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Las caidas en las personas mayores representan uno de
los principales problemas de salud publica, tanto por su
prevalencia como por sus consecuencias, siendo una de
las mas graves la fractura de fémur. La prevalencia anual
de caidas en poblaciéon mayor de 65 anos oscila entre el
28y el 35%, y frecuentemente estas caidas son de repe-
ticion®. Los factores responsables de una caida se divi-
den en intrinsecos (relacionados con el propio paciente)
y extrinsecos (derivados de la actividad o del entorno),
siendo la etiologia en la mayoria de ocasiones multifac-
torial®. Al valorar los factores intrinsecos de una caida,
debemos tener en cuenta las alteraciones fisioldgicas re-
lacionadas con la edad (entre ellas la presencia de alte-
raciones nutricionales, sarcopenia y fragilidad), las
enfermedades agudas y cronicas presentesy la prescrip-
cién de determinados farmacos!. Por ello, ante una
caida, es imprescindible el abordaje integral del adulto
mediante una valoracion geriatrica global que incluya la
completa evaluacién de la marcha y el equilibrio.
Previamente hemos nombrado el término fragilidad, el
cual erréneamente se equipara como sinénimo de disca-
pacidad y de comorbilidad. Sin embargo, la fragilidad es
una situacion potencialmente reversible en la que se pre-
senta una disminucién progresiva de la capacidad de re-
serva fisiologica y de la capacidad de adaptacién de la
homeostasis del organismo (homeostenosis) que se pro-
duce especialmente con el envejecimiento no fisiologico.
La fragilidad, como entidad clinica, esta influenciada por
factores genéticos (individuales) y es acelerada por enfer-
medades agudas y crénicas, habitos tdxicos, desuso y con-
dicionantes sociales y asistenciales. Actualmente existen
dos lineas fundamentales de abordaje de la fragilidad: una
funcional y restrictiva, propuesta desde el fenotipo de
Linda Fried, segtn la cual la fragilidad seria un estado pre-
vio a la discapacidad pero diferente de ella que se valora
mediante cinco componentes (pérdida de peso, cansancio,
debilidad, enlentecimiento psicomotriz e hipoactividad);
y otra con una concepcion mas amplia pero menos definida
en cuanto a una diferenciacién menos nitida de fragilidad
y discapacidad, y en la que la fragilidad seria la consecuen-
cia de un aciumulo de déficits (indices acumulativos de fra-
gilidad de Rockwood). Entre estas dos posturas, existe una
importante multitud de opciones intermedias?.

»

Asimismo, es posible encontrar una interaccidn, y so-
lapamiento, entre la presencia de fragilidad y de sarco-
penia. Con la edad, a partir de los treinta afios, se
produce una pérdida progresiva de la masa y la fuerza
del musculo esquelético®. Para avanzar en su conoci-
miento, en el afio 2010 el Grupo Europeo de Trabajo
sobre la Sarcopenia en Personas de Edad Avanzada pu-
blicéd un documento en el que se exponia una definicién
clinica practica y unos criterios diagnésticos de con-
senso de la sarcopenia relacionada con la edad. Asi el
diagndstico de sarcopenia se basa en la confirmacion de
una masa muscular baja (criterio 1) mas uno de los si-
guientes: baja fuerza muscular (criterio 2) o bajo rendi-
miento fisico (criterio 3). Este grupo ha realizado una
actualizacion de su consenso en la que se otorga una
mayor atencioén a la fuerza muscular como dato clave en
sarcopenia (relegando la medicién de la masa muscular
a un punto de investigacién mas que de uso en practica
clinica), modifica el algoritmo diagndstico y establecen
claros puntos de corte para el diagnéstico. Ademas, se
recomienda el uso del cuestionario SARC-F como herra-
mienta de cribado®. Actualmente se esta realzando la im-
portancia de la osteosarcopenia como fenotipo fruto de
la combinacién de sarcopenia y baja densidad mineral
6sea, y que se asociaria un mayor riesgo de caidas y frac-
turas*.

Por todo ello siempre son bienvenidos estudios como
el de Rodriguez-Garcia y cols.’ que evalien factores de
riesgo, como la fragilidad y sarcopenia sobre el riesgo de
caidas y de fracturas osteoporoticas en el mundo real.
Los autores evalian aleatoriamente 624 habitantes (308
hombres y 316 mujeres) mayores de 50 afios (edad
media de 65 afios, con un largo periodo de seguimiento
de 8 afios -alto porcentaje de seguimiento al final del es-
tudio-) y calculan la incidencia de caidas y fracturas os-
teopordticas no vertebrales. En la evaluacién basal se
midi6 la fuerza de agarre en manos y se cumpliment6 un
cuestionario con variables clinicas, factores de riesgo re-
lacionados con la osteoporosis y cuestiones relativas a la
dificultad o incapacidad para realizar actividades coti-
dianas. Se reportaron caidas en el 44,9% de las mujeres
y el 23,5% de los hombres y fracturas no vertebrales en
el 13,2% de las mujeres y el 2% de los hombres. La inci-

Correspondencia: Francesc Formiga (fformiga@bellvitgehospital.cat )
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dencia de caidas aument6 con la edad y fueron méas co-
munes en las mujeres!. La fuerza de agarre en manos no
se asoci6 con la incidencia de caidas ni de fracturas. Sin
embargo, la imposibilidad o dificultad de: “estar sentado
mas de 1 hora en silla dura”, “quitarse los calcetines o las
medias” o de “inclinarse desde una silla para coger un
objeto del suelo” se asociaron con la presencia de caidas.
Ademas, la imposibilidad o dificultad de “llevar durante
10 metros un objeto de 10 kilos” y “levantar una caja con
6 botellas y ponerlas sobre una mesa” se asoci6 con frac-
tura. Los autores concluyen que existe asociacion entre
la dificultad o incapacidad para realizar las actividades
cotidianas y la presencia de fracturas y entre las activi-
dades relacionadas con la capacidad funcional y la pre-
sencia de caidas.

El estudio tiene fortaleza (largo seguimiento, pocas
pérdidas) y alguna debilidad que los autores reconocen
(especialmente el curso dindmico tanto de la fragilidad
como de la sarcopenia en el tiempo) y otras que comen-
taremos, probablemente derivadas de que el protocolo
inicial del estudio no se disefi¢ especificamente para res-
ponder a la pregunta del titulo del articulo, sino para co-
nocer la prevalencia de fractura vertebral a nivel europeo.
Asi, probablemente, habria sido mas recomendable utili-
zar herramientas para diagnosticar la presencia o no de
fragilidad o sarcopenia mas consensuadas. El articulo
tampoco define qué se considerd caida ni quién la referia
(participante, cuidador, ;ambos?) ni si existian factores
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extrinsecos asociados. También es importante reflexionar,
en el momento de analizar los resultados del estudio,
sobre la importancia de una mayor edad de los partici-
pantes (por ejemplo, 75 afios) en los resultados obteni-
dos: mayor nimero de caidas, peores resultados de las
evaluaciones realizadas y una mayor posibilidad de en-
contrar asociaciones.

La realidad, positiva, nos informa de que cada vez es
mayor el nimero de personas de edad avanzada que
estan siendo evaluadas por especialidades diferentes a
la Geriatria. Esto comporta la necesidad de aplicar los
principios de la Medicina Geriatrica para avanzar con-
juntamente empleando el mismo lenguaje®. La asocia-
cién entre caidas y fragilidad o sarcopenia es cada vez
mas reconocida en la literatura”®, pero debemos hablar
de las mismas entidades y debemos uniformar las prue-
bas de evaluacidn. Es en este caso concreto es todavia
mas importante, porque ambas situaciones presentan
considerables posibilidades de reversion, principal-
mente a través de programas de ejercicio multicompo-
nente y mediante una intervencién nutricional adecuada
e individualizada. Por ello, para evitar la incidencia de
caidas y de sus consecuencias, es fundamental imple-
mentar programas de valoracidn e intervencién multi-
factorial®1?. El mensaje final que no debemos olvidar es
que, ante la presencia de una caida, siempre debemos
valorar al adulto mayor e intervenir siempre que sea ne-
cesario y posible.

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

Objetivos: Valorar si la fuerza de agarre y la dificultad para realizar actividades cotidianas podrian ser predictores de
caidas y fracturas osteopordticas.

Material y métodos: Se seleccionaron aleatoriamente 624 hombres y mujeres mayores de 50 afios, que fueron seguidos
durante 8 afios para conocer la incidencia de caidas y fracturas osteopordticas no vertebrales. Al inicio se midi6 la fuerza
de agarre en manos y se cumplimenté un cuestionario con variables clinicas, factores de riesgo relacionados con la osteo-
porosis y cuestiones relativas a la dificultad o incapacidad para realizar actividades cotidianas.

Resultados: La fuerza de agarre en manos no se asoci6 con la incidencia de caidas y fracturas. Sin embargo, la imposi-
bilidad o dificultad de “estar sentado mas de 1 hora en silla dura”, “quitarse los calcetines o las medias” e “inclinarse
desde una silla para coger un objeto del suelo” se asoci6 con caidas: 1,83 (1,16-2,89); 1,85 (1,14-3,00) y 1,68 (1,04-2,70),
respectivamente. Del mismo modo, la imposibilidad o dificultad de “llevar durante 10 metros un objeto de 10 kilos” y
“levantar una caja con 6 botellas y ponerlas sobre una mesa” se asocid con fractura: 2,82 (1,21-6,59) y 2,54 (1,12-5,81)
respectivamente.

Conclusiones: No se encontrd asociacidn entre la fuerza de agarre e incidencia de caidas y fracturas osteporéticas, pero
si con dificultad o incapacidad para realizar actividades cotidianas. Las relacionadas con mayor fuerza se asociaron con
fractura, mientras que las relacionadas con capacidad funcional se asociaron con caidas. Realizar cuestionarios sencillos
podria ayudar a predecir eventos antes de que ocurran.

Palabras clave: fractura osteopordtica, sarcopenia, fragilidad, caidas, actividades cotidianas.

INTRODUCCION

La esperanza de vida se ha incrementado rapidamente
en el dltimo siglo debido al crecimiento econémico que
ha llevado aparejada una reduccion de la mortalidad,
una mejora de la calidad de vida, asi como en una mayor
disponibilidad de los cuidados de salud. De hecho, hay mas
personas de edad avanzada que en ninguna otra época de
nuestra historia, y se prevé que dentro de los préximos
afios exista un mayor namero de adultos mayores que de
nifios. Esta prevision hace imprescindible que las personas
alcancen esta edad con un buen estado de salud, que evite
el incremento del gasto sanitario debido al aumento de es-

»

tancias hospitalarias, reingresos y demanda de recursos
sanitarios. Una de las alteraciones mas comunes asociadas
al envejecimiento es la osteoporosis, cuya consecuencia
mas letal es la fractura. Aproximadamente la mitad de las
fracturas clinicas que ocurren en mujeres postmenopau-
sicas no presentan criterio de osteoporosis de acuerdo a
su densidad mineral 6sea’; de hecho, el mayor porcentaje
de fracturas ocurren en mujeres osteopénicas. Por tanto,
es necesario disponer de otras variables o herramientas
que permitan identificar a las personas con alto riesgo de
fracturas, condicionante de morbimortalidad en la pobla-
cién de edad avanzada.

Correspondencia: Manuel Naves Diaz (mnaves.huca@gmail.com)



7] Rodriguez-Garcia M, Gomez-Alonso C, Rodriguez-Rebollar A, Palomo-Antequera C, Martin-Virgala J, Martin-Carro B, et al.  OR|GINALES

La fragilidad es un sindrome geriatrico caracterizado
por pérdida de peso, cansancio, debilidad, marcha lenta
y disminucién de la actividad fisica. Es secundaria a una
desregulacion endocrina y a un estado proinflamatorio y
protrombético. La sarcopenia, caracteristica de la fragili-
dad, es una alteracion asociada al envejecimiento que pro-
duce una pérdida de masa muscular y debilidad muscular,
limitando la movilidad de la persona e incrementando el
riesgo de caidas, fragilidad y fracturas? Ademas del pro-
ceso natural de envejecimiento, otros factores, como los
genéticos, una alimentacioén inadecuada, la inactividad fi-
sica, el sedentarismo, el excesivo reposo en cama, las en-
fermedades croénicas y/o determinados tratamientos
farmacolégicos, pueden favorecer el desarrollo de sarco-
penia contribuyendo a la fragilidad y fracturas, lo que ha
llevado a que se hable del término osteosarcopenia.

Una forma rapida de identificar a los sujetos con
riesgo de sarcopenia es utilizando herramientas que
permiten evaluar la fuerza muscular a través de un sis-
tema de evaluacién y puntuacioén en el que se registran:
fuerza, capacidad para caminar, levantarse de una silla,
subir escaleras y frecuencia de caidas*.

El objetivo de este estudio fue valorar el papel que la
fuerza muscular de “agarre en las manos” y determina-
das actividades de la vida cotidiana podrian tener como
instrumentos para predecir la incidencia de caidas y
fracturas osteoporoticas. En la practica clinica, disponer
de herramientas sencillas que permitan conocer el
grado de sarcopenia y fragilidad podria ayudar a esta-
blecer medidas preventivas antes de que la caida y la
fractura se produzcan.

MATERIAL Y METODOS

El protocolo inicial del estudio se disefid para conocer la
prevalencia de fractura vertebral a nivel europeo (estudio
EVOS), en el que desde Espafia participaron inicialmente
4 centros, siendo el nuestro uno de ellos. Para ello, se se-
leccionaron al azar del registro municipal de Oviedo 624
hombres y mujeres mayores de 50 afios. Esta misma co-
horte fue incluida en un estudio prospectivo que consistié
en larealizaciéon de medidas de fuerza muscular de agarre
en ambas manos con un dinamémetro, que posee una es-
cala que va desde 0 a 300 mmHg. También se les hizo
cumplimentar un cuestionario administrado, disefiado
especificamente para el estudio EVOS, que tuvo un buen
indice de reproducibilidad®®. Este cuestionario contenia
preguntas sobre variables clinicas (peso y altura entre
otras, para calcular el indice de masa corporal -IMC-), fac-
tores de riesgo relacionados con la osteoporosis y una
serie de cuestiones relativas a la dificultad o no para rea-
lizar determinadas actividades de la vida cotidiana.

Estas actividades se fundamentaron en un cuestiona-
rio que mide la discapacidad funcional ("Funktionsfra-
gebogen Hannover, FFbHR")” y que posee varios {tems
con tres respuestas posibles: puede hacerlo sin dificultad,
puede hacerlo con alguna dificultad y es incapaz de ha-
cerlo o solo puede hacerlo con ayuda. Asimismo, a toda la
cohorte se le realizaron dos radiografias laterales (el es-
tudio radiografico no se complet6 solo en 2 casos) y la
recogida de mediciones antropométricas, como altura y
peso para determinar el IMC. Todos los sujetos tenian su-
ficiente capacidad ambulatoria para subir dos pisos sin
ascensor y el 99% vivia en su propio domicilio.

Tras la medicion de fuerza muscular y la administra-
cién del cuestionario mencionado, esta cohorte fue se-
guida de forma prospectiva durante 8 aflos mediante 4
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cuestionarios postales con objeto de investigar la frecuen-
cia de caidas y la incidencia de fractura osteoporotica no
vertebral durante dicho periodo. Todas las fracturas os-
teoporoticas, excluidas las de craneo y extremidades, fue-
ron confirmadas mediante radiografia o informe médico.
El total de personas que participaron en el ultimo segui-
miento fue de 427, con un porcentaje de participacion al
octavo afo del 81,3% (excluyendo los fallecimientos),
siendo los porcentajes de los 3 seguimientos postales pre-
vios del 87,1, 87,5 y 82,4%, respectivamente.

Todos los estudios realizados siguieron los principios
enunciados en la declaracién de Helsinki y fueron for-
malmente aprobados por el Comité de Ensayos Clinicos
del Principado de Asturias.

Analisis estadistico

El anélisis de los datos se llevo a cabo utilizando la versién
17.0 de SPSS para Windows. Las variables cuantitativas
se analizaron mediante la t de Student. Las variables cua-
litativas se analizaron mediante la chi cuadrado.

Para analizar, a nivel multivariante, el efecto que
posee la dificultad o incapacidad para realizar sin ayuda
determinadas actividades de la vida cotidiana sobre la
incidencia de caidas y fractura osteoporoética no verte-
bral, se utilizé una regresién logistica ajustada por edad,
sexo, IMC, fumador activo, fractura previa y anteceden-
tes familiares de fractura de cadera. Como valor de refe-
rencia o comparacion se utilizé el no tener dificultades
para realizar dichas actividades.

