Construccion de redes PPI

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

Estudio de centralidad e identificacion de genes

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

Discusion

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

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

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

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

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

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

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

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

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

*MCC: maximal clique centrality.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



ORIGINALES  Relacion genética entre las enfermedades pulmonares de origen ambiental u ocupacional y la osteoporosis: un enfoque bioinformético 135
Rev Osteoporos Metab Miner. 2021;13(4):130-136

Bibliografia

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Consensus development conference:
diagnosis, prophylaxis, and treatment
of osteoporosis. Am | Med; 1993; 94:
646-650.

Guia practica del manejo de la Osteo-
porosis y prevencion de la fractura por
fragilidad en At. Primaria. https://
www.semg.es/index.php/manuales-
y-libros-semg/114-guia-practica-del-
manejo-de-la-osteoporosis-y-prevenci
on-de-la-fractura-por-fragilidad-en-
at-primaria.

The Economic consequences of out-
door air pollution | READ online.
OECD iLibrary https://read.oecd-ili-
brary.org/environment/the-econo-
mic-consequences-of-outdoor-air-poll
ution_9789264257474-en.

Nakao M, Ishihara Y, Kim C-H, Hyun I-G.
The impact of air pollution, including
Asian sand dust, on respiratory
symptoms and health-related quality
of life in outpatients with chronic res-
piratory disease in Korea: A panel
study. ] Prev Med Public Health Ye-
bang Uihakhoe Chi 2018; 51: 130-139.
Cazzolla Gatti R. Why we will continue
to lose our battle with cancers if we do
not stop their triggers from environ-
mental pollution. Int ] Environ Res Pu-
blic Health 2021; 18: 6107.
Waidyatillake NT, Campbell PT, Vicen-
dese D, Dharmage SC, Curto A, Steven-
son M. Particulate matter and premature
mortality: A bayesian meta-analysis.
Int ] Environ Res Public. Health 2021;
18: 7655.

Lemen RA, Landrigan PJ. Sailors and
the Risk of Asbestos-Related Cancer.
Int ] Environ Res Public Health 2021;
18: 8417.

Moon ], Yoo H. Misdiagnosis in occu-
pational and environmental medicine:
a scoping review. ] Occup Med Toxicol
Lond Eng 2021; 16: 33.

Falch JA, Ilebekk A, Slungaard U. Epi-
demiology of hip fractures in Norway.
Acta Orthop Scand 1985; 56: 12-16.
Jénsson B, Gardsell P, Johnell O, Sernbo I,
Gullberg B. Life-style and different frac-
ture prevalence: A cross-sectional com-
parative population- based study. Calcif
Tissue Int 1993; 52: 425-433.

Sernbo I, Johnell O, Andersson T. Dif-
ferences in the incidence of hip frac-
ture. Comparison of an urban and a
rural population in southern Sweden.
Acta Orthop Scand 1988; 59: 382-385.
Prada D, Lépez G, Solleiro-Villavicen-
cio H, Garcia-Cuellar C, Baccarelli AA.
Molecular and cellular mechanisms
linking air pollution and bone damage.
Environ Res 2020; 185: 109465.
Ranzani OT, Mila C, Kulkarni B, Kinra S,
Tonne C. Association of Ambient and
Household Air Pollution With Bone
Mineral Content Among Adults in
Peri-urban South India. JAMA Netw
Open 2020; 3: e1918504.

Chang KH, Chang MY, Muo CH, Wu TN,
Hwang BE Chen CY, et al. Exposure to
air pollution increases the risk of os-
teoporosis. Medicine (Baltimore) 2015;
94: e733.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23

24.

25

26.

27.

Chang KH, Chang MY, Muo CH, Wu TN,
Hwang BF, Chen CY, et al. Exposure to
air pollution increases the risk of os-
teoporosis. Medicine (Baltimore) 2015;
94:e733.

Pang KL, Ekeuku SO, Chin KY. Particu-
late air pollution and osteoporosis: A
systematic review. Risk Manag He-
althc Policy 2021: 14: 2715-2732.
Pifiero ], Queralt-Rosinach N, Gutié-
rrez-Sacristan A, Deu-Pons ], Centeno
E, Garcia-Garcia ], et al. DisGeNET: a
comprehensive platform integrating
information on human disease-asso-
ciated genes and variants. Nucleic
Acids Res 2017; 45: D833-D839.
Szklarczyk D, Gable AL, Lyon D, Junge A,
Wyder S, Huerta-Cepas | et al. STRING
v11: protein-protein association net-
works with increased coverage, sup-
porting functional discovery in
genome-wide experimental datasets.
Nucleic Acids Res 2019; 47: D607-
D613.

Shannon P, Markiel A, Ozier O, Baliga
NS, Wang JT, Ramage D, et al. Cytos-
cape: A software environment for in-
tegrated models of biomolecular
interaction networks. Genome Res
2003; 13: 2498-2504.

Chen SH, Chin CH, Wu HH, Ho CW, Ko
MT, Lin CY. Cyto-Hubba: a cytoscape
plug-in for hub object analysis in net-
work biology. https://citeseerx.ist.
psu.edu/viewdoc/download?doi=10.
1.1.800.333&rep=rep1&type=pdf.
Chaudhary R, Balhara M, Jangir DK,
Dangi M, Dangi M, Chhillar AK. In si-
lico protein interaction network
analysis of virulence proteins associa-
ted with invasive Aspergillosis for
drug discovery. Curr Top Med Chem.
2019; 19: 146-155.

Calidad del aire ambiente (exterior) y
salud. https://www.who.int/es/news-
room/fact-sheets/detail /ambient-(out-
door)-air-quality-and-health.
MedlinePlus - Health Information from
the National Library of Medicine. https:
//medlineplus.gov/.

Mukherjee A, Rotwein P. Selective sig-
naling by Akt1 controls osteoblast dif-
ferentiation and osteoblast-mediated
osteoclast development. Mol Cell Biol
2012; 32: 490-500.

Zhang Y, Wang N, Ma ], Chen XC, Li Z,
Zhao W. Expression profile analysis of
new candidate genes for the therapy
of primary osteoporosis. Eur Rev Med
Pharmacol Sci 2016; 20: 433-440.
Abdalla, M, Sabbineni H, Prakash R,
Ergul A, Fagan SC, Somanath PR. The
Akt inhibitor, triciribine, ameliorates
chronic hypoxia-induced vascular
pruning and TGF-induced pulmo-
nary fibrosis. Br ] Pharmacol 2015;
172:4173-4188.

Kunutsor SK, Voutilainen A, White-
house MR, Seidu S, Kauhanen ], Blom
AW, et al. Serum albumin and future
risk of hip, humeral, and wrist fractu-
res in caucasian men: New findings
from a prospective cohort study. Med
Princ Pract 2019; 28: 401-409.

28.

29.

30.

il

32,

33.

34.

35.

36.

87

38.

Kim NH, Oh H]J, Park EJ, Kim DH, Choi,
JS. Serum albumin and bone mineral
density in healthy men above 30 years
old. Korean ] Fam Pr 2013; 3: 331-337.
Zhao R, Wang Y, Zhou W, Guo J, He M,
Li P, et al. Associated factors with in-
terstitial lung disease and health-rela-
ted quality of life in Chinese patients
with primary Sjégren’s syndrome. Clin
Rheumatol 2020; 39: 483-4809.

IL-6 contributes to the defective osteoge-
nesis of bone marrow stromal cells from
the vertebral body of the glucocorticoid-
induced osteoporotic mouse - PubMed.
https://pubmed.ncbinlm.nih.gov/2712
8729/.

Li, X, Zhou Z, Zhang Y, Yang H. IL-6 con-
tributes to the defective osteogenesis
of bone marrow stromal cells from the
vertebral body of the glucocorticoid-
induced osteoporotic mouse. PLoS ONE
2016; 11: e0154677.

Scheidt-Nave C, Bismar H, Leidig-
Bruckner G, Woitge H, Seibel M], Zie-
gler R, et al. Serum interleukin 6 is a
major predictor of bone loss in
women specific to the first decade
past menopause. ] Clin Endocrinol
Metab 2001; 86: 2032-2042.
Wedzicha JA, Seemungal TA, MacCa-
Ilum PK, Paul EA, Donaldson GC,
Bhowmik A, et al. Acute exacerbations
of chronic obstructive pulmonary di-
sease are accompanied by elevations
of plasma fibrinogen and serum IL-6
levels. Thromb Haemost 2000; 84:
210-215.

Kleniewska A, Walusiak-Skorupa ],
Piotrowski W, Nowakowska-Swirta E,
Wiszniewska M. Comparison of bio-
markers in serum and induced spu-
tum of patients with occupational
asthma and chronic obstructive pul-
monary disease. ] Occup Health 2016;
58:333-339.

Nufiez B, Sauleda ], Garcia-Aymerich J,
Noguera A, Monsé E, Gémez F, et al.
Lack of correlation between pulmonary
and systemic inflammation markers in
patients with chronic obstructive pulmo-
nary disease: A simultaneous, two-com-
partmental analysis. Arch Bronconeumol
2016; 52: 361-367.

Shao Q, Zhao J. [Analysis of systemic
cytokine levels in silicosis complicated
with pulmonary infection]. Zhonghua
Lao Dong Wei Sheng Zhi Ye Bing Za Zhi
Zhonghua Laodong Weisheng Zhiye-
bing Zazhi Chin. ] Ind Hyg Occup Dis
2021; 39: 133-136.

Volobaev VP, Larionov AV, Kalyuzh-
naya EE, Serdyukova ES, Yakovleva S,
Druzhinin VG, et al. Associations of
polymorphisms in the cytokine genes
IL1B (rs16944), IL6 (rs1800795),
IL12b (rs3212227) and growth factor
VEGFA (rs2010963) with anthracosi-
licosis in coal miners in Russia and re-
lated genotoxic effects. Mutagenesis
2018: 33: 129-135.

Zhai R, Liu G, Yang C, Huang C, Wu C,
Christiani DC. The G to C polymor-
phism at -174 of the interleukin-6
gene is rare in a Southern Chinese po-



136

Andjar-Vera F, Garcia-Fontana C, Gonzélez-Salvatierra S, Martinez-Heredia L, Murfioz-Torres M, Garcia-Fontana B OR|GINALES

39,

40.

41.

42.

pulation. Pharmacogenetics 2001; 11:
699-701.

Yu T, You X, Zhou H, Kang A, He W, Li Z,
etal. p53 plays a central role in the de-
velopment of osteoporosis. Aging
2020; 12: 10473-10487.

Gu C, LiY, Liu ], Ying X, Liu Y, Yan |, et
al. LncRNA-mediated SIRT1/Fox03a
and SIRT1/p53 signaling pathways re-
gulate type II alveolar epithelial cell
senescence in patients with chronic
obstructive pulmonary disease. Mol
Med Rep 2017; 15: 3129-3134.
Sementino E, Menges CW, Kadariya Y,
Peri S, Xu ], Liu Z, et al. Inactivation of
Tp53 and Pten drives rapid develop-
ment of pleural and peritoneal malig-
nant mesotheliomas. | Cell Physiol
2018; 233: 8952-8961.

Sementino E, Menges CW, Kadariya Y,
Peri S, Xu ], Liu Z, et al. Inactivation of
Tp53 and Pten drives rapid develop-
ment of pleural and peritoneal malig-

43.

44.

45.

46.

nant mesotheliomas. J Cell Physiol
2018; 233: 8952-8961.

Fuchs S, Dohle E, Kirkpatrick CJ. Chap-
ter twenty-two - sonic hedgehog-me-
diated synergistic effects guiding
angiogenesis and osteogenesis. In Vita-
mins & Hormones (ed. Litwack, G.) vol.
88 491-506. Academic Press, 2012.
Prockop DJ. New Targets for Osteopo-
rosis. N Engl ] Med 2012; 367: 2353-
2354.

Scagliotti GV, Gaafar R, Nowak AK,
Reck M, Tsao AS, van Meerbeeck |, et
al. LUME-meso: Design and rationale
of the phase III part of a placebo-
controlled study of nintedanib and
pemetrexed/cisplatin followed by
maintenance nintedanib in patients
with unresectable malignant pleural
mesothelioma. Clin Lung Cancer 2017;
18: 589-593.