REsuLTADOS

La tabla 1 muestra las caracteristicas basales de la pobla-
ci6n a estudio. La edad en ambos sexos fue similar, con un
IMC estadisticamente superior en el sexo femenino. La
historia de fracturas previas, los antecedentes familiares
de fractura de cadera en padres o hermanos, asi como la
prevalencia de fractura vertebral, fueron ligeramente su-
periores en las mujeres que en los hombres, pero sin al-
canzarse diferencias estadisticamente significativas. El
habito tabaquico fue significativamente mayor en los
hombres. La incidencia de fracturas osteopordticas no
vertebrales y la incidencia de caidas fue significativa-
mente mas elevada en las mujeres que en los hombres.
La tabla 2 muestra los valores de fuerza muscular en
ambas manos en funcién de la presencia de caidas durante
el periodo de seguimiento. La fuerza de las manos fue in-
ferior en los que sufrieron caidas, siendo este efecto similar
en ambas manos. El andlisis de regresion logistica ajustado
por edad, sexo, IMC, fumador activo, fracturas previas y an-
tecedentes familiares de fractura de cadera, no mostré
efecto protector de la fuerza muscular (cada 10 mmHg de
aumento), ni en la mano derecha: 0,97 (0,90-1,03),nienla
izquierda: 0,99 (0,92-1,05), sobre la incidencia de caidas.
Enla tabla 2 pueden verse los porcentajes de personas
que muestran incapacidad o dificultad para realizar ac-
tividades cotidianas en funcién de la incidencia de caidas.
En relacién a los sujetos que no tenian ninguna dificultad,
los que tuvieron caidas presentaron una imposibilidad o
dificultad de realizar las siguientes actividades: “llevar
durante 10 metros un objeto de 10 kilos (p<0,001)”; “in-
clinarse hacia delante para coger un objeto del suelo
(p=0,019)”; “lavarse el pelo en un lavabo (p=0,029)”;
“estar sentado mas de 1 hora en silla dura (p=0,003)";
“estar de pie en una cola durante 30 minutos (p=0,002)";

», o«

“incorporarse de la cama (p=0,020)"; “quitarse los calce-

tines o las medias (p<0,001)”; “inclinarse desde una silla
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para coger un objeto del suelo (p<0,001)”; y “levantar una
caja con 6 botellas y ponerlas sobre una mesa (p<0,001)”.

El andlisis de regresion logistica ajustado por edad, sexo,
IMC, hébito tabaquico, fracturas previas y antecedentes fami-
liares de fractura de cadera mostré que laimposibilidad o di-
ficultad de “estar sentado mds de 1 hora en silla dura” se
asoci6 significativamente con un aumento en la presencia de
caidas: 1,83 (1,16-2,89). La dificultad o imposibilidad de “qui-
tarse los calcetines o las medias”, asi como “inclinarse desde
una silla para coger un objeto del suelo” se asocid significati-
vamente con un aumento en la presencia de caidas: 1,85
(1,14-3,00) y 1,68 (1,04-2,70), respectivamente. El analisis
multivariante por sexos mostr6 en ambos sexos asociaciones
entre la dificultad o imposibilidad de llevar a cabo determi-
nadas actividades diarias con la incidencia de caidas. En con-
creto, en mujeres se asociaron con la incidencia de caidas
“estar sentado mas de 1 hora ensilla dura: 1,74 (1,01-3,02)”;
“estar de pie en una cola durante 30 minutos: 2,45 (1,41-
4,25)”; y “quitarse las medias: 2,04 (1,18-3,55)". Por el con-
trario, en hombres solo se encontré asociacién con “inclinarse
desde la silla para coger algo del suelo: 2,57 (1,27-5,21)".

La tabla 3 muestra los valores de fuerza muscular en
ambas manos en funcion de la presencia de fracturas oste-
opordticas incidentes no vertebrales. La fuerza de las
manos fue inferior en los que posteriormente se fractura-
ron, siendo este efecto mas acusado en la fuerza de la mano
derecha. El andlisis de regresion logistica ajustado por
edad, sexo, IMC, fumador activo, fracturas previas y ante-
cedentes familiares de fractura de cadera mostraron una
ligera tendencia a un efecto protector de la fuerza muscular
(cada 10 mmHg de aumento) sobre la incidencia de frac-
tura osteopordtica no vertebral, si bien las diferencias no
fueron estadisticamente significativas ni en la mano dere-
cha: 0,95 (0,86-1,03) ni en la izquierda: 0,97 (0,88-1,06).

En la tabla 3, también pueden verse los porcentajes
de personas que tuvieron incapacidad o dificultad para
realizar actividades cotidianas en funcién de la presen-
cia de fracturas osteopordticas incidentes no vertebra-
les. En relacidn a los sujetos que no tenian ninguna
dificultad, aquellos individuos con fractura incidente
presentaron una imposibilidad o dificultad de realizar
las siguientes actividades: “coger un objeto de una es-
tanteria alta (p=0,004)”; “llevar durante 10 metros un
objeto de 10 kilos (p<0,001)”; “estar sentado mas de 1
hora en silla dura (p=0,027)"; “estar de pie en una cola
durante 30 minutos (p=0,016)"; “incorporarse de la
cama (p=0,029)"; y “levantar una caja con 6 botellas y
ponerlas sobre una mesa (p<0,001)”.

Todas estas asociaciones univariantes se analizaron me-
diante un andlisis multivariante. El andlisis de regresién lo-
gistica ajustado por edad, sexo, IMC, fumador activo,
fracturas previas y antecedentes familiares de fractura de
cadera mostré6 que la imposibilidad o dificultad de “llevar
durante 10 metros un objeto de 10 kilos” se asoci6 signifi-
cativamente con un aumento en la presencia de fractura
osteopordtica incidente no vertebral: 2,82 (1,21-6,59). De
forma similar, la incapacidad o dificultad para “levantar una
caja con 6 botellas y ponerlas sobre una mesa” se asocié
significativamente con un aumento en la presencia de frac-
tura osteoporoética incidente no vertebral: 2,54 (1,12-5,81).
El andlisis multivariante separadamente por sexos solo
mostro asociaciones entre la dificultad o imposibilidad de
llevar a cabo las actividades diarias con la incidencia de
fracturas osteopordticas no vertebrales en el sexo feme-
nino. En concreto, “coger un objeto de una estanteria alta:
2,25 (1,00-5,05)”; “llevar durante 10 metros un objeto de
10 kilos: 3,47 (1,34-9,00)”; “estar sentado mas de 1 hora
en silla dura: 2,58 (1,11-6,00)”; y “levantar una caja con 6
botellas y ponerlas sobre una mesa: 3,03 (1,23- 7,49)"

Discusion

El concepto de fragilidad en relacion con la osteoporosis
es un concepto cada vez mas aceptado en personas de
edad avanzada como predictor de fracturas osteoporoti-
cas. Se estima que entre el 25 y el 50% de los mayores de
85 afios presentan fragilidad®. La fragilidad viene deter-
minada por factores genéticos, epigenéticos y ambienta-
les. La sarcopenia representa la pérdida de la masa y
fuerza muscular relacionada con el envejecimiento,
siendo un componente clave de la fragilidad. Estrategias
encaminadas a mejorar la fuerza y masa muscular, como
una mayor ingesta proteica y un entrenamiento de resis-
tencia y fuerza muscular, han demostrado disminuir la
prevalencia de sarcopenia y fragilidad, asi como mejorar
la fuerza y el desempefio fisico®1%

Se han propuesto varios mecanismos plausibles entre
la sarcopenia y el riesgo de fracturas. Por un lado, pe-
quefios cambios de masa muscular en proteinas muscu-
lares como las miocinas asociados con el metabolismo
anormal de la glucosa tienen un gran impacto en el me-
tabolismo dseo'? Por otro lado, los individuos sarcopé-
nicos poseen un alto riesgo de caidas, lo que conduce a
una mayor incidencia de fracturas®3. Por lo tanto, la sar-
copenia se considera un predictor efectivo del riesgo de
fractura en personas de edad avanzada'*. Sin embargo,
la prevalencia de sarcopenia es dificil de establecer.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y variables clinicas de la poblacidon a estudio

Estudio transversal

Variables Hombre (308) Mujer (316) Valor de p
Edad (afios) 65+9 65+9 0,988
IMC (kg/m?) 27,0+ 3,3 28,6 £4,3 <0,001
Fractura previa 77 (25,1%) 92 (29,2%) 0,197
Antecedentes familiares de fractura de cadera 18 (5,8%) 26 (8,2%) 0,245
Fumador activo 92 (30,1%) 15 (4,7%) <0,001
Fractura vertebral prevalente 64 (21,1%) 83 (26,3%) 0,127

Estudio prospectivo

Variables Hombre (200) Mujer (227) Valor de p
Incidencia fractura no vertebral 4(2,0%) 30 (13,2%) <0,001
Incidencia de caidas 47 (23,5%) 102 (44,9%) <0,001
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Tabla 2. Efecto de la fuerza muscular y de la dificultad o incapacidad para realizar actividades cotidianas sobre la

incidencia de caidas

Fuerza muscular medida por dinamémetro
Fuerza en la mano derecha

Fuerza en la mano izquierda

Incapacidad o tener dificultades para realizar determinadas actividades

Coger un libro de una estanteria alta

Llevar durante 10 metros un objeto de 10 kilos

Lavarse y secarse por si mismo

Inclinarse hacia delante para coger un objeto del suelo
Lavarse el pelo en un lavabo

Estar sentado mas de 1 hora en silla dura

Estar de pie en una cola durante 30 minutos
Incorporarse de la cama

Quitarse los calcetines o las medias

Inclinarse desde una silla para coger un objeto del suelo

Levantar una caja con 6 botellas y ponerlas sobre una mesa

Si caidas No caidas Valor de p
264 + 42 278+ 34 <0,001
260 + 42 275+ 38 0,001
Si caidas No caidas Valor de p
36 (24,2%) 47 (17,2%) 0,083
80 (53,7%) 97 (35,4%) <0,001
21 (14,1%) 28 (10,2%) 0,234
71 (47,7%) 98 (35,9%) 0,019
27 (18,1%) 29 (10,6%) 0,029
60 (40,5%) 72 (26,4%) 0,003
82 (55,4%) 108 (39,4%) 0,002
48 (32,2%) 60 (21,9%) 0,020
64 (43,0%) 69 (25,2%) <0,001
70 (47,0%) 80 (29,2%) <0,001
77 (51,7%) 93 (33,9%) <0,001

Tabla 3. Efecto de la fuerza muscular y de la dificultad o incapacidad para realizar actividades cotidianas sobre la

incidencia de fracturas osteporoéticas no vertebrales

Fuerza muscular medida por dinamémetro

Fuerza en la mano derecha

Fuerza en la mano izquierda

Incapacidad o tener dificultades para realizar determinadas actividades

Coger un libro de una estanteria alta

Llevar durante 10 metros un objeto de 10 kilos

Lavarse y secarse por si mismo

Inclinarse hacia delante para coger un objeto del suelo
Lavarse el pelo en un lavabo

Estar sentado mas de 1 hora en silla dura

Estar de pie en una cola durante 30 minutos
Incorporarse de la cama

Quitarse los calcetines o las medias

Inclinarse desde una silla para coger un objeto del suelo

Levantar una caja con 6 botellas y ponerlas sobre una mesa

Un metaandlisis encontrd una gran variabilidad en
la prevalencia en pacientes de edad avanzada ingresa-
dos en residencias desde el 1 al 29%?°. En nuestro es-
tudio, si bien a nivel univariante se asoci6 la menor
fuerza muscular con el riesgo de caidas y fracturas, el
analisis multivariante no arrojd diferencias significati-
vas. No obstante, hubo una modesta tendencia a que
un incremento de 10 de mmHg de fuerza muscular en
las manos era capaz de disminuir hasta un 5% la inci-
dencia de fractura osteopordtica no vertebral. En rea-
lidad, en el estudio solo se recogid la fuerza de agarre
en las manos sin ningin otro pardmetro medible de
fuerza o masa muscular, por lo que creemos que este
instrumento por si solo no sirve para evaluar el grado
de sarcopenia si no se acompafa de otras pruebas com-
plementarias.

Existen evidencias de que el indice de fragilidad es
predictivo de fracturas osteoporoéticas independientes

Fractura No fractura

incidente incidente Valor dep
248 £ 49 270 £ 41 0,001
250 +47 265 + 44 0,024
.Fr:fctura N.o ffactura e
incidente incidente
13 (38,8%) 70 (18,0%) 0,004
26 (76,5%) 151 (38,8%) <0,001
5(14,7%) 44 (11,3%) 0,553
16 (47,1%) 153 (39,4%) 0,384
7 (20,6%) 49 (12,6%) 0,187
16 (48,5%) 116 (29,9%) 0,027
22 (64,7%) 168 (44,3%) 0,016
14 (41,2%) 94 (24,2%) 0,029
14 (41,2%) 119 (30,6%) 0,202
15 (44,1%) 135 (34,7%) 0,271
25 (73,5%) 145 (37,3%) <0,001

de la edad cronoldgica en los pacientes'® . De hecho, un
estudio con datos del estudio canadiense de osteoporo-
sis multicéntrico (CaMos) realizado en 9.423 adultos con
una edad media de 62 afios y un seguimiento de 10 afios
mostré un hazard ratio de 1,18 y 1,30 para fracturas de
caderay fracturas vertebrales clinicas por cada aumento
de 0,10 en el indice de fragilidad'®. Hay autores que in-
dican la necesidad de validar los instrumentos de fragi-
lidad antes de que los mismos puedan servir de guia a
la hora de adoptar decisiones clinicas?.

En nuestro estudio, la incidencia de caidas no se aso-
cié con una disminucién de la fuerza muscular, pero si
con actividades cotidianas que reflejan estabilidad y
adecuado estado fisico, como poder permanecer “sen-
tado mas de 1 hora en una silla dura”, “coger un objeto
del suelo desde unassilla” y poder “quitarse las medias o
los calcetines”. Otros autores han observado también
que la fragilidad afecta a la incidencia de caidas?'.
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En este estudio se evaluo la fragilidad basandose en
un cuestionario validado que mide el grado funcional en
personas con dolor de espalda’. Este cuestionario con-
tiene preguntas que hacen relacién a las actividades de
la vida cotidiana que forman parte de muchos de los ins-
trumentos de medida de la fragilidad. Es interesante
destacar que la pérdida de fuerza (levantar objetos y lle-
varlos unos metros) fueron los factores que mejor se
asociaron con incrementos en la incidencia de fractura
(de hasta 2,5 veces). El andlisis separado por sexos mos-
tré solo asociaciones positivas en la mujer, siendo estas
actividades, as{ como otras (estirarse para coger un ob-
jeto o estar sentado 1 hora en silla dura), predictivas de
incidencia de fracturas. En hombres no se observo nin-
gun efecto, a diferencia de lo que referencian otros au-
tores?2. Esta discrepancia podria estar relacionada con
el escaso numero de fracturas incidentes en el sexo mas-
culino (n=4) encontrado en nuestro estudio. Cabe men-
cionar que a lo largo del seguimiento de 8 anos se
produjeron otras 6 fracturas osteoporéticas incidentes
en hombres, pero estos sujetos se excluyeron del andlisis
al no llegar al final del periodo de seguimiento indicado.

Se hizo un andlisis posterior (datos no mostrados en
resultados), utilizando una puntuacién para graduar las
dificultades para realizar las 11 actividades de la vida co-
tidiana incluidas en el cuestionario de discapacidad fun-
cional, con un minimo de 0 (los que no tenian ninguna
dificultad para realizarlas) hasta un maximo de 22 (aque-
llas personas incapaces de hacer estas actividades por si
mismas). Se pudo observar que, al categorizar la puntua-
cién en cuartiles, aquellos que tenian la peor condicidon
(cuartil 4) tenfan un incremento en la incidencia de cai-
das en el andlisis multivariante de 2,37 (1,25-4,52) res-
pecto a los que estaban en mejores condiciones (cuartil
1). Este efecto no pudo objetivarse para la incidencia de
fractura, lo que tal vez nos esté indicando que una peor
condicion fisica seria un predictor de la aparicién de ca-
idas, pero no de fracturas, si bien las caidas son un factor
de riesgo de la aparicién de fractura. Por el contrario,
aquellas actividades mas relacionadas con la pérdida de
fuerza, como levantar objetos y llevarlos unos metros,
son las que se asociaron mejor con la incidencia de frac-
tura, hasta mas de 3 veces en el caso de las mujeres.

A tenor de estos resultados, la informacién sobre la
evaluacién de la fragilidad y la sarcopenia puede, en con-
junto o en paralelo, ser otra herramienta de evaluacion
de osteoporosis, proporcionando una visién mas inte-
gral de los riesgos que pueden tener estos pacientes?.