Demirag F, Unsal E, Yilmaz A, Caglar A.
Prognostic significance of vascular en-

47.

48.

49.

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

dothelial growth factor, tumor necro-
sis, and mitotic activity index in malig-
nant pleural mesothelioma. Chest
2005; 128: 3382-3387.

Ohta Y, Shridhar V, Bright RK, Kalem-
kerian GP, Du W, Carbone M, et al.
VEGF and VEGF type C play an impor-
tant role in angiogenesis and
lymphangiogenesis in human malig-
nant mesothelioma tumours. Br ] Can-
cer 1999; 81: 54-61).

Edwards ]G, Swinson DEB, Jones ]L,
Muller S, Waller DA, O'Byrne K].
Tumor necrosis correlates with angio-
genesis and is a predictor of poor
prognosis in malignant mesothelioma.
Chest 2003; 124: 1916-1923.

Chia PL, Russell P, Asadi K, Thapa B,
Gebski V, Murone C, et al. Analysis of
angiogenic and stromal biomarkers in
a large malignant mesothelioma co-
hort. Lung Cancer Amst Neth 2020;
150: 1-8.



ORIGINALES 137

Rev Osteoporos Metab Miner. 2021;13(4):137-144

Fuerza muscular como predictora de fragilidad
0sea en pacientes con diabetes mellitus tipo 2

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/51889-836X2021000300006

Hayo6n-Ponce M!, Garcia-Fontana B'%3, Avilés-Pérez MD'?, Gonzalez-Salvatierrra S**, Moratalla-Aranda E?5,
Muiioz-Torres M1%36

1 Unidad de Metabolismo Oseo, Endocrinologia y Nutricién. Hospital Universitario Clinico San Cecilio. Granada (Esparia)

2 Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada (Ibs.GRANADA) (Esparia)

3 CIBERFES, Instituto de Salud Carlos 1II. Madrid (Esparia)

4 Fundacién para la Investigacion Biosanitaria de Andalucia Oriental (FIBAO). Granada (Espaiia)

5 Medicina Nuclear. Hospital Universitario Clinico San Cecilio. Granada (Espaiia)

6 Departamento de Medicina. Universidad de Granada (Espaiia)

Fecha de recepcion: 06/09/2021 - Fecha de aceptacion: 20/10/2021

Trabajo remitido como prestacion por una beca de investigacion clinica FEIOMM 2018.

Resumen

Introduccion: La mayoria de estudios han puesto de manifiesto una disminucién de la funcién y fuerza muscular en pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Sin embargo, la relacion entre la funcién muscular y la salud 6sea en los pa-
cientes con DM2 no esta bien definida.

Objetivo: El objetivo del estudio fue analizar la relacién entre la fuerza muscular y la fragilidad 6sea en pacientes con DM2.
Material y métodos: Estudio observacional transversal. Se incluyeron un total de 60 pacientes con DM2 (60% varones
y 40% mujeres postmenopdusicas) con una edad entre 49-85 afios. Se estudiaron variables demograficas, antropomé-
tricas, clinicas y bioquimicas. Se determind la densidad mineral 6sea (DMO) en columna lumbar (CL), cuello femoral y
cadera total mediante DXA (Hologic QDR 4500), y los valores de TBS (TBS iNsight Software, version 3.0.2.0, Medimaps,
Merignac, France). La fuerza de la mano (kg/cm?) se midié con un dinamémetro hidraulico manual Jamar® (5030j1;
jackson, MI). Para evaluar el nivel de movilidad y el riesgo de caidas, se realiz6 el test Time Up and Go. El andlisis esta-
distico se realiz6 mediante el programa SPSS (SPSS, inc, v 25.0).

Resultados: La edad media de los pacientes fue de 66,3+8,3 afios. La HbAlc media fue de 7,7+1,1%, observandose un
inadecuado control glucémico (HbAlc >7,5%) en el 73,3% de los pacientes. E1 91,7% de las mujeres y el 77,8% de los
varones presentaron baja fuerza muscular. E1 41,7% de mujeres y el 25% de varones presentaron un riesgo elevado de
caidas. Los sujetos con baja fuerza de prension manual y los que tenian riesgo de caidas elevado presentaron valores
significativamente menores de TBS que los que tenian mayor fuerza de la mano (0,99+0,17 vs 1,12+0,15; p=0,03) y bajo
riesgo de caidas (0,94+0,13 vs 1,04+0,19; p=0,02). Los pacientes con TBS normal y parcialmente degradado tenian mayor
fuerza de agarre manual que los sujetos con TBS degradado (p=0,031). La fuerza de la mano se asocid positivamente
con TBS (p<0,05) independientemente de la edad, perimetro de cintura, niveles de 250H vitamina D y DMO en CL. No
hubo diferencias significativas en la fuerza de agarre manual en funcién de los valores de DMO.

Conclusion: Nuestro estudio muestra que la reduccion de la fuerza muscular puede estar relacionada con el deterioro
de la microarquitectura 6sea determinada por TBS en pacientes con DM2.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2, fuerza de la mano, fragilidad 6sea, Trabecular bone score, densitometria dsea.

INTRODUCCION
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la osteoporosis son

El sistema musculoesquelético esta estrechamente re-
lacionado, tanto por su conexidn fisica como por su regu-

enfermedades de alta prevalencia debido al envejeci-
miento de la poblacién que se asocian a un aumento del
riesgo de fracturas por fragilidad que aumentan de
forma sustancial la morbilidad y mortalidad de la pobla-
cioén'. Recientemente, la sarcopenia, definida como la de-
bilidad muscular relacionada con el envejecimiento, ha
sido reconocida como una complicaciéon de la DM2 que
con frecuencia aumenta la fragilidad de estos pacien-
tes?3.

44

lacién a través de multiples elementos comunes. Aunque
se ha observado que el musculo puede ejercer una in-
fluencia sobre el hueso a través del sistema neuroendo-
crino y las fuerzas mecanicas, su relaciéon es compleja y
no del todo bien conocida *. Muchos estudios han eviden-
ciado un vinculo entre sarcopenia y osteoporosis, pero los
resultados son inconsistentes debido a la variabilidad en
los criterios de diagndstico y a la divergencia de los mé-
todos de evaluacién para la sarcopenia y la osteoporosis.

Correspondencia: Beatriz Garcia Fontana (bgfontana@fibao.es)
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La mayoria de los estudios se han centrado en la eva-
luacién de la relacion entre la masa muscular y la densi-
dad mineral 6sea (DMO), mientras que s6lo unos pocos
han evaluado el efecto de la sarcopenia sobre la calidad
6sea®®. Sin embargo, alrededor de dos tercios de los pa-
cientes con fracturas no tienen osteoporosis definida por
los valores de DMO?. Los pacientes con DM2 presentan
un incremento del riesgo de fractura a pesar de tener una
DMO conservada o incluso aumentada. Estos resultados
sugirieron que la DMO por si sola es insuficiente para
evaluar la resistencia 6sea y estimar el riesgo de fractura.

Trabecular bone score (TBS) es un método de valora-
cién de la microarquitectura del hueso trabecular me-
diante la aplicacion del software (TBS iNsight Software,
Medimaps, Merignac, France). Se trata de una técnica de
aplicacion sencilla que permite analizar la microestruc-
tura del hueso trabecular sobre imagenes de exploracio-
nes DXA de columna lumbar con un nuevo enfoque
tecnoldgico sobre la variacion de textura de imagen®. Los
estudios realizados hasta la fecha han puesto de mani-
fiesto que la determinacién del TBS puede predecir el
riesgo de fractura de manera independiente y comple-
mentaria a la DMO tanto en poblacién general® como en
pacientes con DM210,

La sarcopenia fue definida por primera vez por Rosen-
berg IH en 1988 como una pérdida de masa y funcién
muscular relacionada con el envejecimiento!’. El estado
previo a la sarcopenia es la “dinapenia”, definida por
Clark BCy Manini TM como una disminucién de la fuerza
muscular relacionada con el envejecimiento antes de la
reduccién de la masa muscular??, determinandose a tra-
vés de la evaluacion de la fuerza de extension de la rodilla
y la fuerza de prensiéon manual.

Nuestro objetivo fue investigar la relacién entre los
componentes de la dinapenia determinada por la fuerza
de lamano, y la fragilidad 6sea determinada por la DMO
y la microarquitectura 6sea medidas por DXA y TBS en
sujetos con DM2.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio observacional transversal en el que
se incluyeron 60 pacientes con DM2 (60% varones y
409% mujeres postmenopausicas) de entre 49 y 85 afios,
reclutados de forma consecutiva de 2016 a 2018 en el
area de referencia del Hospital Universitario Clinico San
Cecilio de Granada.

Los criterios de exclusion recogian la presencia de otras
condiciones que alteran el metabolismo dseo como el diag-
noéstico de enfermedad metabdlica dsea no osteopordtica,
enfermedades cronicas, como la artritis reumatoide, en-
fermedades cronicas hepaticas y renales y enfermedades
neopldsicas activas, asi como terapia hormonal sustitutiva,
terapia con glucocorticoides o tratamiento antiosteoporoé-
tico.

El estudio se realiz6 con la aprobacién del Comité de
Etica del Hospital Universitario Clinico San Cecilio de
acuerdo con el cddigo de ética de la Asociacion Médica
Mundial (Declaracién de Helsinki). Se obtuvo el consen-
timiento informado por escrito de todos los sujetos de
estudio.

Evaluacion clinica

A todos los pacientes se les midi6 la altura, el peso y el
perimetro de cintura (PC). El indice de masa corporal
(IMC) se calcul6 como peso (kg)/altura (m?).

Rev Osteoporos Metab Miner. 2021;13(4):137-144

El porcentaje de grasa corporal total se estimé me-
diante una ecuacion lineal antropométrica llamada masa
grasa relativa (RFM) aplicando la siguiente ecuacién: 64 -
(20 x altura / circunferencia de la cintura) + (12 x sexo);
sexo = 0 para hombres y 1 para mujeres!3.

La fuerza de prensién manual (kg/cm?) se midié con
un dinamoémetro manual hidraulico Jamar® (5030j1;
Jackson, MI) tres veces para cada mano con el paciente
sentado y el brazo apoyado en una mesa sosteniendo el
dinamoémetro en posicién vertical'4, empleando el valor
medio de estas medidas para representar la fuerza de la
mano. Unos valores de fuerza de prensién manual <27
kg (hombres) y <16 kg (mujeres) se definieron como
baja fuerza muscular's.

Para evaluar el nivel de movilidad y el riesgo de cai-
das, se realiz6 el test Time Up and Go (TUG), que deter-
mina el tiempo necesario para levantarse de una silla,
caminar hasta una marca situada a 3 metros, darse la
vuelta y sentarse nuevamente en la silla. Una puntuacién
inferior a 12 segundos se defini6 como bajo riesgo de
caida y superior a 12 segundos, como riesgo de caida
elevado?®.

Los participantes completaron cuestionarios de salud
especificos, que incluian su historia clinica, tratamiento
farmacolégico, consumo de tabaco y alcohol y nivel de
actividad fisica.

Determinaciones bioquimicas
Se recogieron muestras de sangre de todos los pacientes
por la mafiana tras 8 horas de ayuno nocturno.

Los niveles séricos de albtimina, calcio, fosforo, crea-
tinina, fosfatasa alcalina, insulina, glucosa plasmatica en
ayunas, albumina y perfil de lipidos (niveles de triglicé-
ridos y colesterol (lipoproteinas de alta y baja densi-
dad)) se midieron mediante métodos bioquimicos
estandar.

La hemoglobina glicosilada (HbA1c) se determiné me-
diante cromatografia liquida de alta resolucién (ADAMS
Alc, HA-8160; Menarini, Florencia, Italia) y se expresé
como porcentaje.

Densitometria 6sea y TBS

La DMO (gramos/cm?) en columna lumbar (CL), cuello
femoral (CF) y cadera total (CT) se determin6 mediante
un densitémetro Hologic QDR 4500 (Whatman, MA) con
un coeficiente de variacién de 1,70%, 1,80% y 1,50%
para CL, CF y CT, respectivamente. El diagnéstico de os-
teoporosis se realizd utilizando los criterios de la Orga-
nizacién Mundial de la Salud'’.