Este estudio tiene limitaciones; la medida de la fragi-
lidad o fuerza muscular se hizo al inicio del seguimiento,
con lo que no podemos descartar que se haya infravalo-
rado el resultado obtenido durante un periodo prolon-
gado de seguimiento de 8 afos. Las preguntas que
contenian cuestiones relativas a las dificultades para re-
alizar actividades de la vida diaria no fue auto-adminis-
trado, sino administrado por un entrevistador, lo que
podria haber sesgado las respuestas de los participan-

tes, especialmente en aquellas preguntas relativas a las
dificultades para el propio aseo personal. El cuestionario
utilizado para medir las dificultades para realizar acti-
vidades cotidianas estaba focalizado en evaluar la inca-
pacidad funcional en personas con dolor de espalda; sin
embargo, a pesar de ello, consideramos que las pregun-
tas que contiene dan una idea del grado de deterioro fi-
sico y funcional del individuo. La informacién de cémo
fueron las caidas para relacionarlas con la fractura acon-
tecida hubiera sido una informacién muy valiosa, pero
desgraciadamente esta posibilidad no estaba contem-
plada en las directrices del estudio EVOS-EPOS.

A pesar de estas limitaciones, creemos que este estu-
dio posee también importantes fortalezas. Por un lado,
la cohorte analizada particip6 en el estudio EVOS-EPOS,
siendo el nuestro uno de los 5 centros que completaron
todas las directrices del estudio. Por otro lado, la res-
puesta en los cuatro seguimientos postales realizados
durante 8 afios de seguimiento mostrd una respuesta su-
perior al 80%, lo que ampliamente avala la representa-
tividad de la muestra analizada.

A modo de resumen, hemos sido capaces de compro-
bar que las dificultades para realizar determinadas acti-
vidades de la vida diaria o cotidiana pueden alertar de un
deterioro de la capacidad fisica y estado funcional, pu-
diendo constituir una herramienta méas en la anamnesis
del paciente que ayude a predecir y probablemente evitar
la aparicién de caidas y fracturas osteopordticas.

Como conclusiones de este trabajo, podemos afirmar
que no se encontraron asociaciones entre la fuerza de
agarre e incidencia de caidas y fracturas osteporoticas,
pero si con dificultades o incapacidad para realizar ac-
tividades cotidianas. Aquellas actividades mas relacio-
nadas con una mayor fuerza se asociaron con fractura,
mientras que las relacionadas con una mayor capacidad
funcional se asociaron con caidas.
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Resumen

Objetivo: Evaluar la persistencia a la terapia con inhibidores de la aromatasa (IA), la mortalidad asociada a la disconti-
nuidad al tratamiento y la influencia de los bifosfonatos (BF) orales, en la practica clinica habitual.

Material y métodos: Estudio prospectivo observacional de mujeres con cancer de mama en tratamiento con IA entre enero
de 2006 y diciembre de 2015, registradas en la base de datos SIDIAP. Se excluyeron aquellas tratadas previamente con ta-
moxifeno. Se estudid la persistencia al tratamiento con IA con un andlisis de supervivencia: se calculd el estimador de Ka-
plan-Meier, y se realizé un modelo de los riesgos proporcionales (regresion de Cox) entre usuarias y no usuarias de BF
ajustando por edad. Se llevd a cabo un analisis de sensibilidad teniendo en cuenta la mortalidad como riesgo competitivo
(modelos de Fine y Gray). Se compar¢ la diferencia de mortalidad entre grupos mediante una prueba Chi cuadrado.
Resultados: Se observé una persistencia a los 1A del 87% a 5 afios de tratamiento, con una mortalidad global del 19,75%.
Se registré un 7,7% menos de mortalidad en aquellas pacientes que completaron los 5 afios de tratamiento respecto a
las que no. Las pacientes con BF mostraron una disminucién de la mortalidad (6,6%) y una disminucion del riesgo de
abandono de la terapia (SHR ajustado: 0,62 [IC 95%: 0,55 a 0,70]) respecto a las no usuarias.

Conclusiones: La permanencia a los A y el uso de BF estd asociada a una disminucién de la mortalidad global. Ademas,
el uso de BF resulta en un aumento de la adherencia al tratamiento con IA.

Palabras clave: inhibidores de la aromatasa, bifosfonatos, cancer de mama, mortalidad, persistencia.

INTRODUCCION
Los inhibidores de la aromatasa (IA) son la terapia adyu-

Se conoce que hasta un 30% de pacientes con IA in-
terrumpen su tratamiento debido a eventos adversos?,

vante recomendada para tratar el cincer de mama con
receptores de estrogenos positivos'2. Su efectividad para
reducir el riesgo de recidiva y mortalidad es bien cono-
cido®. Sin embargo, los IA también estan asociados a di-
versos efectos secundarios que afectan a la calidad de
vida de las pacientes, y, por lo tanto, comprometen la
adherencia al tratamiento y la mortalidad asociada*.

Correspondencia: Natalia Garcia Giralt (ngarcia@imim.es)

»

principalmente musculoesqueléticos®’. Entre ellos, los
mas frecuentes son las artralgias® y la pérdida acele-
rada de masa 6sea® asociada a un aumento de la frac-
tura osteopordétical®!l. Para prevenir la pérdida de
masa 6sea, se recomienda tratar a las pacientes con an-
tirresortivos, donde los més usados son los bifosfona-
tos (BF)%14,
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El uso de los BF se ha relacionado con una mejora en
la mortalidad asociada a la disminucién de metdastasis
6seas’3. Asi mismo, se public6 un estudio en una pobla-
cién coreana donde se asoci6 el uso de BF a una mejora
de la adherencia®.

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la persis-
tencia a la terapia con IA, la mortalidad asociada a la dis-
continuidad al tratamiento y la influencia de los BF
orales, en una cohorte basada en poblacién con datos
obtenidos de la practica clinica habitual.

MATERIAL Y METODOS

Base de datos

Datos de mas de 7 millones de pacientes, provenientes
de més de 350 centros de Atencidn Primaria de Cata-
lufia, son registrados de forma andnima por el Sistema
de Informacién para el Desarrollo de la Investigacién en
Atencion Primaria (SIDIAP), cubriendo >80% del total
de la poblacion catalana (http://www.sidiap.org).

Esta base de datos contiene informacion de variables
sociodemogréficas, factores de riesgo del estilo de vida
(consumo de alcohol, obesidad, tabaquismo, etc.), co-
morbilidades y dispensaciones farmacoldgicas. Los
datos son recogidos por profesionales del sector sanita-
rio, incluyendo los cddigos de la clasificacion internacio-
nal de enfermedades y problemas de salud relacionados,
10.2 edicién (CIE-10), asi como formas estructuradas
para la reunién de variables clinicas (tabaco, indice de
masa corporal, etc.). SIDIAP también tiene registrados
los datos de mortalidad, obtenidos del Registro Central
de Personas Aseguradas, asi como la migracion fuera del
area de captacion®®.

Disefio del estudio y participantes

Estudio prospectivo observacional de mujeres diagnos-
ticadas con cancer de mama con receptores hormonales
positivos en tratamiento con IA. Se incluyeron las pa-
cientes tratadas con IA en monoterapia entre enero de
2006 y diciembre de 2015 recogidas en la base de datos
SIDIAP. Se identificaron a las usuarias de IA mediante
los cédigos ATC (sistema europeo de codificacién de
sustancias farmacéuticas y medicamentos): L02BG03
para anastrozol, LO2BG04 para letrozol, y LO2BG06
para exemestano. Se excluyeron aquellas con historia
previa de cancer (excepto cancer local de piel no mela-
noma).

Periodo de seguimiento de las pacientes

Para el estudio de la persistencia, las pacientes fueron
seguidas desde el inicio de la terapia con IA hasta el pri-
mero de los siguientes acontecimientos: cese o aban-
dono de la terapia con IA, fallecimiento, migracién fuera
del area de captacion, o fin de la disponibilidad de datos
en el SIDIAP (31 de diciembre, 2015). En el caso de la
mortalidad, las pacientes fueron seguidas desde su en-
trada en el estudio hasta el 31 de diciembre de 2015.

Variables de estudio

Las principales variables de estudio fueron la persisten-
cia a los IA, y la supervivencia global. Se estudi6 el uso
continuado de los IA mediante los registros de factura-
cion provenientes de las farmacias. Se considero el cese
o abandono del tratamiento en aquellos registros sin
dispensacién con intervalos de 6 meses o mas. Se re-
port6 la supervivencia global, expresada en mortalidad,
durante el periodo de seguimiento.
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Se estudié el efecto de los BF en la persistencia y la
mortalidad estratificando en usuarias y no usuarias: se
clasificé como usuarias de BF a las pacientes con regis-
tros de BF orales (MO5BA) con los cddigos MO5BAO1
(&cido etidrénico), MO5BA02 (4cido clodrdnico),
MO5BA04 (acido alendrénico), MO5BAOS (acido tiludré-
nico), MO5BA06 (acido ibandrdnico), MO5BAO07 (4cido
risedrénico), y MO5BB03 (combinacion de acido alen-
drénico y colecalciferol).

Analisis estadistico

Se describieron las caracteristicas de las pacientes utili-
zando la media * desviacidn estandar (DE) en las varia-
bles cuantitativas con distribucion normal, y el nimero
y porcentaje -n (%)- para las variables categoricas.

Se estudio la persistencia al tratamiento con IA con un
analisis de supervivencia: se calculd el estimador de Ka-
plan-Meier y se representé mediante modelos de proba-
bilidad acumulada; se realizé un modelo de los riesgos
proporcionales (regresiéon de Cox) entre usuarias y no
usuarias de BF ajustando por edad, obteniendo el cociente
deriesgo (HR, del inglés Hazard Ratio), y se verific su pro-
porcionalidad. Adicionalmente se llevé a cabo un analisis
de sensibilidad teniendo en cuenta la mortalidad como
riesgo competitivo (modelos de Fine y Gray), estimando
la subdistribucién de los cocientes de riesgo (SHR).

Finalmente, se comparo la diferencia de mortalidad
entre grupos mediante una prueba Chi cuadrado.

Los anélisis se realizaron con R 3.5.3 utilizando los
paquetes foreign, compareGroups, splines, survival, y
survminer. Estos se definieron como significativos con
p<0,05.

RESULTADOS

Se recogieron 18.455 datos de mujeres tratadas con IA.
Sus caracteristicas basales estan descritas en la tabla 1.
La persistencia [IC 95%] al tratamiento con IA fue del
99,8% [99,7 a 99,9] a 1 afio, 98,3% [98,1 a 98,5] a 2
afios, 95,8% [95,5 a 96,2] a 3 afios, 92,9% [92,4 a 93,4]
a 4 afios y 87,0% [86,3 a 87,8] a 5 afios de tratamiento
(Figura 1).

La mortalidad se cuantificé mediante estratificacion de
las pacientes teniendo en cuenta las que finalizaron los 5
afios de tratamiento, y, por otro lado, las que no. Se observé
una mortalidad global del 19,75% (3.644/18.455): con un
21,2% (3.165/14.908) en las pacientes que no completa-
ron 5 aflos de tratamiento con 1A, y del 13,5% (479/3.547)
en aquellas tratadas durante 5 afios o mas (p<0,001).

Influencia de los BF
De las 18.455 pacientes incluidas en el estudio, el 21,7%
(n=4.009) fueron tratadas con BF orales (Tabla 2). Estas
mostraron una mejor persistencia a los IA que aquellas
no tratadas con BF: 99,9% [99,8 a 100] vs. 99,7% [99,6
a99,8] a1 afio; 99,8% [99,6 a 99,9] vs. 97,8% [97,5 a
98,1] a 2 afios; 98,5% [98,1 a 98,9] vs. 94,9% [94,4 a
95,3] a 3 afos; 97,2% [96,6 a 97,8] vs. 91,2% [90,5 a
91,8] a 4 afios; y 93,3% [92,2 a 94,4] vs. 84,5% [83,5 a
85,5] a 5 afios de tratamiento, respectivamente (Figura 2).
De esta manera, el cociente de riesgo de abandonar los
IA en usuarias de BF respecto las no usuarias fue el si-
guiente: HR ajustado: 0,53 [IC 95%: 0,47 a 0,60], y SHR
ajustado: 0,62 [IC 95%: 0,55 - 0,70].

Por otro lado, la mortalidad en las pacientes con BF
fue de un 14,6% (587/4.009), mientras que en las no
usuarias fue de un 21,2% (3.507/14.446) (p<0,001).
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Discusion

Este estudio se ha centrado en evaluar la persis-
tencia a la terapia con IA en una cohorte de muje-
res diagnosticadas con cincer de mama con
receptores hormonales positivos, asi como la mor-
talidad y el efecto de los bifosfonatos, en la practica
clinica habitual. Se observé que la persistencia glo-
bal a 5 afios fue del 87% con una mortalidad global
del 19,75%. La mortalidad en aquellas pacientes
que completaron 5 afios de terapia fue un 7,7%
menor que aquellas que no. Por otro lado, las usua-
rias de BF mostraron una mejor persistencia al tra-
tamiento con IA, con un 47% menos de riesgo de
abandono de la terapia, y un 6,6% menos de mor-
talidad que las no usuarias.

Se ha descrito que los efectos secundarios de
los IA influyen negativamente en la adherencia al
tratamiento®. Diversos ensayos controlados alea-
torios (ECA) han publicado tasas de persistencia
que varian entre 76-90%1718. Sin embargo, la fia-
bilidad de estos porcentajes puede ser cuestionada
por la falta de resultados de discontinuidad de al-
gunos ECA. Varios estudios de adherencia en bases
de datos poblacionales muestran valores alrede-
dor de 69-88% en periodos de observacidn cortos
(un afio de adherencia)**?,y de 61-79% en tiem-
pos de seguimiento mas largos (3-4,5 afios)?022,
Hershman y cols. (2010)?2 observaron una tasa de
discontinuacion del 30% en pacientes con 1A a 4,5
afios de seguimiento, mientras que Hadji y cols.
(2013)?® describieron una discontinuacién entre
el 44-55% a 3 afios. Entre otros factores, la edad
de las pacientes (a menor edad, menor adheren-
cia), y el coste de los medicamentos y/o gastos mé-
dicos derivados -especialmente en sistemas sanitarios
privados-, han sido descritos como variables aso-
ciadas a una mayor discontinuidad?!. La alta per-
sistencia observada en nuestra poblacién podria
ser explicada por una media de edad alta (media
DE: 67,6 + 11,6) respecto la reportada en los ECA
(media + DE: 64,1+9,0 en el estudio ATAC*, y
64,3+8,1 en el estudio IES?; mediana [rango]: 61
[38-89] en el estudio BIG 1-982%¢%; y mediana de
63,9 y 64,3 en pacientes con exemestano y anas-
trozol en el estudio MA.2727) y un sistema sanita-
rio publico, donde el coste del tratamiento es
practicamente despreciable.

En el caso de la mortalidad global, existe una
cierta diversidad de resultados en funcion del di-
seflo del ECA. En el estudio BIG 1-98, se observd
una mortalidad del 12,3%?2. El estudio de seguri-
dad del ATAC, detect6 una mortalidad del 23,5%
en todas las usuarias de IA en monoterapia, y del
21,5% en la subpoblacién de mujeres con el estado
tumoral conocido de receptores hormonales posi-
tivos?’. En contraste, el estudio MA.27, publicado
por Goss y cols. (2013), mostré una mortalidad del
5,7% alos 5 afios?’. A diferencia de los ECA, nues-
tro estudio utiliza datos de poblacién general visi-
tada en la asistencia primaria, consiguiendo una
poblacién mas representativa de la clinica habi-
tual. De manera interesante, los valores de morta-
lidad de nuestra poblacién de estudio se asemejan
a los descritos en el estudio ATAC. Este hecho po-
dria deberse a que ambos reportan resultados de
mortalidad de hasta 10 afios de seguimiento.

Tabla 1. Caracteristicas basales de las participantes incluidas en el estudio

Usuarias IA

Variable (N=18.455)

Edad (media aiios + DE) 67,6 +11,6

IMC (media kg/m? + DE) 29,7 +5,36
No disponible [n (%)] 13.555 (73,45%)

Fumadores [n (%)]
No fumadores 10.269 (81,44%)
1.343 (10,65%)

997 (7,91%)

5.846 (31,68%)

Fumadores
Exfumadores
No disponible [n (%)]
Riesgo de alcoholismo [n (%)]
Sin/Bajo
Moderado

2.410 (85,58%)
390 (13,85%)
Alto/Alcoholismo 16 (0,57%)
No disponible [n (%)] 15.639 (84,74%)

indice de comorbilidad de Charlson [n (%)]

0 2.315 (12,54%)
1 704 (3,81%)

2 9.840 (53,32%)
3 3.553 (19,25%)
>4 2.043 (11,07%)

Indice de privacién MEDEA [n (%)]
Area rural 3.450 (20,28%)
3.498 (20,56%)
2.960 (17,40%)
2.692 (15,83%)
2.399 (14,10%)
2.012 (11,83%)
1.444 (7,82%)
4.009 (21,7%)

BF: bifosfonatos; DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal;
MEDEA: mortalidad en areas pequefias espafiolas y desigualdades socio-
econémicas y ambientales.