E1 TBS se midi6 en CL utilizando el software TBS iN-
sight version 3.0.2.0 (Medimaps, Merignac, Francia) con
un coeficiente de variacion de 1,82%. La clasificacion de
la microarquitectura dsea se basé en los siguientes ran-
gos de TBS: TBS mayor o igual a 1,31 correspondi6 a mi-
croarquitectura normal, TBS entre 1,23 y 1,31 se defini6
como microarquitectura parcialmente degradada y TBS
igual o inferior a 1,23 como microarquitectura degra-
dada’.

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como media *
desviacion estandar (DS), mientras que las variables ca-
tegdricas se expresaron como frecuencias absolutas (n)
y relativas (%). Se analizé la normalidad de las variables
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La diferen-
cia entre variables continuas se determin6 mediante la
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prueba t de Student. Se utilizé la prueba de Chi-cua-
drado para comparar las variables categdricas. El coefi-
ciente de correlacidon de Pearson se utilizé para evaluar
las relaciones lineales. Se consideraron significativos va-
lores de p<0,05. Se utiliz6 el andlisis de regresion lineal
multiple para probar la asociaciéon entre TBS y las varia-
bles que influyen en la calidad dsea, ajustado por otros
posibles factores de confusion. Se consideraron signifi-
cativos valores de p<0,10.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante programa
estadistico SPSS (versidn 25.0; SPSS, Chicago, IL, EE.UU.).

RESULTADOS

La tabla 1 muestra las caracteristicas de los sujetos del
estudio segun sexo. El consumo de tabaco y alcohol, asi
como la enfermedad cardiovascular y el tiempo de evo-
lucién de la DM2 fue mayor en hombres que en mujeres
mientras que las mujeres presentaron cifras mas ele-
vadas de colesterol total y colesterol LDL. Los varones
presentaron valores mas bajos de RFM y mayores de
fuerza de la mano y de DMO en CL y TBS que las muje-
res.

El 91,7% de las mujeres y el 77,8% de los varones
presentaron baja fuerza muscular. La prevalencia de
baja fuerza muscular se analiz6 por grupo de edad,
cuartiles de IMC y PC (figura 1). Cuando se evalud la
prevalencia de dinapenia por grupo de edad, observa-
mos un incremento progresivo con la edad (figura 1a).
La prevalencia de baja fuerza de prensién manual fue
mayor en el primer y cuarto cuartil de IMC. La preva-
lencia de baja fuerza muscular por cuartiles de PC se
muestra en la figura 1c, el grupo del cuarto cuartil fue
el que mostré mayor prevalencia de baja fuerza de
prension manual.

Segun los resultados obtenidos en el test TUG, el 25%
de varones y 41,7% de mujeres presentaron un riesgo
elevado de caidas. Los pacientes con riesgo de caidas
elevado mostraron valores de fuerza de la mano signifi-
cativamente menores que los que tenian bajo riesgo de
caidas (13,8+7,4 vs 18,7+8,1; p=0,027).

E181,7% de los pacientes con DM2 tenian una micro-
arquitectura degradada (TBS <1,23), el 13,3% tenia mi-
croarquitectura parcialmente degradada (TBS entre
1,23y 1,31) y el 5% present6 valores normales de TBS
(TBS 21,31). Segtin los valores de DMO en CL, el 3,7% de
los pacientes se clasificé en el rango de osteoporosis (T-
score <2,5), el 37% en el de osteopenia y el 59,3% tenia
una DMO en CL normal. Los sujetos con TBS normal y
parcialmente degradado presentaron mayor fuerza de
prensién manual que los sujetos con TBS degradado
(p=0,031). Sin embargo, no hubo diferencias significati-
vas en la fuerza de prensién manual entre los sujetos con
osteopenia/osteoporosis frente a los que tenian DMO
normal.

La evolucion media de la DM2 fue de 14,9+8,7 aflos
con un inadecuado control glucémico en el 73,3% de los
pacientes. Los pacientes con elevado riesgo de caidas
presentaban mayor tiempo de evolucion de la DM2 que
los que tenian bajo riesgo de caidas (18,1+8,9 vs 13,1+8,1
p=0,037). Los pacientes con un adecuado control meta-
bélico (HbAlc <7,5%) mostraron mayor fuerza de la
mano, aunque no se observaron diferencias significativas
con respecto al grupo con peor control metabélico. No se
observo una asociacidn significativa entre el tratamiento
con insulina (66,7%) y el riesgo de caidas o la presencia
de fracturas.

El analisis de correlacion simple mostré una asocia-
cién positiva significativa del peso con la DMO en CL
(r=0,372; p<0,01), CF (r=0,430; p<0,01) y CT (r=0,547;
p<0,01) y negativa con TBS (r=-0,369; p<0,01). Tanto el
PC como el IMC se asociaron significativamente con DMO
en CT (positiva) (r=0,464; p<0,01) y (r=0,418; p<0,01),
respectivamente y con TBS (negativa) (r=-0,402; p<0,01)
y (r=-0,624; p<0,001). La RFM se correlaciond negativa-
mente con TBS tanto en varones (r=-0,620; p<0,001)
como en mujeres (r=-0,410; p<0,05) mientras que la
fuerza de la mano se asocid positivamente con TBS
(r=0,326; p<0,05). Aunque no observamos correlacion
significativa entre IMC, PC y RFM con la fuerza de pren-
sién manual, si encontramos una disminucién progresiva
significativa de la fuerza de prension de la mano con el
aumento de los cuartiles de RFM (p<0,001) (figura 2).