Area urbana 1

Area urbana 2

Area urbana 3

Area urbana 4

Area urbana 5

No disponible [n (%)]
Usuarias BF [n (%)]

Figura 1. Persistencia al tratamiento con IA. El grafico pre-
senta una curva de Kaplan-Meyer que muestra el riesgo de
abandono de los IA en términos acumulativos. Abreviaturas:
IA: inhibidores de la aromatasa

1,00

e
>

Persistencia al tratamiento con
inhibidores de la aromatasa
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Tabla 2. Caracteristicas basales de las mujeres tratadas con IA
segun su uso de BF

No usuarias Usuarias
Variable BF BF
(N=14.446) (N=4.009)
Edad (media afios + DE) 67,5+12,0 68,0 +10,1
IMC (media kg/m? + DE) 29,9 + 5,45 29,0 £ 4,94
No disponible [n (%)] 10.602 (73,4%) 2.953 (73,7%)

Fumadores [n (%)]
No fumadores 8.006 (80,7%)
1.088 (11,0%)
Exfumadores 826 (8,33%)
No disponible [n (%)] 4.526 (31,3%)

Riesgo de alcoholismo [n (%)]

2.263 (84,2%)
255 (9,48%)
171 (6,36%)
1.320 (32,9%)

Fumadores

Sin/Bajo 1.901 (85,4%) 509 (86,1%)
Moderado 313 (14,1%) 77 (13,0%)
Alto/Alcoholismo 11 (0,49%) 5 (0,85%)
No disponible [n (%)] 12.221 (84,6%) 3.418 (85,3%)

Indice de comorbilidad de Charlson [n (%)]
0 1.753 (12,13%)
552 (3,82%)
7.573 (52,42%)
2.847 (19,71%)
4 1.721 (11,91%)
Indice de privacion MEDEA [n (%)]
2.809 (21,13%)
2.680 (20,16%)
2.304 (17,33%)
2.040 (15,35%)
1.890 (14,22%)
1.571 (11,82%)
1.152 (7,97%)

562 (14,02%)
152 (3,79%)
2.267 (56,55%)
706 (17,61%)
322 (8,03%)

v W N =

Area rural 641 (17,25%)
818 (22,01%)
656 (17,65%)
652 (17,54%)
509 (13,69%)
441 (11,86%)
292 (7,28%)

Area urbana 1

Area urbana 2

Area urbana 3

Area urbana 4

Area urbana 5

No disponible [n (%)]
BF: bifosfonatos; DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal;

MEDEA: mortalidad en areas pequefias espafiolas y desigualdades socio-
econdémicas y ambientales.

Figura 2. Persistencia al tratamiento con IA entre usuarias
y no usuarias de BF. El grafico presenta una curva de Ka-
plan-Meyer que muestra el riesgo de abandono de los IA en
términos acumulativos entre los grupos de estudio: usua-
rias y no usuarias de BF. Abreviaturas: IA: inhibidores de la
aromatasa; BF: bifosfonatos

1,00

Usuarias de

bifosfonatos:
+ NO
+si

inhibidores de la aromatasa

Persistencia al tratamiento con

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tiempo (meses)

Usuarias de NO 14.446 8.780 4.750 776 319 79

bifosfonatos si 4009 3322 2174 307 125 27

Tiempo (meses) 0 24 48 72 9% 120

Nimero acumulado de eventos (n):

Usuarias de NO 0 225 672 1117 1.281 1481
bifosfonatos Si 0 9 81 200 258 326

Tiempo (meses) 0 24 48 72 96 120
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Por otro lado, y en concordancia con nuestros
resultados, el uso de BF fue reportado por Lee y
cols. (2014)* como un factor que mejora la adhe-
rencia al tratamiento con IA. Asi mismo, el uso de
BF fue asociado a una disminucién de la incidencia
de metastasis 6seas del 34% y una reduccién de la
mortalidad del 17%?3. En general, el uso de BF dis-
minuye la mortalidad global, aumenta la esperanza
de vida y previene la aparicién de varios canceres
en poblacion general®. Esta mejora de la esperanza
de vida no solo se atribuye a la disminucién de
fracturas®?, sino a una posible prevencién de la fra-
gilidad y una mayor capacidad del individuo de
hacer frente a diferentes patologias®2

Teniendo todo eso en cuenta, la mayor adheren-
ciaalos IA en pacientes tratadas con BF podria ser
explicada por una mejoria en el tratamiento de los
eventos adversos que impactaria positivamente en
la paciente, mientras que la disminucién en la mor-
talidad global derivada del uso de los BF podria
atribuirse tanto a una disminucién de las metasta-
sis 6seas como a la mayor adherencia a los Al

Una limitacion del estudio es que la base de
datos del SIDIAP no dispone de los datos que hacen
referencia a la causa de mortalidad ni el motivo de
discontinuacion del tratamiento. Debido a esto, en
este estudio solo tenemos en cuenta la mortalidad
global, pero existe un riesgo de sesgo en que la
mortalidad antes de los 5 afios no sea consecuencia
del abandono de la terapia. Se necesitan estudios
adicionales para comprobar que la diferencia ob-
servada en la mortalidad no es debida a un sesgo
en las poblaciones estudiadas (entre aquellas pa-
cientes que completaron 5 afios vs. las que no, y
entre usuarias y no usuarias de BF). Sin embargo,
nuestro estudio corrobora los resultados observa-
dos en los estudios previos.

En conclusion, se ha observado una persistencia
alos 1A del 87% a 5 afios en la practica clinica ha-
bitual, la cual mejora con el uso de BF. Por otro
lado, completar 5 afios de terapia con IA y el uso
de BF estarian asociadas a una disminucién de la
mortalidad.

Declaracion de ética: Este estudio fue aprobado
por el Comité Etico de Investigacién (CEI) del
IDIAP Jordi Gol y el Comité Cientifico del SIDIAP
(P16/031). Los datos provenientes de la base
SIDIAP fueron anonimizados, con un riesgo de
identificacién nulo, de acuerdo con la ley organica
15/1999, de 13 de diciembre. Por consiguiente,
no se requirio la firma de un consentimiento in-
formado por parte de las pacientes.

Financiacion: Este trabajo ha sido financiado
por la Beca FEIOMM de Movilidad 2018, el Cen-
tro de Investigacion Biomédica en Red de Fra-
gilidad y Envejecimiento Saludable (CIBERFES;
CB16/10/00245), el FIS (P116/00818) del IS-
CIll y los fondos FEDER.

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



ORIGINALES Persistencia a los inhibidores de la aromatasa en la cohorte SIDIAP: mortalidad e influencia de los bifosfonatos

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(3):87-91

Bibliografia

1.

10.

11.

Cardoso F, Kyriakides S, Ohno S, Pe-
nault-Llorca F, Poortmans P, Rubio IT,
et al. Early breast cancer: ESMO Clini-
cal Practice Guidelines for diagnosis,
treatment and follow-up. Ann Oncol.
2019;30(8):1194-220.

Liedtke C, Jackisch C, Thill M, Thoms-
sen C, Muller V, Janni W, et al. AGO Re-
commendations for the diagnosis and
treatment of patients with early bre-
ast cancer: Update 2018. Breast Care
(Basel). 2018;13(3):196-208.

Early Breast Cancer Trialists' Collabora-
tive G. Aromatase inhibitors versus tamo-
xifen in early breast cancer: patient-level
meta-analysis of the randomised trials.
Lancet. 2015;386(10001):1341-52.
Ryden L, Heibert Arnlind M, Vitols S,
Hoistad M, Ahlgren J. Aromatase inhi-
bitors alone or sequentially combined
with tamoxifen in postmenopausal
early breast cancer compared with ta-
moxifen or placebo - Meta-analyses on
efficacy and adverse events based on
randomized clinical trials. Breast.
2016;26:106-14.

Kadakia KC, Snyder CF, Kidwell KM,
Seewald NJ, Flockhart DA, Skaar TC, et
al. Patient-reported outcomes and early
discontinuation in aromatase inhibitor-
treated postmenopausal women with
early stage breast cancer. Oncologist.
2016;21(5):539-46.

Henry NL, Azzouz F, Desta Z, Li L, Ngu-
yen AT, Lemler S, et al. Predictors of
aromatase inhibitor discontinuation
as a result of treatment-emergent
symptoms in early-stage breast can-
cer. ] Clin Oncol. 2012;30(9):936-42.
Pineda-Moncusi M, Servitja S, Tus-
quets I, Diez-Perez A, Rial A, Cos ML,
et al. Assessment of early therapy dis-
continuation and health-related qua-
lity of life in breast cancer patients
treated with aromatase inhibitors: B-
ABLE cohort study. Breast Cancer Res
Treat. 2019;177(1):53-60.

Niravath P. Aromatase inhibitor-indu-
ced arthralgia: a review. Ann Oncol.
2013;24(6):1443-9.

Pineda-Moncusi M, Servitja S, Casama-
yor G, Cos ML, Rial A, Rodriguez-Mo-
rera |, et al. Bone health evaluation
one year after aromatase inhibitors
completion. Bone. 2018;117:54-9.
Goldvaser H, Barnes TA, Seruga B, Ces-
con DW, Ocana A, Ribnikar D, et al. To-
xicity of extended adjuvant therapy
with aromatase inhibitors in early
breast cancer: A Systematic review
and meta-analysis. ] Natl Cancer Inst.
2018;110(1):31-9.

Pineda-Moncusi M, Garcia-Giralt N, Diez-
Perez A, Servitja S, Tusquets I, Prieto-

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Alhambra D, etal. Increased fracture risk
in women treated with aromatase inhi-
bitors versus tamoxifen: beneficial effect
of bisphosphonates. ] Bone Miner Res.
2019;35(2):291-7.

Hadji P, Coleman RE, Wilson C, Powles TJ,
Clezardin P, Aapro M, et al. Adjuvant
bisphosphonates in early breast can-
cer: consensus guidance for clinical
practice from a European Panel. Ann
Oncol. 2016;27(3):379-90.

Hadji P, Aapro MS, Body ]J, Gnant M,
Brandi ML, Reginster JY, et al. Manage-
ment of Aromatase Inhibitor-Associated
Bone Loss (AIBL) in postmenopausal
women with hormone sensitive breast
cancer: Joint position statement of the
I0F, CABS, ECTS, IEG, ESCEO IMS, and
SIOG. ] Bone Oncol. 2017;7:1-12.
Tremollieres FA, Ceausu I, Depypere H,
Lambrinoudaki I, Mueck A, Perez-
Lopez FR, et al. Osteoporosis manage-
ment in patients with breast cancer:
EMAS position statement. Maturitas.
2017;95:65-71.

Lee HS, Lee JY, Ah YM, Kim HS, Im SA,
Noh DY, et al. Low adherence to up-
front and extended adjuvant letrozole
therapy among early breast cancer pa-
tients in a clinical practice setting. On-
cology. 2014;86(5-6):340-9.

Bolibar B, Fina Aviles F, Morros R, Gar-
cia-Gil M del M, Hermosilla E, Ramos R,
et al. Base de datos SIDIAP: la historia
clinica informatizada de Atencion Pri-
maria como fuente de informacion para
la investigacion epidemiologica. Med
Clin (Barc). 2012;138(14):617-21.
Verma S, Madarnas Y, Sehdev S, Martin G,
Bajcar J. Patient adherence to aroma-
tase inhibitor treatment in the adju-
vant setting. Curr Oncol. 2011;18
Suppl 1:53-9.

Chlebowski RT, Geller ML. Adherence
to endocrine therapy for breast can-
cer. Oncology. 2006;71(1-2):1-9.
Ziller V, Kalder M, Albert US, Holz-
hauer W, Ziller M, Wagner U, et al. Adhe-
rence to adjuvant endocrine therapy in
postmenopausal women with breast
cancer. Ann Oncol. 2009;20(3):431-6.
Partridge AH, LaFountain A, Mayer E,
Taylor BS, Winer E, Asnis-Alibozek A.
Adherence to initial adjuvant anastro-
zole therapy among women with
early-stage breast cancer. ] Clin Oncol.
2008;26(4):556-62.

Sedjo RL, Devine S. Predictors of non-
adherence to aromatase inhibitors
among commercially insured women
with breast cancer. Breast Cancer Res
Treat. 2011;125(1):191-200.
Hershman DL, Kushi LH, Shao T, Buono D,
Kershenbaum A, Tsai WY, et al. Early dis-

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

il

3%,

continuation and nonadherence to adju-
vant hormonal therapy in a cohort of
8,769 early-stage breast cancer patients.
J Clin Oncol. 2010;28(27):4120-8.
Hadji B, Ziller V, Kyvernitakis ], Bauer M,
Haas G, Schmidt N, et al. Persistence in
patients with breast cancer treated with
tamoxifen or aromatase inhibitors: a re-
trospective database analysis. Breast
Cancer Res Treat. 2013;138(1):185-91.
Baum M, Budzar AU, Cuzick ], Forbes
], Houghton JH, Klijn |G, et al. Anastro-
zole alone or in combination with ta-
moxifen versus tamoxifen alone for
adjuvant treatment of postmenopau-
sal women with early breast cancer:
first results of the ATAC randomised
trial. Lancet. 2002;359(9324):2131-9.
Coombes RC, Hall E, Gibson LJ, Pari-
daens R, Jassem ], Delozier T, et al. A
randomized trial of exemestane after
two to three years of tamoxifen the-
rapy in postmenopausal women with
primary breast cancer. N Engl | Med.
2004;350(11):1081-92.

Thurlimann B, Keshaviah A, Coates AS,
Mouridsen H, Mauriac L, Forbes JF, et
al. A comparison of letrozole and ta-
moxifen in postmenopausal women
with early breast cancer. N Engl ] Med.
2005;353(26):2747-57.

Goss PE, Ingle JN, Pritchard KI, Ellis MJ,
Sledge GW, Budd GT, et al. Exemestane
versus anastrozole in postmenopausal
women with early breast cancer: NCIC
CTG MA.27--a randomized controlled
phase III trial. J Clin Oncol. 2013;31
(11):1398-404.

Mouridsen H, Giobbie-Hurder A, Gold-
hirsch A, Thurlimann B, Paridaens R,
Smith [, et al. Letrozole therapy alone
or in sequence with tamoxifen in
women with breast cancer. N Engl ]
Med. 2009;361(8):766-76.

Cuzick ], Sestak I, Baum M, Buzdar A,
Howell A, Dowsett M, et al. Effect of
anastrozole and tamoxifen as adjuvant
treatment for early-stage breast can-
cer: 10-year analysis of the ATAC trial.
Lancet Oncol. 2010;11(12):1135-41.
Russell RG. Bisphosphonates: the first
40 years. Bone. 2011;49(1):2-19.
Zhou ], Ma X, Wang T, Zhai S. Compa-
rative efficacy of bisphosphonates in
short-term fracture prevention for
primary osteoporosis: a systematic re-
view with network meta-analyses. Os-
teoporos Int. 2016;27(11):3289-300.
Colén-Emeric CS, Mesenbrink P, Lyles
KW, Pieper CF, Boonen S, Delmas P, et
al. Potential mediators of the morta-
lity reduction with zoledronic acid
after hip fracture. ] Bone Miner Res.
2010;25(1):91-7.



2 ORIGINALES

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(3):92-97

Estudio de biocompatibilidad y osteointegracion
de nuevos materiales protésicos

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/51889-836X2020000300004

Giner M?!, Santana L2, Costa AF3, Vazquez-Gamez MA*, Colmenero M3, Olmo FJ3, Chicardi E?, Torres Y?,
Montoya-Garcia MJ*

1 Departamento de Citologia e Histologia Normal y Patolégica. Universidad de Sevilla. Sevilla (Esparia)

2 Departamento de Ingenieria y Ciencia de los Materiales y del Transporte. Escuela Politécnica Superior de Sevilla. Sevilla (Espana)

3 Medicina Interna. Hospital Universitario Virgen Macarena. Sevilla (Espaia)

4 Departamento de Medicina. Universidad de Sevilla. Sevilla (Espaiia)

Fecha de recepcion: 10/07/2020 - Fecha de aceptacion: 28/09/2020

Trabajo premiado con una beca FEIOMM de Investigacién Traslacional 2018

Resumen

Objetivo: Los implantes 6seos son utilizados cada vez con mayor frecuencia en la practica clinica y, entre los materiales,
el Ti o sus aleaciones son los de mejor rendimiento por sus propiedades fisicoquimicas. Aleaciones como TiNbTa han
demostrado mejorar las caracteristicas biomecanicas del Ti puro comercial (c.p.), sin embargo, su capacidad osteointe-
gradora necesita ser evaluada.

El objetivo del presente estudio fue valorar la citotoxicidad y la capacidad de adhesion, proliferacion y diferenciacién de
células osteoblasticas en cultivo, influida por discos de material TiNbTa frente a Ti c.p.

Materiales y métodos: Analizamos a los 4 y 7 dias del cultivo la linea celular MC3T3, la viabilidad celular (AlamarBlue
Cell Viability Reagent. Invitrogen, Espafia), asi como la proliferacion y diferenciacion celular (actividad de fosfatasa al-
calina (ALP) y microscopia electrénica de barrido (Fijacién para SEM). Se realiz6 la prueba t de Student para determinar
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de discos de estudio.

Resultados: Los resultados obtenidos demuestran muy buena viabilidad celular durante el periodo de estudio, sin di-
ferencias significativas para ambos materiales. Asi mismo, detectamos una caida en los niveles de ALP que fue signifi-
cativa para ambos componentes entre los dias 4 y 7 del estudio (p<0,05). Las imagenes de microscopia electrénica
revelaron buena capacidad de adhesién al material, asi como diferenciacion celular frente a ambos tipos de discos.
Conclusiones: La aleacién de TiNbTa como material para implantes 6seos cuenta con una buena capacidad osteointe-
gradora, ademas de resolver problemas de biomecanica que presenta el titanio puro como componente.

Palabras clave: TiNbTa, citotoxicidad, biocompatibilidad, células osteoblasticas, cultivo celular, adhesién celular, m6dulo

de Young.

INTRODUCCION

La generacion de tejido funcional mediante ingenieria
tisular tiene un alto impacto en diversas areas de la me-
dicina regenerativa, entre las que se encuentra el tejido
esquelético. Los primeros implantes fueron utilizados en
el ambito de la medicina, en concreto en 1909, cuando se
desarrollaron las agujas de Kirschner y los clavos de
Steinman para la fijacion de fracturas dseas, donde el ma-
terial utilizado fue el acero inoxidable. A lo largo de los
afios, se procedi6 a la mejora del acero, buscando que
este fuese mas resistente a la corrosiéon y que no provo-
case efectos nocivos en el cuerpo humano. En 1940 se co-
menzo el estudio del titanio (Ti) como biomaterial para
implante 6seo™.

El cambio de fase determina el cambio de estructura
cristalina del material cuando es sometido a cambios de
temperatura. El titanio es un metal cuya transformacion
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alotrépica ocurre a 882°C y pasa de una fase o, que pre-
senta una estructura hexagonal y compacta (HCP), poco
deformable y resistente a temperatura ambiente, a una
fase (3 caracterizada por estructura ctbica y centrada en
el cuerpo (BCC), la cual es facilmente deformable, lo que
permite la realizacion de tratamientos térmicos que tienen
como finalidad optimizar las propiedades del material?.

Entre las caracteristicas que hacen del titanio uno de los
mejores materiales para implantes 6seos podemos desta-
car sumayor resistencia especifica (resistencia/densidad),
su alta ductilidad y su inferior médulo de Young? frente a
otros elementos como, por ejemplo, el acero inoxidable. A
suvez, se trata de un material no ferromagnético, lo que no
presenta inconvenientes a la hora de realizar una prueba
al paciente con implante de Ti por resonancia magnética.
El anclaje al tejido dseo es posible gracias ala capa de 6xido
formada en el material al ser pasivado*.
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Actualmente se utiliza el Ti comercial puro (c.p.) y
otras aleaciones como Ti-6Al-4V principalmente para
los implantes 6seos®. Sin embargo, ambos elementos
presentan un alto mddulo elastico (E: 100-112 GPa) en
comparacion con el médulo eléstico del hueso cortical
(18,6-20,7 GPa) y trabecular (10,4-14,8 GPa) (Tabla 1)
lo que produce el efecto de apantallamiento de tensiones
o stress-shielding®. Este fenémeno se debe a que la rigi-
dez del material del implante 6seo es superior a la rigi-
dez del hueso, lo que hace que toda la carga recaiga
sobre el implante 6seo. El remodelado dseo se ve en gran
medida regulado por las cargas mecanicas a las que se
ve sometido, de manera que la presencia de cargas esti-
mula su formacidn 6sea, y la ausencia de las mismas au-
menta la reabsorcién. Como consecuencia de la disminucién
de carga soportada por el hueso, este disminuye su den-
sidad en la zona préxima al implante y, por tanto, puede
producirse tanto la fractura prematura del mismo como
el aflojamiento del implante®.

En la actualidad, para eliminar el fenémeno del apan-
tallamiento de tensiones, se busca disminuir el médulo
elastico, para lo cual se dispone de varias soluciones. Una
de ellas, disminuir la densidad del material empleado, me-
diante la porosidad. Sin embargo, al aumentar la porosi-
dad, se produce la disminucién de la resistencia mecanica.
Otro enfoque seria la busqueda de aleaciones de Ti de es-
tructura cubica centrada en las caras (BCC) o aleaciones
[3-Ti, las cuales son de bajo médulo elastico y no presentan
disminucién de resistencia mecénica. Para la estabiliza-
cion de la fase 3 se requiere de elementos (3-estabilizado-
res: el Mo, V, Ta, Nb y Zr como elementos (3-isomorfos y Cr,
Co, Cu, Fe y Ni como elementos -eutectoides. La ventaja
de los elementos B-isomorfos es su alta cantidad de solu-
cion solida sustitutiva y su incapacidad de formar com-
puestos intermetalicos de Ti, que poseen E elevado. Por
tanto, se ha demostrado que elementos como el Nb y el Ta
poseen un elevado nivel de biocompatibilidad y habilidad
para prevenir el incremento de particulas, lo cual evitaria
una mala interfaz de cohesién’.

El niobio (Nb) y el tantalio (Ta) son dos metales de
transicién muy utilizados en aleaciones; en especial, el
Nb se utiliza en la formacion del acero. Hasta 1866, se
penso6 que ambos elementos eran el mismo, ya que pre-
sentan caracteristicas fisico-quimicas muy similares. La
aleacion de TiNbTa destaca por su alta estabilizacion de
comportamiento, por la ausencia de fase a, lo que per-
mite una disminucién del médulo elastico (49 + 3 GPa),
su excelente resistencia elastica (ocy>1860 MPa) y su alta
biocompatibilidad”®. Por lo tanto, un material como el
TiNbTa, con una buena combinacion de alta resistencia
y bajo mddulo de Young cercano al del hueso, podria uti-
lizarse para evitar el aflojamiento de los implantes para
asi evitar la cirugia de revision (Tabla 1).

En los altimos afios, se han desarrollado toda una
serie de técnicas con el objetivo de obtener materiales
porosos que presenten un modulo de Young mas cer-
cano al del hueso cortical. En concreto, Chicardi et al
han conseguido fabricar una aleaciéon de TiNbTa con
propiedades fisicoquimicas mas semejantes a las que
presenta el hueso®. No obstante, la mejora en el disefio
de materiales, destinados a ser utilizados como injertos
0seos, debe considerar la capacidad de osteointegracion
de los mismos, y en este sentido es necesario evaluar la
citotoxicidad y la capacidad de adhesion, proliferacion y
diferenciacién de células osteoblasticas influida por el
material. Nuestro objetivo principal fue evaluar las ca-

racteristicas osteointegradoras de la aleacién TiNbTa,
con un médulo de Young similar al del hueso trabecular,
y compararlas con el Ti puro.

MATERIAL Y METODOS

1. Cultivo celular

La linea celular MC3T3 (subclon 4) de ATTC (Manassas,
Virginia, EE.UU.) se cultivé en medio a-MEM (Gibco,
Thermo Fischer Scientific, Espafia) suplementado con 1%
de L-glutamina (200 mM) y 10% de suero bovino fetal.
Para inducir la diferenciacion, las células fueron tratadas
con un medio de cultivo osteogénico suplementado con
acido ascorbico 50 g/ml (Merck, Alemania) y B-glicerofos-
fato 10 nM (StemCell Technologies, Canadd). Las células
fueron sembradas en discos, de 3 mm de espesory 7 mm,
de titanio c.p. y de TiNbTa a una densidad de 5x10%, en
condiciones de 5% de CO, a 379C. Se realizaron cambios
de medios cada 48 h. Los cultivos se realizaron por tripli-
cado y las lecturas de la viabilidad celular y la actividad
fosfatasa alcalina se realizaron después de 4 y 7 dias.

2. Viabilidad celular
El ensayo Alamar Blue (AlamarBlue Cell Viability Rea-
gent. Invitrogen, Espafia) se llevé a cabo de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. AlamarBlue es un com-
puesto no téxico, permeable a las células, que es de color
azul y no fluorescente. Las células viables mantienen un
ambiente reductor dentro de su citoplasma. El reactivo
AlamarBlue es una forma oxidada de redox y de color
azul. Cuando se incuba con células viables cambia de
color azul arojo y se vuelve fluorescente. Este cambio se
puede detectar utilizando métodos de absorbancia.
Alos 4 y 7 dias se transfieren los discos con creci-
miento celular a un nuevo pocillo y se afladen 80 pL de
AlamarBlue sobre el disco y posteriormente se afladen
720 pL de medio de cultivo; este medio se incuba du-
rante 2 horas a 372C y se mide la absorbancia a la longi-
tud de onda de excitacion y emision respectiva de 570 y
600 nm (TECAN, Infinity 200 Pro). Los resultados se
presentan como el porcentaje de reduccion. Los experi-
mentos se realizaron por triplicado en cada cultivo.

3. Fosfatasa alcalina

Analizamos la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) de
acuerdo con el protocolo del fabricante (kit de ensayo
de fosfatasa alcalina Colorimétrica, Abcam ab83369,
Reino Unido) en el sobrenadante de cultivo. El ensayo se
realiz6 a los 4 y 7 dias, a través de la conversién de un
fosfato de p-nitrofenilo incoloro en un p-nitrofenol de
color. Se mide la absorbancia a 405 nm de 4-nitrofenol
(TECAN, Infinity 200 Pro), y la actividad de ALP se cal-
culé a partir de una curva estandar. Los experimentos se
realizaron por triplicado en cada cultivo.

4. Fijacion para SEM

Para visualizar las células en la microscopia electrénica
de barrido (SEM), las células MC3T3 se cultivaron en
discos de titanio c.p.y Ti NbTa durante 4 y 7 dias por tri-
plicado. Las muestras fueron fijadas con formol 10%, se-
guido de un paso de deshidratacién con soluciones
etandlicas y recubiertos por recubrimiento de oro utili-
zando un revestimiento de esputo (Pelco 91000, Ted
Pella, Redding, California, EE.UU.). Todas las microgra-
fias se obtuvieron utilizando un microscopio electrénico
de barrido Jeol JSM-6330F y el voltaje de aceleracion fue
de 10 kV para imagenes SEM.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas del titanio puro, las distintas fases y el hueso: médulo elastico y resistencia elastica

Grupo Compuesto
Titanio puro Ti c.p.
Fase o+ Ti-6A1-4V
Fase 8 TiNbTa
Trabecular
Hueso
Cortical

5. Analisis estadistico

Todos los experimentos in vitro se realizaron por tripli-
cado para cada condicién estudiada. Las variables fue-
ron analizadas para la distribucién de la normalidad
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se realizé
la prueba t de Student para determinar diferencias es-
tadisticamente significativas entre los dos grupos.

Para el manejo estadistico de resultados se ha utili-
zado el paquete SPSS version 22.0 para Windows (IBM
Corp., Armonk, Nueva York, EE.UU.). En todos los casos
se consider6 como nivel de significacion p<0,05.

Los datos son expresados como media * desviacion
estandar (DS).

REesuLTADOS

Los cultivos celulares en los discos de Ti c.p. y en la alea-
cién tuvieron un crecimiento celular similar. A los 7 dias
de crecimiento las células presentaron al microscopio
optico (M.0.) una morfologia columnar y basoéfila com-
patible con el inicio de la diferenciacion (Figura 1). La su-
perficie del disco no deja pasar la luz, por lo que resulta
complejo apreciar las células con claridad. Sin embargo,
en las partes destacadas se pudo observar que se habia
producido cierta adhesién celular en el material, lo cual
indicaria que la aleacién presenta buenas cualidades
para ser utilizada en implantes.

Viabilidad celular

La figura 2 representa la viabilidad de la linea celular en
funcidn del tiempo de crecimiento celular (4 y 7 dias)
sobre los discos de Ti c.p. y TiNbTa. A los 4 dias de cul-
tivo, la viabilidad celular en los discos de TiNbTa fue si-
milar a la de los discos de Ti c.p. Mientras que a los 7,
observamos un ligero ascenso de la viabilidad en las
muestras de TiNbTa y un descenso en las muestras de
Ti c.p., aunque sin diferencias significativas. En todos los
casos el porcentaje de viabilidad siempre fue superior
al 150%. Se considera efecto toxico cuando la viabilidad
es inferior al 75%, por lo que, con los resultados obteni-
dos, se puede deducir que el cultivo celular es viable a
lo largo de toda la duracién del cultivo en todas las con-
diciones.

Actividad fosfatasa alcalina

Cuantificamos los valores de la actividad de la fosfatasa
alcalina (ALP) en los cultivos de células MC3T3 alos 4y
7 dias. La figura 3 representa la media y la desviacion
estandar de los resultados obtenidos en ambas condi-
ciones de cultivos. En los discos de Ti c.p., los resultados
obtenidos mostraron una disminucién de la actividad
enzimatica, siendo estadisticamente significativa la di-
ferencia encontrada entre los dias 4y 7 (p=0,001). En
los discos de TiNbTa, también se observo una disminu-
cién de la actividad con el tiempo de cultivo y existi6é una

Moédulo Young (GPa) Limite de fluencia (MPa)
100 650
112 1140
46-52 1860
0,5-2,0 40-60
20-25 150-180

Figura 1. Fotografia de microscopio 6ptico invertido
(Olympus CKX53) con objetivo de medio aumento 40X, de
las células crecidas a los 7 dias en los discos de TiNbTa

diferencia significativa entre los dias 4 y 7 de cultivo
(p=0,006). En ambas condiciones a los 4 dias se obtuvo
la maxima actividad enzimatica, dado que hay una
mayor proliferacién y crecimiento celular, como los va-
lores de viabilidad corroboraron, y a partir del dia 7, las
células presentaron un fenotipo mas diferenciado, como
observamos en las imagenes de SEM, y la actividad de la
ALP disminuyd.

Morfologia celular por microscopia electrénica de
barrido

Se realiz6 un estudio preliminar para estudiar la morfo-
logia y adhesién celular sobre el material de estudio
TiNbTa comparado con el crecimiento en Ti c.p. Para ello,
visualizamos las muestras de ambos tipos de disco a los
4y 7 dias de cultivo. A los 4 dias, se observaron pequefias
agrupaciones celulares en ambos tipos de superficie y de
densidad similar. A los 7 dias, las imagenes demostraron
un crecimiento en monocapa en toda la superficie del
disco, siendo similar en ambos materiales. También se
observaron uniones entre célula-células y célula-bioma-
terial. Las células se adhirieron a través de filopodios
(finas proyecciones celulares, flecha amarilla) y lamelo-
podios (extensiones mas amplias, asterisco amarillo), de-
mostrando de esta forma la conexién de las células con
el biomaterial. Empezamos a observar la presencia de
pequeiias vesiculas de estructura hexagonal, sugiriendo
una posible nucleacién de hidroxiapatita, sobre la super-
ficie celular, sugiriendo el inicio del desarrollo del pro-
ceso de mineralizacion (Figura 4).
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Figura 2. Viabilidad celular de las células cultivadas en
discos de Ti c.p. o la aleacién TiNbTn a los 4 y 7dias del
crecimiento celular. Resultados presentados como
media + desviacion estandar

Viabilidad celular

350
300
250
200
150 |-
100 [

50

% reduccion

TiNbTa
Dia4 M Dia7

Figura 3. Actividad de la fosfatasa alcalina en creci-
miento celular sobre discos de Ti c.p. o TiNbTa durante
4 y 7dias. * Tic.p. 4 dias vs. 7 dias; ** TiNbTa 4 dias vs. 7
dias. P<0,05

Actividad fosfatasa alcalina

7,00
6,00 -
5,00
4,00
3,00 | e
2,00
1,00 |-
0,00

Ti puro TiNbTa

Dia4 M Dia7

U/mL

Figura 4. Microfotografias de microscopio electronico de barrido a 4 y 7 dias de cultivos de osteoblastos sobre la superficie
de Ti cp. o TiNbTa. La morfologia celular y proliferacion es mostrada en las dos superficies testadas. Interacciones célula-
célula a través de filopodios (flechas amarillas) e interacciones célula-superficie mediante lamelopodios (asterisco amarillo)

4 dias

Ti c.p.