Dada la relacién significativa entre la calidad 6sea
medida por TBS y la fuerza de prensién manual, se rea-
liz6 un analisis de subgrupos de fuerza de prensién ma-
nual. Los sujetos con baja fuerza de prensién manual
tenian valores significativamente menores de TBS que
los que tenian mayor fuerza de la mano (0,99+0,17 vs
1,12+0,15; p=0,03). Aunque no hubo correlacion signi-
ficativa entre el test TUG y TBS, también se observaron
valores mas bajos de TBS en los sujetos que tenian
riesgo de caidas elevado frente a los de bajo riesgo de
caidas (0,94+0,13 vs 1,04+0,19; p=0,02) (figura 3). No
hubo diferencias significativas en los valores de DMO en
ambos grupos. Como se muestra en la figura 4a, los va-
lores medios de fuerza de prension manual mostraron
una disminucién progresiva segun las categorias de TBS.
Ademas, el porcentaje de pacientes que presentaban
TBS degradado (TBS <1,23) mostré una tendencia de-
creciente con el aumento de los cuartiles de fuerza de
prension manual (figura 4b).

Para determinar las variables que influyen en el TBS
(variable dependiente) se realiz6 un andlisis de regre-
sién lineal multiple ajustando por el efecto de la edad,
PC, fuerza de prension manual, niveles de 25(0H) vita-
mina D y DMO en CL. Nuestros resultados mostraron
que el PC (B=-0,491, [-0,013 -/- 0,004], p=0,001) afectan
negativamente los valores de TBS mientras que la fuerza
de prension manual (B=0,284, [0,000-0,013], p=0,038)
ejerce un efecto positivo sobre la microarquitectura dsea
determinada por TBS.

Discusion

La pérdida de masa y fuerza muscular, denominada
sarcopenia y dinapenia respectivamente, se ha recono-
cido recientemente como una complicacidon asociada a
la diabetes mellitus®. Mori, et al. observaron que la tasa
de prevalencia de dinapenia fue mayor que la sarcope-
nia en pacientes con DM2%. El Grupo de trabajo euro-
peo sobre la sarcopenia en las personas mayores
(EWGSOP)* y el Grupo de Trabajo Asiatico de Sarco-
penia (AWGS)?° consideran la fuerza de prension de la
mano como un método simple que predice de forma
fiable el deterioro de la fuerza muscular. La prevalencia
de sarcopenia en la DM2 varia entre el 5% y el 50% en
los diferentes estudios realizados hasta la fecha?!. En
un meta-analisis publicado recientemente, se observé
que los pacientes con DM2 tenian menor fuerza mus-
cular que los pacientes no diabéticos, a pesar de no
haber diferencia en la masa muscular??, en nuestro es-
tudio la prevalencia de baja fuerza muscular fue del
83,3%.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y variables clinicas

Edad (afios)

Peso (Kg)

Talla (cm)

IMC (kg/m?)

PC (cm)

RFM (%)

Fumador (%)

Alcohol (%)

Sedentarismo (%)

HTA (%)

Dislipemia (%)
Sobrepeso/Obesidad (%)
Enfermedad cardiovascular (%)
Complicaciones microvasculares (%)
Caidas (%)

Fracturas (%)

Glucosa basal (mg/dl)

HbA1c (%)

Tiempo evolucion DM2 (afios)
Colesterol total (mg/dl)

HDLc (mg/dl)

LDLc (mg/dl)

Triglicéridos (mg/dl)

Fuerza de la mano (Kg)

TUG (s)

DMO_CL (gr/cm?)

DMO_CF (gr/cm?)

DMO_CT (gr/cm?)

TBS

Total
(n=60)

66,35+8,09
83,89+13,06
165,09+8,25
30,80+4,60
103,83+11,44
69,28+6,06

56,7

11,8
83,3
88,3
86,7

45,0

147,97+£52,27
7,70£1,13
14,93+8,68
162,65+44,06
45,35+12,19
87,83+36,84
155,02+74,55
17,29+8,12
11,74+4,35
1,07+0,22
0,82+0,15
1,04£0,17

1,01£0,18

Varon
(n=36)

66,19+7,62
86,37+10,68
169,54+6,32
30,11+3,95
104,60+9,42

63,67+0,03

13,9
86,1
88,9
88,9

63,9

144,08+51,03
7,64%1,24
16,81+9,21
150,33+39,06
42,14+10,36
80,36+32,66
146,61+£71,84
22,50+5,62
10,39+2,75
1,12+0,23
0,84+0,14
1,07+0,17

1,06+0,17
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Mujer
(n=24)

66,58+8,92
80,18+15,50
158,42+6,03
31,86£5,36
102,95+£13,58
75,69+0,04
29,2
8,3
4,5
79,2
87,5
83,4
16,7
20,8
37,9
16,7
153,79+54,66
7,79%0,96
12,13+7,10
181,13+45,44
50,17£13,33
99,04+40,48
167,63+78,26
9,47+3,82
13,70+5,45
0,99+0,16
0,78+0,17
0,99+0,18

0,94+0,17

0,857

0,072

<0,001*

0,152

0,635

<0,001*

<0,001*

0,025*

0,163

0,480

0,870

0,535

<0,001*

0,094

0,301

0,535

0,486

0,612

0,031*

0,007*

0,054

0,01*

0,289

<0,001*

0,01*

0,032*

0,157

0,082

0,012*

RFM: masa grasa relativa; IMC: indice de masa corporal; PC: perimetro de cintura; HbAlc: hemoglobina glucosilada ; HOMA2-IR: indice de
resistencia a la insulina; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad ; TUG: test Time Up and Go;TBS: Trabecular
bone score; DMO: densidad mineral 6sea; CL: columna lumbar; CF: cuello femoral; CT: cadera total; DS: desviacion estindar. Las variables
continuas se expresan como media * DS. Las variables categdricas se expresan como porcentajes. Se determinaron los valores de p utilizando
la prueba t de Student para variables continuas y la prueba de Chi-cuadrado para variables categéricas.*Nivel de significacion <0,05.
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Al analizar la prevalencia de baja fuerza de prensién
de la mano, observamos una disminucién progresiva con
el aumento de la edad. No es sorprendente que el au-
mento de la edad represente un factor de riesgo de baja
fuerza muscular en la DM2, asi como en la poblacién ge-
neral, debido a la disminucién relacionada con la edad en
la masa y fuerza muscular. No obstante, seria interesante
conocer si el factor edad podria ser mas determinante
para el desarrollo de dinapenia y sarcopenia en individuos
con DM2 en comparacion con aquellos no diabéticos. Al
respecto, Tamura, et al. no mostraron diferencias en el
riesgo de sarcopenia segun las categorias de edad entre
los individuos con y sin DM22%. Del mismo modo, Celiker,
etal. y Trierweiler, et al. observaron una mayor prevalencia
de sarcopenia en los individuos con DM2 en comparaciéon
con los que no tenfan DM2, mientras que no se observaron
diferencias significativas en términos de edad?*2°.

En estudios previos, un IMC demasiado bajo o dema-
siado alto y un porcentaje alto de grasa corporal se han aso-
ciado con una mayor mortalidad?. Segun los resultados del
andlisis de composicion corporal, la prevalencia de baja
fuerza muscular fue mayor en el primer y cuarto cuartil de
IMC. Sin embargo, la evaluacion de la masa grasa relativa,
mostré una disminucion progresiva significativa de la fuerza
de prensién manual con el aumento de los cuartiles de RFM.
Este hallazgo sugiere que los pacientes diabéticos con un
alto porcentaje de grasa corporal y un IMC bajo o demasiado
alto tienen un mayor riesgo de desarrollar dinapenia. Ade-
mas, nuestros resultados mostraron una asociacién inversa
entre PC y TBS sugiriendo un papel predictor de PC inde-
pendientemente de la edad, fuerza de prensiéon manual, ni-
veles de 25(0H) vitamina D y DMO en CL. Estos resultados,
apoyan el papel de la masa grasa central en la microarqui-
tectura 6sea determinada por TBS?”28, Por lo tanto, la eva-
luacién de la obesidad en pacientes diabéticos no debe
centrarse Unicamente en el IMC; sino que debe considerarse
en combinacién con la masa grasa corporal.

Aunque la asociacién entre sarcopenia, riesgo de cai-
das y riesgo de fracturas se ha estudiado en la poblaciéon
general, existen pocos estudios que hayan examinado el
impacto clinico de la sarcopenia y la fragilidad 6sea en
pacientes con DM2. Nuestro estudio analizd la relacion
entre la fuerza de la mano y la fragilidad 6sea medida por
la DMO determinada por DXA y la microarquitectura
6sea estimada por TBS en pacientes con DM2.

Existen resultados inconsistentes respecto a la rela-
cion entre la fuerza de prensiéon manual y la DMO. El
grupo de Aydin concluy6 que la fuerza de prensiéon ma-
nual no era un buen predictor de DMO en varones?’
mientras que el grupo de Pereira si observé una corre-
lacidn significativa entre la fuerza de prensién manual y
la DMO?%. En nuestro estudio no observamos asociacion
entre la fuerza de prensién manual y la DMO.

La mayoria de estudios que han evaluado la relacion
entre la sarcopeniay la calidad 6sea, han utilizado datos de-
rivados de técnicas invasivas como la tomografia computa-
rizada cuantitativa (QCT), presentando una limitacién en la
practica clinica habitual por su baja disponibilidad3'2 TBS
es una técnica no invasiva para evaluar la calidad dsea que
puede predecir el riesgo de fractura de manera indepen-
diente y complementaria a la DMO en los pacientes con
DM21, En nuestro estudio, observamos una relacion posi-
tiva entre la fuerza de prension manual y los valores de TBS.
Los sujetos con menor fuerza de prensiéon manual tenian
valores mas bajos de TBS y se observé una tendencia de-
creciente de la prevalencia de TBS degradado (TBS <1,23)

Figura 1. Prevalencia de baja fuerza de prensiéon manual:
a) Evaluacion de baja fuerza de prensiéon manual por edad;
b) Evaluacion de baja fuerza de prension manual por
cuartiles de IMC; c) Evaluacion de baja fuerza de prension
manual por cuartiles de PC
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IMC: indice de masa corporal; Q1, primer cuartil, <27,9 kg/m? Q2,
segundo cuartil, 27,9-30,7 kg/m? Q3, tercer cuartil, 30,8-33,9
kg/m?; Q4, cuarto cuartil >33,9 kg/m?. PC: perimetro de cintura;
Q1, primer cuartil, <96 cm; Q2, segundo cuartil, 96-104 cm; Q3, ter-
cer cuartil, 104,1-111,5 cm; Q4, cuarto cuartil >111,5 cm.

con el aumento de los cuartiles de fuerza de prensién ma-
nual. En concordancia, nuestros resultados mostraron una
asociacion positiva entre TBS y fuerza de prensién manual
independiente del efecto de la edad, PC, niveles de 25(0H)
vitamina D y DMO en CL en el analisis multivariable. Estos
hallazgos sugieren que la medicion de la fuerza de prensién
manual podria ser una estrategia de facil implementacién
para estimar el estado de la microarquitectura ésea en la
préctica clinica.
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Figura 2. Fuerza de la mano y cuartiles de RFM

25,00 ) * |

20,00
15,00
22,75

10,00

5,00

Fuerza de presion manual (kg/m?)

0,00
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La fuerza de prension manual (kg/cm?) se midi6 con un dinamémetro manual hidraulico Jamar® RFM:
relative fat mass. Q1, primer cuartil, <63,6; Q2, segundo cuartil, 63,6-63,7; Q3, tercer cuartil, 63,8-75,7;
Q4, cuarto cuartil >75,7. *Nivel de significacién <0,01.

Figura 3. Efecto de la fuerza de la mano y el riesgo de caidas sobre el TBS
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La fuerza de prensién manual (kg/cm?) se midié con un dinamémetro manual hidraulico Jamar®.
Valores de fuerza de prension manual <27 kg (hombres) y <16 kg (mujeres) se definieron como
baja fuerza muscular. El riesgo de caidas se evalué mediante el test Time Up and Go. Una puntua-
cién inferior a 12 segundos se definié como bajo riesgo de caida y superior o igual a 12 segundos,
riesgo de caida elevado. TUG: test Time Up and Go; TBS: Trabecular bone score. Se determinaron
los valores de p utilizando la prueba t de Student. *Nivel de significacién <0,05.
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Nuestros resultados estan
en concordancia con el estudio
realizado por el grupo de Han-
mei, que mostr6 que el TBS se
correlacion6 positivamente con
la fuerza de prensién de la
mano en las mujeres®? y con el
estudio STRAMBO, que mostré
que el tamafio del huesoynola
DMO, parecia correlacionarse
principalmente con la masa
muscular, mientras que la mi-
croarquitectura dsea se corre-
lacionaba principalmente con
la fuerza muscular3?. Nuestros
resultados confirman datos pre-
vios y sugieren que la fuerza
muscular tiene mayor influencia
sobre la calidad ésea que sobre
la DMO y puede reflejar un de-
terioro de la microarquitectura
osea de forma mas fiable que
del estado 6seo medido por
DMO. Por tanto, la baja fuerza
muscular podria ser un buen
predictor de la fragilidad dsea
medida por TBS en los pacien-
tes con DM2.