TiNbTa

Discusion

Los problemas inflamatorios y degenerativos de los huesos
y articulaciones afectan a millones de personas en todo el
mundo. De hecho, representan la mitad de las enfermeda-
des crénicas en personas mayores de 50 afios en paises
desarrollados®. Estas enfermedades a menudo requieren

7 dias

cirugfa, incluida el reemplazo de toda la articulacién en
casos de deterioro. Este hecho, acompanado del aumento
de la esperanza de viday el envejecimiento de la poblacion,
ha traido consigo una gran demanda de derivados sanita-
rios, entre los que destacan el desarrollo de implantes qui-
rurgicos y materiales con mayor periodo de vida til.
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Los biomateriales constituyen uno de los avances mas
importantes en la medicina actual: estos mejoran la calidad
de vida de los pacientes y reducen el tiempo de curacion y
la convalecencia de enfermedades. En 2009, Bjursten re-
salt6 la importancia de incrementar la unién del implante
al hueso, dado que la vida media de un implante esta com-
prendida entre 10 y 15 afios”%, lo que implica un aumento
en el nimero de intervenciones quirurgicas de revision.

En nuestro estudio hemos realizado pruebas para va-
lorar un material nuevo, la aleaciéon TiNbTa, con un mé-
dulo de Young similar al del hueso trabecular. Numerosos
estudios han demostrado la disminucién del médulo
elastico en aleaciones con Nb y Ta, como por ejemplo el
Ti35Nb5Ta7Zr, que muestra un médulo elastico de 55GPal™.
La ventaja en comparacion con el Ti c.p. o la aleacion
Ti-6Al-4V seria el inferior médulo de Young de la alea-
cién estudiada, lo cual reduciria considerablemente el
apantallamiento de tensiones.

El porcentaje de viabilidad se relaciona ampliamente
con las propiedades biocompatibles y citotoxicas del
material; diversos autores!?!® han demostrado cémo
porcentajes elevados de viabilidad son 6ptimos para
considerar un material candidato a ser utilizado como
implante 6seo en humanos. Nuestros cultivos, a los di-
ferentes tiempos de estudio, presentaron un alto grado
de biocompatibilidad, asi como una ausencia de toxici-
dad. Se obtuvieron resultados positivos entre la linea ce-
lular y el material. Se podria sugerir que si este material
fuese implantado tenderia a sintetizar la matriz 6sea, se
adheriria bien al hueso y resultaria biocompatible!45,

Los valores de viabilidad nos demuestran que no exis-
ten diferencias en el crecimiento celular entre la aleacién
TiNbTay Ti c.p, y en todas las condiciones los valores se
encuentran por encima del 75%. Por tanto, ambos mate-
riales resultarian no citotdxicos y por tanto viables. Por
otro lado, la adecuada actividad del metabolismo celular
confirma que la aleacién no libera residuos téxicos para
nuestras células'>8, Estudios previos de implantacién
animal de materiales como el Nb y el Ta en tejidos blan-
dos y duros de ratas han demostrado la elevada biocom-
patibilidad de los metales y la osteogénesis!®2.

También cuantificamos la actividad celular midiendo
la actividad de ALP. Una actividad aumentada de ALP se
relaciona directamente con la proliferacion celular y es
un marcador de diferenciacién del fenotipo osteoblas-
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tico. En tejidos como huesos y cartilagos, la ALP se ex-
presa en las fases iniciales del proceso de calcificacion y
mas adelante, en el desarrollo, la expresion de la ALP
disminuye. Se ha demostrado que cuando la actividad
ALP disminuye, aumenta la diferenciacién celular!*.

Nuestros valores confirman que el cultivo en los discos
con el nuevo material presenta actividad ALP que varia
segun el tiempo de estudio. Al inicio del cultivo, a los 4
dias, las células MC3T3 presentaron una mayor prolifera-
cion celular en Ti c.p. que las cultivadas sobre el material
de aleacidn, indicando un crecimiento mas lento en los
discos de TiNbTa durante los primeros dias de cultivo. A
los 7 dias, los valores de ALP fueron similares en ambas
muestras e inferiores a los iniciales, lo que demuestra que
el cultivo se estd comportando con caracteristicas simila-
res en cuanto a proliferacidn y diferenciacion. En las ima-
genes obtenidas por SEM, observamos que alos 7 dias las
células tapizaron en su totalidad la superficie de los dis-
cos, el crecimiento celular se dio por igual en ambas
muestras y llegaron a la confluencia celular, y 1a menor
actividad concord6 con las imagenes de células que estan
iniciando el proceso de mineralizacion. Ademas, empeza-
mos a observar la secreciéon de material que formara la
matriz extracelular por parte de los osteoblastos, y se ob-
servo en la superficie de las células un aumento de molé-
culas con apariencia de hidroxiapatita?®. Por otro lado, los
osteoblastos presentaron filopodios y lamelopodios, es-
tructuras celulares esenciales durante el proceso de adhe-
sion celular, lo que nos indica que la unién a otras células
y al material es directa; otros autores describen estas
uniones en células MC3T3 y discos de Ti c.p.?2%.

En conclusidon, nuestro estudio in vitro nos permite
concluir que la aleacién novedosa que combina elemen-
tos como el Nb y el Ta con el Ti, ademas de mejorar las
propiedades mecanicas del material, resulta, a corto
plazo, biocompatible con las células osteoblasticas, com-
portandose con caracteristicas de viabilidad, prolifera-
cion, diferenciacion y capacidad de adhesion de lineas
celulares osteoblasticas, de forma muy semejante a como
lo hace el Ti puro.

Financiacion: Este trabajo ha estado financiado por
la Fundacién Espafiola de Investigacién Osea y Me-
tabolismo Mineral (FEIOMM), por la beca Traslacio-
nal FEIOMM de 2018.

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



ORIGINALES  Estudio de biocompatibilidad y osteointegracion de nuevos materiales protésicos
Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(3):92-97

Bibliografia

1.

Geetha M, Singh A-K, Asokamani R,
Gogia A-K. Ti based biomaterials, the
ultimate choice for orthopaedic im-
plants. Prog Mater Sci. 2009;54:397-
425.

Litjering G, Williams JC. Titanium. Ed.
Springer Science & Business Media,
2007.

Kaur M, Singh K. Review on titanium
and titanium based alloys as biomate-
rials for orthopaedic applications.
Mater Sci Eng C Mater Biol Appl
2019;102:844-62.

Kirkpatrick CJ, Krump-Konvalinkova V,
Unger RE, Bittinger F, Otto M, Peters K.
Tissue response and biomaterial inte-
gration: the efficacy of in vitro me-
thods. Biomol Eng. 2002;19:211-7.
Navarro M, Michiardi A, Castafio O,
Planell J-A. Biomaterials in orthopae-
dics. Soc Interface. 2008;5:1137-58.
Rho JY, Ashman RB, Turner CH. Youn-
g's modulus of trabecular and cortical
bone material: ultrasonic and micro-
tensile measurements. ] Biomech.
1993;26:111-9.

Bjursten LM, Rasmusson L, Oh S,
Smith GC, Brammer KS, Jin S. Titanium
dioxide nanotubes enhance bone bon-
ding in vivo. ] Biomed Mater Res A.
2010;92:1218-24.

Lario-Femenia |, Amig6-Mata A, Vi-
cente-Escuder A, Segovia-Lépez F
Amigo6-Borras V. Desarrollo de las ale-
aciones de titanio y tratamientos su-
perficiales para incrementar la vida
util de los implantes. Rev Metal.
2016;52:84.

Chicardi E, Gutiérrez-Gonzalez CF, Saya-
gués M], Garcia-Garrido C. Development
of a novel TiNbTa material potentially
suitable for bone replacement implants.
Mater Des. 2018;145:88-9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

GBD 2017 Disease and Injury Inci-
dence and Prevalence Collaborators.
Global, regional, and national inci-
dence, prevalence, and years lived
with disability for 354 diseases and
injuries for 195 countries and territo-
ries, 1990-2017: a systematic analysis
for the Global Burden of Disease Study
2017. Lancet. 2018;392:1789-858.
Saji VS, Choe HC, Brantley WA. An elec-
trochemical study on self-ordered na-
noporous and nanotubular oxide on
Ti-35Nb-5Ta-7Zr alloy for biomedical
applications. Acta Biomater. 2009;5:
2303-10.

Matsuno H, Yokoyama A, Watari F, Uo M,
Kawasaki T. Biocompatibility and os-
teogenesis of refractory metal im-
plants, titanium, hafnium, niobium,
tantalum and rhenium. Biomaterials.
2001;22:1253-62.

Hussein AH, Gepreel MA, Gouda MK,
Hefnawy AM, Kandil SH. Biocompati-
bility of new Ti-Nb-Ta base alloys.
Mater Sci Eng C Mater Biol Appl.
2016;61:574-8.

Beck GR Jr, Sullivan EC, Moran E, Zer-
ler B. Relationship between alkaline
phosphatase levels, osteopontin ex-
pression, and mineralization in diffe-
rentiating MC3T3-E1 osteoblasts. ]
Cell Biochem. 1998;68:269-80.

Sista S, Wen C, Hodgson PD, Pande G.
Expression of cell adhesion and diffe-
rentiation related genes in MC3T3 os-
teoblasts plated on titanium alloys: role
of surface properties. Mater Sci Eng C
Mater Biol Appl. 2013;33:1573-82.
Tolde Z, Stary V, Cvrcek L, Vandrov-
cova M, Remsa |, Danis S, et al. Growth
of a TiNb adhesion interlayer for
bioactive coatings. Mater Sci Eng C
Mater Biol Appl. 2017;80:652-8.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Biesiekierski A, Lin J, Li Y, Ping D, Ya-
mabe-Mitarai Y, Wen C. Investigations
into Ti-(Nb,Ta)-Fe alloys for biomedi-
cal applications. Acta Biomater. 2016;
32:336-47.

Kesteven |, Kannan MB, Walter R, Khak-
baz H, Choe HC. Low elastic modulus Ti-
Ta alloys for load-bearing permanent
implants: enhancing the biodegrada-
tion resistance by electrochemical sur-
face engineering. Mater Sci Eng C Mater
Biol Appl. 2015;46:226-31.

Yate L, Coy LE, Gregurec D, Aperador W,
Moya SE, Wang G. Nb-C nanocompo-
site films with enhanced biocompati-
bility and mechanical properties for
hard-tissue implant applications. ACS
Appl Mater Interfaces. 2015;7:6351-8.
Thull R, Handke KD, Karle EJ. Tierexpe-
rimentelle Priifung von Titan mit Ober-
flachen-beschichtungen aus (Ti,Nb)ON
und (Ti,Zr)O [Animal experiment study
of titanium with surface coatings of
(Ti,Nb)ON and (Ti,Zr)O]. Biomed Tech
(Berl). 1995;40:289-95.

Civantos A, Giner M, Trueba, Lascano S,
Montoya-Garcia MJ, Arévalo C, et al. In
vitro bone cell behavior on porous tita-
nium samples: influence of porosity by
loose sintering and space holder tech-
niques. Metals. 2020;10:696-716.
Schlie-Wolter S, Ngezahayo A, Chichkov
BN. The selective role of ECM compo-
nents on cell adhesion, morphology,
proliferation and communication in
vitro. Exp Cell Res. 2013;319:1553-61.
Mufioz S, Pavon ], Rodriguez-Ortiz JA,
Civantos, A, Allain JP, Torres Y. On the
influence of space holder in the deve-
lopment of porous titanium implants:
Mechanical, computational and biolo-
gical evaluation. Mater Charact. 2015;
108:68-78.



ORIGINALES

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(3):98-104

Estudio de la expresion de factores 0seos en
el hueso murino ante la falta de pleiotrofina

y sus cambios en la situacion inflamatoria

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/51889-836X 2020000300005

Portal-Nuiiez S?!, Messa L!, Sevillano J?, Herrad6n G2, Ramos MP?, Gortazar AR!
1 Instituto de Medicina Aplicada. Departamento de Ciencias Médicas Bdsicas. Facultad de Medicina

2 Departamento de Quimica y Bioquimica. Facultad de Farmacia

3 Departamento de Ciencias Farmacéuticas y de la Salud. Facultad de Farmacia

Universidad San Pablo-CEU. Madrid (Espania)
Fecha de recepcion: 07/09/2020 - Fecha de aceptacion: 24/11/2020

Trabajo remitido como prestacion por la beca FEIOMM de Investigacién Traslacional 2015

Resumen

La pleitrofina (PTN) en un péptido implicado en el desarrollo y el mantenimiento del tejido 6seo, y con importantes fun-
ciones en los procesos inflamatorios. Sin embargo, la delecién de la PTN en modelos murinos no produce un deterioro
Oseo significativo, sin que hasta la fecha se hayan estudiado los mecanismos que compensan su perdida. Con este estudio
quisimos comprobar como afecta la delecion de PTN y la inflamacién aguda a la expresion de factores dseos. Para ello
empleamos ratones hembra de tres meses deficientes para la PTN (PTN¥°) a las que indujimos una inflamaciéon aguda
por administracién de lipopolisacarido (LPS). Se aislaron las vértebras y las tibias para poder medir la expresion de
genes y realizar un recuento de osteocitos. En cultivos celulares comprobamos sila PTN podia proteger a células MC3T3
(osteoblasticas) y MLOY4 (osteocitos) de la induccion de muerte celular producida por etopdsido. Nuestros resultados
muestran que la expresion de osteocalcina esta incrementada en las vértebras de los ratones PTN*, y que la inflamacion
produjo el incremento de expresion de podaplanina (E11), conexina 43 (Cox43) y el péptido relacionado con la para-
thormona (PTHrP) en los ratones PTN* tratados con LPS. La administracion de PTN redujo de manera significativa la
muerte inducida por etopésido en cultivos de células MC3T3 y MLOY4. En conclusion, la deficiencia de PTN indujo un
aumento de la expresion de OCN, y la inflamacién aguda produjo la sobrexpresion de E11, PTHrP, y Cox43 en ratones

PTN¥°. La PTN aument¢ la viabilidad de células osteblasticas y osteocitos frente al tratamiento con etopdsido.

Palabras clave: pleiotrofina, homeostasis 6sea, modelo murino.

INTRODUCCION

La pleitrofina (PTN) en una citoquina secretada por multi-
ples tejidos durante el desarrollo embrionario, y que en
edades adultas se expresa de manera abundante en el ce-
rebro y en el hueso'2 La PTN esta compuesta por 136 ami-
nodacidos y su secuencia es muy rica en lisina y cisteina. Esta
citoquina constituye junto ala midquina (Mdk), con quien
comparte un 50% de homologia, la familia de los factores
de crecimiento y diferenciacién de unién a heparina, te-
niendo ambas afinidad por la matriz extracelular 6sea>.
La PTN también es conocida como el factor estimulante de
osteoblastos 1 (OSF-1) o factor de crecimiento unido a he-
parina (HB-GAM)®. Esta citoquina fue aislada inicialmente

»

de los tejidos 6seos y neuronales de ratas recién nacidas®”®
y posteriormente se han encontrado sus homologos en mu-
chas especies incluido el ser humano, siendo de un 90% la
homologia entre las distintas especies®!°,

Se ha descrito que la PTN ejerce sus efectos a través de
su unién a los glucosamin-glucanos de varios receptores
como el N-sindecano, también llamado sindecano 3, los
sindecanos 1y 4'2, laintegrina o 3;'% y el receptor proteina
tirosina fosfatasa beta/zeta (PTRPB/¢)'*. También se ha
postulado que la nucleolina pueda ser un receptor de baja
afinidad de PTN**y que la quinasa del linfoma anaplastico
(ALK) puede tener alguna funcién en la sefializacién de
PTN!1e,
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Probablemente el receptor mejor estudiado de PTN ,y
que ademas se ha demostrado que se expresa en osteo-
blastos!’, es PTRPB/. Este receptor es una proteina tiro-
sina fosfatasa cuya activacion por parte de PTN produce
su desestabilizacién y, por tanto, el cese en su actividad
fosfatasa. Esto desencadena el aumento de fosforilacion
de sus sustratos (e.g. fyn-quinasa) dando lugar, entre
otros efectos, a la activacion del factor nuclear potencia-
dor de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFxpB)*®. Recientemente se ha confirmado la presencia
de este receptor en el tejido 6seo y su activacion a través
de PTN y de otro ligando, como es la proteina de unién 2
del factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP-2)%.
Por otro lado, también se ha demostrado la expresion de
N-sindecano en osteoblastos y su relacion con la regene-
racion 6sea®. En este caso la unién de PTN a N-sindecano
produciria la fosforilacién de src, lo que a su vez daria
lugar a reorganizaciones en el citoesqueleto celular que
permitirian un aumento de la migracion celular?.