Tanto la sarcopenia como la
dinapenia incrementan el riesgo
de caidas en los pacientes con
DM2%. El test TUG evalua el
nivel de movilidad y el riesgo de
caidas y es un indicador de sar-
copenia severa'®. El hecho de
que los valores de TBS y la
fuerza de la mano sean meno-
res en los pacientes con mayor
riesgo de caidas sugiere que el
mayor riesgo de fracturas por
fragilidad en estos pacientes
podria estar relacionado con la
coexistencia de sarcopenia se-
vera y deterioro de la microar-
quitectura 6sea trabecular a
pesar de una DMO aumentada.

La etiologia del efecto de la
DM2 en el sistema musculoes-
quelético es multifactorial y no
del todo bien conocida®. Estudios
previos sugieren que una mayor
duracién de la diabetes y una hi-
perglucemia mantenida afecta a
la debilidad muscular en pacien-
tes con DM23. En nuestro estu-
dio, los pacientes con elevado
riesgo de caidas tenfan una mayor
evolucion de la DM2 que los que
tenian bajo riesgo de caidas. Sin
embargo, no observamos dife-
rencias significativas en el
tiempo de evolucién de la enfer-
medad entre los sujetos con
fuerza muscular normal o dis-
minuida. En algunos estudios
han reportado una mayor pre-
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Figura 4. a) Valores medios de fuerza de presion manual segiin las categorias de TBS. b) Prevalencia de microarquitectura
osea degradada (TBS <1,23) segtin los cuartiles de fuerza de presion manual
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La fuerza de prensién manual (kg/cm?) se midié con un dinamémetro manual hidraulico Jamar®. TBS: Trabecular bone score; PD: parcial-
mente degradado. La clasificacién de la microarquitectura 6sea se bas6 en los siguientes rangos de TBS: TBS 21,31 correspondié a micro-
arquitectura normal, TBS entre 1,23 y 1,31 se definié como microarquitectura parcialmente degradada y TBS <1,23 como microarquitectura
degradada. Q1, primer cuartil, <9,5 kg/cm? Q2, segundo cuartil, 9,5-19,7 kg/cm?; Q3, tercer cuartil, 19,8-23,5 kg/cm? Q4, cuarto cuartil

>23,5 kg/cm?.

valencia de sarcopenia asociada a una mayor duraciéon de
la diabetes?%; sin embargo, otros estudios no han encon-
trado relacién entre la prevalencia de sarcopenia y el
tiempo de evolucion de la DM222,

Un estudio reciente ha demostrado que la hiperglu-
cemia en si misma reduce la masa muscular a través del
aumento de KLF15 en los miocitos®”. Por otra parte, Kal-
yani, et al. observaron que la HbAlc se asocia con la de-
bilidad de la fuerza muscular independiente de la masa
muscular®. En concordancia, nuestros resultados mos-
traron que los pacientes con adecuado control metabé-
lico (HbA1c <7,5%) presentaban mayor fuerza muscular
de la mano, aunque no se observaron diferencias signi-
ficativas entre ambos grupos probablemente por el limi-
tado numero de pacientes incluidos en el estudio. No
obstante, existen estudios previos que no han encon-
trado relacion entre el control metabdlico y la fuerza
muscular®, por tanto la prevencion del desarrollo de di-
napenia y sarcopenia no se puede centrar exclusiva-
mente en el control metabdlico, especialmente en los
pacientes de edad avanzada, en los que hay que tener en
cuenta otros factores como la presencia de complicacio-
nes micro y macrovasculares, la composicién corporal,
el estado nutricional y la esperanza de vida, que condi-
cionan la morbimortalidad.

Nuestro estudio tiene ciertas limitaciones. Primero,
el disefio transversal del estudio permitié investigar la
asociacion entre las variables de estudio, pero no la cau-
salidad. En segundo lugar, el tamafio de la muestra fue

relativamente pequefio; sin embargo, nuestros partici-
pantes son representativos de los pacientes con DM2 en
la préctica clinica diaria. En tercer lugar, no evaluamos
la masa muscular que es un factor determinante de la
sarcopenia, aunque cuando los componentes de la sar-
copenia se han examinado individualmente en otros es-
tudios, s6lo la fuerza muscular baja se asocié con la
incidencia recurrente de caidas, independiente de la
masa muscular o la velocidad de la marcha®°.

A pesar de estas limitaciones, hasta donde sabemos,
el presente estudio es el primero en investigar la asocia-
cion entre la fuerza de prensiéon manual y el TBS en pa-
cientes con DM2.

En conclusion, nuestro estudio sugiere que los pa-
cientes con DM2 tienen una elevada prevalencia de dis-
minucién de fuerza muscular relacionada con la edad.
Los resultados del anlisis de composicion corporal des-
tacan la importancia de evaluar la masa grasa en lugar
de evaluar el IMC en los pacientes diabéticos con riesgo
de sarcopenia. Un IMC bajo o demasiado alto y un por-
centaje alto de grasa corporal tienden a aumentar el
riesgo de desarrollar dinapenia. E1 TBS en los pacientes
con DM2 suele ser bajo a pesar de una DMO aumentada.
La fuerza muscular se asoci6 significativamente con un
deterioro de la microarquitectura 6sea. La disminucion
de la fuerza de prensién manual y el test TUG pueden
constituir una herramienta de fcil aplicacion en la prac-
tica clinica habitual para identificar a los pacientes con
DM2 con riesgo de caidas y fracturas osteoporoéticas.

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