Entre sus las funciones mas destacadas de la PTN, esta
su papel como promotor de la angiogénesis y de la migra-
cion de células endoteliales!3?!, el crecimiento de las neu-
ritas?? y su papel modulador de los procesos inflamatorios
gobernados por la microglia en el sistema nervioso cen-
tral?. Las funciones de PTN en el tejido 6seo son diversas.
Asi, se ha descrito que PTN es capaz de inducir la proli-
feracion de células osteblasticas de manera dependiente
a su concentracién y a la expresion de sus receptores?*,
promueve la diferenciacién de células mesenquimales a
condrocitos durante el desarrollo 6seo?, y aumenta la mi-
gracion y la adhesion a la matriz extracelular de células
6seas®?®, De hecho, se ha investigado el papel de la PTN en
relacion con la masa 6sea realizando experimentos de de-
lecion o sobreexpresion del gen en modelos murinos. En
el primer caso, se ha encontrado que la ausencia del gen
no produjo un descenso en la masa dsea ni cambios signi-
ficativos en las propiedades biomecanicas de estos hue-
sos?’. Estudios posteriores también encontraron que la
estructura 6sea de los ratones sin PTN no se veia alterada,
pero que habia un retraso en la maduracién 6sea en rato-
nes de 2 meses de edad?®.

También se ha estudiado del papel de la PTN en la
mecanotransduccién osteocitaria con diferentes resul-
tados. En estudios in vitro se ha determinado que la
carga mecanica conduce a una disminucién de la expre-
sién de PTN en las células 6seas Sa0Os-2 y en osteoblas-
tos primarios sometidos a este estimulo?°. Sin embargo,
Imai y cols. demostraron que células MLOY-4 (linea ce-
lular de osteocitos), tratadas con carga mecanica incre-
mentaban su produccion de PTN?8. Estos datos estan en
consonancia con los hallados en un modelo animal de
ratones hembra C57BL/6] sometidas a carga mecanica,
en los que se produjo un aumento de la expresién de
esta citoquina?’. Ademas, en el mismo estudio se demos-
tré que la ausencia de PTN (usando un ratén con el gen
dela PTN delecionado) no influia en el aumento de masa
6sea producido por la carga mecanica.

Por otro lado, los efectos de la sobreexpresion de la
PTN en el tejido 6seo si que parecen tener un efecto pro-
tector en situaciones de pérdida de masa dsea, como la
ingravidez. Los ratones transgénicos para la PTN estan
parcialmente protegidos frente a la pérdida de masa
producida por el estado de ingravidez al ser sometidos
a una estancia en la estacién espacial internacional, re-
laciondndose esta proteccion con un aumento de activi-
dad osteoblastica®.

Dado que, como se ha comentado, la ausencia de PTN
en hueso no parece influir de manera significativa en la
estructura esquelética de los modelos murinos, en este
trabajo nos propusimos averiguar cémo se alteraba la
expresion de factores asociados con el mantenimiento
correcto del metabolismo dseo en ausencia de PTN. Ade-
mas, quisimos investigar como la expresion de estos
genes estaba regulada ante una situacion de inflamacién
aguda producida por inyeccién de LPS, tanto en presen-
cia como en ausencia de PTN. Por ultimo, comprobamos
el efecto protector de la PTN en osteoblastos y osteocitos
ante la presencia de un estimulo de muerte como es el
etoposido.

MATERIAL Y METODOS

Modelo animal

Se usaron ratones hembra de 3 meses deficientes en
PTN (PTNX°) y con genotipo normal (WT) siendo el nu-
mero de ratones empleados 9 para WT, 9 para PTN* por
grupo. Todos los ratones provenian de nuestro animala-
rio, donde son criados de manera rutinaria. Para inducir
un estado de inflamacién aguda se inyecté por via intra-
peritoneal una dosis de 7,5 mg/kg de lipopolisacarido
16 horas antes del sacrificio en 6 ratones WT y 5 ratones
PTNX. Los protocolos animales contaron con la aproba-
cién del Comité de Bienestar Animal de la Universidad
CEU-San Pablo y de la Consejeria de Medio Ambiente de
la Comunidad de Madrid, de acuerdo con el real decreto
R.D.53/2013 y la directriz europea 2010/63/EU.

Procesamiento de las muestras 6seas y purificaciéon
del RNA

El RNA total fue extraido de las vértebras después de re-
tirar los tejidos no d6seos de las vértebras de las lumba-
res 1 ala 3, por medio de un pulverizador de tejido y por
la disolucién de este pulverizado en trizol (Invitrogen,
Groningen, Holanda). E1 RNA fue extraido por medio de
purificaciones por el método de clorformo:isoamilico
(Sigma-Aldrich), seguido de precipitacion con isopropa-
nol, lavados posteriores con etanol al 70% y resuspen-
sién en agua estéril libre de RNAasas. La retrotranscripcion
del ARN para obtener ADN complementario se llevo a
cabo a partir de 2 pg de ARN usando el cDNA High capa-
city cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems,
Foster City, California, EE.UU.) en un termociclador Ep-
pendorf mastercycler, siguiendo el siguiente protocolo
secuencial: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 372Cy 5
minutos a 852C.

PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa se realiz6 en un termociclador AB
7500 HD (Applied Biosystems). Usando sondas TagMan
MGB (Assay-by-Design™ System, Applied Biosystems)
para medir la expresién de los siguientes genes: osteopro-
tegerina (OPG), ligando del receptor activador para el fac-
tor nuclear kB (RANKL), osteocalcina (OCN), péptido
relacionado con la parathormona (PTHrP), podoplanina
(E11), conexina 43 (Cox43), el receptor del factor de cre-
cimiento del endotelio vascular 2 (VEGFR2) y dickkopf-1
(Dkk1). Para producir la reaccién de PCR se usd la polime-
rasa incluida en el kit Tagman mastermix (Applied Bios-
ystems) aplicando el siguiente protocolo de 1 minuto a
959C, seguido de 40 ciclos del5 segundos a 952C y 1 mi-
nuto a 602C, recogiendo los datos de fluorescencia en cada
paso de 60°C. La expresion de del gen 18S ribosomal fue
usado como gen de referencia para normalizar la expresion.
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La variacién de expresién de cada uno de los genes en los

diversos grupos se calculé con relacion a la expresién ob-

tenida en los ratones WT siguiendo la siguiente féormula:
Expresion gen de interés = 2-24¢

donde AACt = ACt tratamiento — ACt basal®'*2 Todas las

determinaciones se realizaron por duplicado.

Contaje de osteocitos

Las tibias de los ratones fueron también extraidas en el
momento de sacrificio y conservadas en formalina 10%
para su posterior procesamiento histolégico. Una vez
procesadas y tefiidas con hematoxilina-eosina, se rea-
liz6 el contaje de los osteocitos embebidos en las trabé-
culas en 2 a 4 cortes no seriados correspondientes a la
region inmediatamente inferior a la placa epifisaria de
cada una de las tibias. E] nimero de osteocitos se nor-
maliz6 por su area correspondiente de tejido dseo cal-
culada por medio del programa Image ] (Image] 15.3a,
National Institutes of Health, EE.UU.), y siguiendo las re-
comendaciones de la American Society for Bone and Mi-
neral Research??. El nimero de osteocitos resultantes se
calculé haciendo la media de cada contaje por ratdn, y
se expreso como la media * error estandar de la media
(EEM).

Cultivos de células in vitro y ensayo de viabilidad
Las células osteoblasticas murinas MC3T3-E1 se culti-
varon en medio alfa MEM suplementado con un 10% de
suero fetal bovino (FBS) (Sigma-Aldrich) y un 1% de pe-
nicilina-estreptomicina. La linea estable de osteocitos
murinos MLOY-4 fue mantenida en placas de cultivo pre-
viamente colagenizadas y con medio alfa MEM al 2,5%
de suero de ternero (Sigma-Aldrich), 2,5% de FBSy 1%
de penicilina-estreptomicina. Ambas lineas celulares se
incubaron a 17°2C en una atmoésfera con 5% de CO,. Para
los ensayos de viabilidad, ambas lineas celulares se in-
cubaron en subconfluencia del 75% en placas de 6 po-
cillos y fueron pre-tratadas o no durante una hora con
PTN (5,5 nM), y posteriormente incubadas en presencia
de etoposido 50 uM (agente apoptdtico) en 1% de suero
fetal bovino durante 48 horas. A las 48 horas se contaron
las células incluyendo las que habia en el sobrenadante
de los pocillos y el tripsinizado de cada pocillo, y se hizo
un recuento celular con Trypan Blue 0,4% en PBS en la
camara de Neubauer, distinguiendo las células vivas de
las muertas. Se calculd el porcentaje de células muertas
de cada uno de los experimentos. Se realizaron 3 expe-
rimentos con cada condicion por triplicado y se expresd
el resultado como la media * error estdndar de la media
(EEM).

Estadistica

Los resultados se expresaron como media * error estan-
dar de la media (EEM). La comparacién entre varios gru-
pos se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis con test a posteriori de U Mann-Whitney
si procedia. Se considerd una p<0,05 como significativa.
Los andlisis se llevaron a cabo con el programa informa-
tico Graphpad InStat (San Diego, California, EE.UU.).

RESULTADOS

Expresion de genes en el tejido 6seo en ausencia de PTN
En primer lugar, quisimos comprobar cdmo variaba la
expresion de genes relacionados con el metabolismo
6seo en ausencia de PTN y en presencia de condiciones
inflamatorias tras la administracién de LPS. Entre la ex-
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presion de todos los genes analizados encontramos que
la OCN estaba sobreexpresada de manera muy significa-
tiva en los ratones PTN¥° (Figura 1A). Sin embargo, la ex-
presion de un marcador de diferenciaciéon ostecitico
temprano como es la podoplanina (E11) no sufrié cam-
bios significativos (Figura 1B). De la misma manera, no
sufrieron cambios significativos en el ratén PTN*° la ex-
presion de los moduladores de la actividad osteoblasti-
cas y osteoclastica OPG y RANKL (Figuras 1C, 1D); el
inhibidor de la via Wnt, Dkk1 (Figura 1E); el VEGFR2
(Figura 1F); y los niveles de PTHrP (Figura 1G) y de
Cox43 (Figura 1H). Por otro lado, cuando se trataron los
ratones normales WT con LPS, encontramos que los ni-
veles de OCN, Dkk-1 y VEGFR2 estaban significativa-
mente disminuidos (Figuras 14, 1D, 1F). Con respecto a
los ratones PTN¥° tratados con LPS encontramos un in-
cremento significativo de la expresiéon de E11 (Figura
1B), PTHrP (Figura 1G) y Cox43 (Figura 1H) con res-
pecto a los ratones WT tratados con LPS.

El nimero de osteocitos no sufrié cambios en ratones
PTNK°, WT+LPS y PTN*°+LPS

Después de observar que el tinico gen cuya expresion es-
taba regulada era OCN, un gen relacionado con los esta-
dos muy avanzados de maduracién osteoblastica®, y que
esta estaba regulada al alza, pensamos que esta expre-
sién podia reflejar un aumento del nimero de osteocitos
en los ratones PTN*° (ampliamos también este contaje
alos grupos WT y PTNKe tratados con LPS). Para ello te-
fiimos las tibias aisladas de los ratones y realizamos un
contaje exhaustivo de los osteocitos que se hallaban en
las secciones de hueso tibial. Como se puede apreciar en
las figuras 24, 2B, el nimero de osteocitos fue similar en
todos los grupos de ratones, no halldndose diferencias
significativas en ningin caso.

Efecto protector de la PTN ante la induccion de
muerte en células dseas

Dado que se ha descrito previamente el efecto prolifera-
dor de la PTN en osteoblastos MC3T324, quisimos com-
probar el efecto protector de la PTN frente a la induccion
de la muerte por etopdsido en dos lineas de células mu-
rinas, una de osteoblastos (MC3T3) y otra de osteocitos
(MLOY-4), in vitro. La administracién de la PTN previa-
mente al tratamiento con etopésido produjo un efecto
protector, pues la muerte de células inducida por este
agente se redujo significativamente en la linea MC3T3
de un 20,8% a un 11,5% y en la linea MLOY4 de un
27,5% aun 18,1% (Figuras 34, 3B).

Discusion

Es notorio el hecho de que la delecién de un gen tan im-
portante para el desarrollo y mantenimiento del tejido
6seo como la PTN no produzca un fenotipo acusado de
alteraciones 6seas. En primer lugar, se podria pensar
que, ya que la PTN y Mdk tienen expresiones paralelas
y funciones similares, la falta de PTN podria ser compen-
sado por el aumento de Mdk. Sin embargo, esto no pa-
rece ser asi, pues se ha demostrado que los ratones
deficientes en Mdk tienen un incremento en la masa
6sea?’, apuntando a que en el tejido 6seo ambas citoqui-
nas no comparten las mismas funciones de manera total.
En este trabajo quisimos comprobar como era la expre-
sién de genes relacionados con el metabolismo 6seo y si
esta variaciéon pudiera justificar, al menos en parte, la
falta de efectos dseos en los ratones PTNKe,
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Figura 1. Expresion de diferentes genes en las vértebras de ratones WT o PTNX° tratados o no con inyeccion de LPS
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A) Osteocalcina (OCN) vs. WT, **p<0,05; B) Podoplanina (E11) vs. WT+LPS, 'p<0,05; C) Osteoprotegerina (OPG); D) Ligando del receptor
activador para el factor nuclear kB (RANKL); E) Dickoppf1 (Dkk1) vs. WT, **p<0,01; Dkk1 vs. WT+LPS, t'p<0,01; F) Receptor del factor de
crecimiento del endotelio vascular 2 (VEGFR2) vs. WT, *p<0,05; G) Péptido relacionado con la parathormona (PTHrP) vs. WT+LPS, fp<0,05;
H) Conexina43 (Cox43), vs. WT+LPS, 'p<0,05. Los resultados de la qPCR se expresan con unidades arbitrarias (U.A.) una vez normalizados

con el gen de control 18 S ribosomal.

Recientes investigaciones han desvelado que la OCN es
una proteina que acttia regulando el correcto alineamiento
delos cristales de hidroxiapatita con el colageno, lo cual esta
directamente relacionado con la calidad ésea®, aunque tam-
bién es usada como marcador de maduracién osteoblas-
tica®, y en estos momentos esta bajo debate su papel como
hormona producida por el hueso®”3’. El hecho de que esté
aumentada en los ratones PTN¥ nos llevé a pensar que quiza
el nimero de osteocitos de manera paralela podria estar in-
crementado en estos ratones, al ser un marcador de madu-
racion tardia de los osteoblastos justo antes de convertirse
en osteocitos, y pudiendo ser este uno de los mecanismos
celulares de compensacion de la falta de la PTN. Sin embargo,
nuestros resultados (Figura 24, 2B) demuestran que el nd-
mero de osteocitos no varia significativamente en los ratones
PTN¥ comparados con los ratones WT ni tampoco en el
resto de los grupos experimentales. Estos resultados con-
cuerdan con los mostrados por Lehman y cols., en los cuales
se observé un aumento de las expresion de OCN en cultivos
primarios procedentes de ratones PTN¥® y con un niimero
equivalente de osteocitos entre los ratones normales y los
PTN¥X27, Cabe pensar que es probable que el aumento de os-
teocalcina tenga otros efectos en hueso y que la matriz 6sea
de estos ratones tenga una composicion alterada. Para com-
probar este extremo serian necesarios estudios posteriores
de resonancia magnética nuclear donde se analice la calidad
y composicion del hueso de los ratones PTN*®,

Por otra parte, y dada la importancia que tiene PTN en
determinados procesos inflamatorios, quisimos también
investigar cudl era su papel en la expresion de estos genes
ante una inflamacién aguda provocada por inyeccion de
LPS. En este caso descubrimos que la expresiéon de E11,
PTHrP y Cox43 estaba incrementada en los ratones PTNK°
frente a los ratones WT tratados con LPS. La PTHrP es una
citoquina que modula el remodelado dseo asemejando de
manera local las acciones de la parathormona®. Esta cito-
quina esta implicada en los procesos inflamatorios que se
dan en la médula 6sea, pues promueve la expresion del fac-
tor inflamatorios MCP-1 en las células endoteliales y osteo-
blastos*.. E11 gobierna los primeros pasos de la transicién

osteoblasto-osteocito*?, siendo su sobreexpresion un mar-
cador de tumores 6seos® y de inflamacion en otros tejidos
y diversos tumores*. Por otro lado, la Cox43 forma parte
de las comunicaciones que establecen los osteocitos entre
ellos para formar la red osteocitaria. El papel de las cone-
xinas en los procesos inflamatorios es diverso y variable en
funcién de los distintos tejidos*. Se han descrito incremen-
tos de expresion de Cox43 que estan relacionados con en-
fermedades como la artrosis*%, y una mayor expresion en
sinoviocitos ante estimulos como el LPS*. Parece ser que
la disminucion de los niveles de Cox43 estaria relacionado
con una disminucién de los procesos inflamatorios en los
procesos de artritis?’. En nuestro estudio, la ausencia de
PTN, al menos en el compartimento éseo, tendria un papel
perjudicial desde un punto de vista inflamatorio, pues per-
mitiria la sobreexpresion de los tres genes citados (Figuras
1B, 1G, 1H) al contrario de lo que ocurre en el raton WT
tratado con LPS, y, por tanto, daria lugar a efectos indesea-
dos. Evidentemente, la verificacion ultima de estas obser-
vaciones requiere posteriores estudios tanto in vivo como
in vitro para desentrafar los mecanismos moleculares
desencadenados por la ausencia de PTN en este contexto.

Una de las limitaciones de este estudio es que la edad de
los ratones era de 3 meses, un poco alejado de los 5 meses
en que se puede considerar un raton maduro desde el punto
de vista esquelético. Hay que tener en cuenta que los mo-
delos murinos no sufren cierre de las placas de crecimiento
ni deplecién estrogénica, lo cual hace que siempre tengan
un pequefio crecimiento dseo a lo largo de su vida. A este
respecto, hay que sefalar que se no se han descrito en rato-
nes deficientes para PTN de 50 semanas graves defectos
6seos?’, aunque otros autores si han encontrado pequefios
retrasos del crecimiento en ratones de 4 meses?8. Ademas,
en este ultimo estudio, se ha demostrado que las caracte-
risticas biomecanicas de los huesos largos estan alteradas
al tener disminuidos los parametros de rigidez, resistencia
ala ruptura, y dureza dseas?®. Dado que la PTN contribuye
ala correcta alineacion de los cristales de hidroxiapatita, fu-
turos estudios en los huesos de ratones adultos o, incluso,
envejecidos con ausencia de PTN, deberian incluir analisis
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Figura 2. Numero de osteocitos en la seccion trabecular de las tibias de los ratones WT y PTNKe
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A) Imagenes representativas de las secciones de tibia donde se realizé el contaje de osteocitos debajo de la placa epifisaria de las tibias de los diferentes
grupos experimentales; B) Cuantificacién del nimero de osteocitos por mm? de tejido 6seo en los ratones WT, PTN*, WT+LPS y PTN®+LPS.

Figura 3. Efecto protector de la PTN ante la induccion de muerte con etopdsido en células 6seas
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de estos huesos por medio de resonancia magnética nuclear
para determinar si la ausencia de PTN puede provocar la
creacién de un hueso fragil en edades avanzadas. Otra de
las limitaciones del estudio, es que, dado que no se han in-
cluido zonas corticales al contar los osteocitos, no podemos
establecer si existen diferencias entre los compartimentos
cortical y esponjoso, por lo que este tipo de analisis debe de
ser realizado en estudios posteriores.

Es de destacar que se ha comprobado previamente, que
la administracién de la PTN in vitro promueve la prolifera-
cion y la diferenciacion de células osteoblasticas?. Por ello,
quisimos comprobar; hasta donde sabemos por primera vez,
el efecto protector de la PTN frente a un estimulo pro-apop-
tdtico como es el etopdsido en células osteblasticas (MC3T3)
y osteocitos (MLOY4), observando que la PTN tiene una
accion protectora. Este resultado apunta a un posible papel
adicional de la PTN en situaciones de fractura o inflamacién
crénica en las cuales podria proteger, al menos parcialmente,
a las células 6seas. Es cierto que en este estudio no se ha
comprobado el papel de protecciéon que pueda desempenar
la PTN en cuanto a la muerte medida por LPS. En este sen-
tido, estudios previos han demostrado que este agente pro-
duce un fenotipo senescente en los osteocitos y un aumento

de la resorcion 6sea mediada por la produccion del IL-6 y
RANKL por los osteocitos, mas que una muerte en un corto
periodo de tiempo, como es el tiempo de administracion de
LPS que se ha realizado en este estudio. Sin embargo, seria
interesante estudiar el papel de la PTN en estos contextos
en estudios posteriores y en modelos adecuados*®*°.

Por todo lo anterior; podemos concluir que la deficiencia
de PTN estd acompanada de un aumento de la expresion de
OCN, y que la induccién de inflamacién aguda por medio de
LPS en ratones deficientes para PTN produce la sobreex-
presion de E11, PTHrP, y Cox43. Asi mismo, hemos demos-
trado el papel protector de la PTN en células osteblasticas
y en osteocitos ante un estimulo de muerte celular.

Financiacion: Este trabajo ha sido financiado por los
proyectos del Ministerio de Ciencia, Innovacién y
Universidades (RTI2018-095615-B-100), de la Co-
munidad de Madrid (S2017/BMD-3684) y de la beca
FEIOMM de Investigacion Traslacional 2015 “Im-
pacto de la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome im-
pacto de la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome
metabdlico en la expresion con en la expresion de
miRNAs relacionados con la artrosis”.
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Presentamos las imagenes diagndsticas de una mujer de
30 anos, portadora asintomatica de mutacion BRCA1 y
en seguimiento clinico-radioldgico por fibroadenomas
mamarios bilaterales. En la resonancia magnética de
control (Figura 1) destac6 la aparicién una lesién nodu-
lar posterior a la préotesis mamaria derecha, relativa-
mente bien delimitada y de contornos lobulados. Ante
la sospecha de enfermedad dsea metastasica, se realizé
una tomografia por emisién de positrones (PET/CT) con
18F-fluorodesoxiglucosa (18F-FDG) para valorar su ac-
tividad metabdlica y extension de la enfermedad, siendo
esta la Unica lesion activa, con un diametro de 2,6 cm y
alta actividad metabdlica, estando localizada en cuarto
arco costal derecho (Figura 2). En este contexto, se prac-

ticé exéresis de la lesion para descartar etiologia neo-
plasica, demostrandose en el estudio anatomopatolégico
que se trataba de displasia fibrosa, una enfermedad
pseudotumoral benigna y lentamente progresiva, y que
representa menos del 5% de los tumores 6seos.

La displasia fibrosa se caracteriza por la sustitucion de
tejido 6seo normal por tejido conectivo osteofibroso, adop-
tando un patrén esclerético, quistico-litico o mixto'2. La
enfermedad se debe a un desequilibrio en la funcién de
las células osteogénicas, desencadenando en lesiones
osteoliticas expansivas que afectan al hueso normal adya-
cente y al tejido fibroso®. La variante monostotica su-
pone el 70% de los casos, pudiendo ser asintomaticas y
detectarse de forma casual® En las formas monostoticas

Figura 1. Resonancia magnética en la que se aprecia lesion nodular en pared toracica anterior derecha (flecha), posterior
a la protesis mamaria, con intenso realce con el contraste, captacion rapida intensa y lavado precoz, compatible con
posible naturaleza neoformativa primaria o secundaria, sin descartar otras opciones diagnésticas
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los huesos que se afectan con mas frecuencia son, por
orden decreciente, los maxilares, el fémur proximal, la
tibia, el himero, las costillas, la calota craneal, el radio y
el iliaco'? En su diagndstico seran de utilidad las técni-
cas de diagnoéstico por imagen. Al tratarse de lesiones
con alta tasa de recambio 6seo, mostraran una elevada
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captacion tanto en gammagrafia 6sea como en PET/CT,
convirtiéndolas en técnicas cruciales en la determina-
cion objetiva de la extension, actividad metabdlica y pre-
decir la evolucién de la enfermedad®*. Cuando existan
dudas en el diagnéstico, puede realizarse una biopsia o
exéresis 6sea con estudio mutacional.

Figura 2. PET/CT con 18F-FDG, en la que destaca una tnica lesion hipermetabdlica circunscrita al tercio anterior del
cuarto arco costal derecho (flecha), con muy elevada actividad metabdlica (SUVmax: 15.5)
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Resumen

Objetivo: Existen en la literatura una serie de trabajos que demuestran que la incidencia de osteoporosis y fracturas aso-
ciadas es menor en paises en los que la dieta mediterranea es predominante. El aceite de oliva es la principal caracteristica
comun de toda la dieta mediterranea suponiendo un tercio de la ingesta de grasas vegetales. Se ha realizado una amplia
revision de trabajos que demuestran que la ingesta de aceite de oliva, tanto en animales de experimentacion, en especial
ratas ovariectomizadas, como en humanos, produce acciones positivas sobre el hueso. Se han revisado los efectos de di-
ferentes componentes del aceite de oliva virgen como la oleuropeina, un compuesto fenélico, y otros alcoholes fenélicos
como el tirosol y el hidrotirosol. La oleuropeina no sélo ejerce acciones sobre el hueso de ratas ovariectomizadas, sino
que produce acciones sobre la formacidn de osteoblastos y desciende la formacidn de células “osteoclasto-like”. Los com-
puestos fendlicos del aceite de oliva han demostrado ejercer acciones anti-oxidantes in vitro e in vivo. El tirosol y el hidro-
tirosol ejercen acciones sobre la pérdida de hueso en ratas ovariectomizadas e inhiben la formacién de osteoclastos de
modo dosis-dependiente. Un trabajo realizado por nuestro grupo ha demostrado que el aceite de oliva virgen ejerce tam-
bién acciones sobre los pardmetros biomecanicos del hueso como el médulo de Young y la dimension fractal en ratas ova-
riectomizadas. Los resultados de esta revision muestran que el aceite de oliva ejerce una accién positiva sobre la salud
6sea. Sus componentes poseen propiedades anti-oxidantes y anti-inflamatorias, siendo candidatos potenciales para la

prevencion de la osteoporosis.

Palabras clave: osteoporosis, aceite de oliva virgen, oleuropeina, tirosol, hidrotirosol.

INTRODUCCION

La osteoporosis es la enfermedad dsea que mas afecta
al ser humano y predispone a una persona a presentar
fracturas. Constituye un serio problema de salud ptblica
debido al impacto que tiene sobre la calidad de vida de
los pacientes y por la carga econémica que representa:
se ha calculado que la osteoporosis afecta a mas de 200
millones de personas®. Por ello, resulta de extraordinaria
importancia tomar todas las medidas posibles para mi-
tigar su desarrollo.

El modelado y el remodelado 6seo vienen determina-
dos, entre otros factores, por el estatus nutricional?. La
nutricion tiene efectos relevantes sobre el pico de masa
6sea, la perdida 6sea con la edad y la fuerza muscular?.
Por supuesto, los principales nutrientes para el hueso
son el calcio y la vitamina D, ya que el calcio es el com-
ponente mayoritario del hueso y su aporte esta regulado
por la vitamina D, optimizando, por tanto, el pico de
masa dsea. Sin embargo, la Unién Europea ha indicado
la relevancia de otros nutrientes sobre el desarrollo 6seo
y la conveniencia de realizar investigaciones de estos
sobre el desarrollo del hueso®. La principal ventaja de la
nutricién a la hora de evaluar su importancia para la
salud dsea es que puede ser modificable.
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Correspondencia: Concepcion de la Piedra (cpiedra@fjd.es)

La dieta mediterranea se caracteriza por una alta in-
gesta de frutas, vegetales y aceite de oliva. La incidencia
de osteoporosis y fracturas asociadas parece ser menos
en paises en que la dieta mediterranea es predominante®.

En este trabajo nos vamos a centrar en el aceite de
oliva, que es la principal caracteristica comun de toda la
dieta mediterranea, suponiendo un tercio de la ingesta
de grasas vegetales’.

El aceite de oliva contiene acido oleico (C1 8:1) (55 -
83%), acido palmitico (C1 6:0) (7,5 - 20%), acido lino-
leico (C1 8:2) (3,5 - 21%), y mas de otros 200 compues-
tos quimicos®. Ademas de los triglicéridos, nos interesa
destacar aqui los compuestos fenélicos. La oleuropeina
es el principal compuesto fenoélico en las hojas del olivo,
aceitunasy aceite de oliva, con una cantidad en el mismo
entre 1 ppby 11 ppm. Un grupo de compuestos bioacti-
vos muy importantes del aceite de oliva son los alcoholes
fenolicos como el tirosol y el hidrotirosol®. También son
abundantes los flavonoides, uno de los cuales es la lute-
ina®. En general, en este trabajo nos vamos a centrar en
el aceite de oliva virgen, porque el aceite de oliva refinado
no contiene polifenoles, que, como veremos mas ade-
lante, se ha demostrado ejercen importantes acciones
positivas sobre el hueso.
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EFECTO DE LA DIETA MEDITERRANEA SOBRE EL HUESO

Savanelli y cols.!! realizaron un estudio en 418 personas
sanas (105 hombres y 313 mujeres) entre 50+14 afios
de edad. Los resultados demostraron una correlacién
positiva entre salud 6sea y adherencia a la dieta medi-
terranea (mayor consumo de aceite de oliva virgen, ve-
getales, fruta, legumbres, pescado), siendo asociada
negativamente con el consumo de carne roja, sugiriendo
que la mayor adherencia a la dieta mediterranea favo-
rece la salud del hueso.

Silva y cols.!? estudiaron 105 mujeres sanas postme-
nopausicas entre 45 y 65 afios de edad. Aquellas que
presentaban una mayor adherencia a la dieta mediterra-
nea presentaban mayores valores de densidad mineral
6sea (DMO) lumbar (1,076+0,146 vs. 0,997+0,143 g/cm?,
p=0,007). Se demuestra asi que la adherencia a la dieta
mediterranea esta positivamente asociada a mayores va-
lores de DMO en una region no mediterranea, ya que este
trabajo se realiz6 en Brasil. La adherencia a la dieta me-
diterranea se ha asociado con un descenso de la inciden-
cia de fracturas en el European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition Study que comprendia 188.795
sujetos seguidos durante 9 afios'®. Keiler y cols.® descri-
bieron que la incidencia de osteoporosis y fracturas aso-
ciadas es menor en paises en los que la dieta mediterranea
es predominante. Kontogianni y cols.!* demostraron que la
adherencia a la dieta mediterranea estaba relacionada po-
sitivamente con la masa 6sea sugiriendo potenciales pro-
piedades de preservacion ésea de la misma.

Se ha demostrado también que la adherencia a la
dieta mediterranea tiene efectos beneficiosos sobre la
DMO en el calcineo, medida por absorciometria dual de
rayos X (DXA) en una muestra de mujeres sanas del sur
de Espafia’®. De la misma manera se ha demostrado una
menor incidencia de fracturas en Grecia, donde se con-
sume una mayor proporcién de aceite de oliva que en
EE.UU. o en los paises del norte de Europat®. Sin em-
bargo, en una poblacién anciana de Francia, una dieta
de tipo mediterraneo no se asocié con un descenso en
el riesgo de fractura?’.

El problema de la interpretacion de estos datos es
que no podemos asegurar que sea con toda seguridad el
aceite de oliva el que produce los efectos de la dieta me-
diterranea. Esta contiene muchas frutas, verduras, pes-
cado..., pero hay autores como Keiler y cols.® que tienen
casi la completa certeza de que estos efectos positivos
se deben a los compuestos activos del aceite de oliva vir-
gen y especialmente a los compuestos fenélicos. En los
trabajos que vamos a presentar a continuacion ya si nos
vamos a centrar en los efectos del propio aceite o de sus
componentes.

Existe una amplia literatura que demuestra los efectos
positivos del aceite de oliva sobre el hueso en animales
de experimentacion. Ostrowska y cols.'® administraron
aceite de oliva virgen (19% peso/peso) a cerdos y obser-
varon un incremento de 6,28 mg/cm? de DMO/dia en di-
chos animales. Bullon y cols.!* demostraron que una dieta
basada en aceite de oliva virgen prevenia la resorcion al-
veolar debida a la edad en ratas mediante un mecanismo
mitocondrial. En un interesante trabajo Saleh y cols.?’ ad-
ministraron a ratas Wistar hembras de 12-14 meses
aceite de oliva virgen (1 ml/kg de peso corporal) durante
12 semanas, 4 antes de la ovariectomia y 8 semanas des-
pués. Las ratas ovariectomizadas mostraron un descenso
significativo en el calcio plasmatico y un aumento en la
fosfatasa alcalina, malondialdehido y niveles de nitratos
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(estos dos ultimos indicando una reduccion del estrés oxi-
dativo). Estos cambios fueron atenuados por el aceite de
oliva. La tibia de las ratas ovariectomizadas mostr6 un
descenso de la anchura cortical y del espesor trabecular
y un incremento significativo en el nimero de osteoclas-
tos. Estos parametros mejoraron considerablemente en
el grupo tratado con aceite de oliva.

Rezq y cols.?! observaron que, sustituyendo los lipi-
dos de la dieta por aceite de oliva durante 6 semanas,
aumentaban la longitud femoral, el volumen y la DMO
en ratones. Liu y cols.?? compararon la efectividad del
tratamiento con aceite (1 ml/100 g de dieta) y con die-
tilestilbestrol (25 pg/kg de dieta), un estrégeno sinté-
tico, para mimetizar la terapia de reemplazamiento
hormonal en los humanos. Ambos tratamientos produ-
jeron un aumento de la DMO lumbar y del fémur en ratas
ovariectomizadas. Esto podria ser debido a un descenso
del estrés oxidativo en los grupos tratados, sefialado por
el malondialdehido y los niveles de nitrato.

En contraposicion con estos resultados, Tagliaferri y
cols.z encontraron que para paliar la pérdida 6sea indu-
cida por la ovariectomia en ratas no basta el aceite de
oliva virgen, sino que es necesaria la adiciéon de un su-
plemento de vitamina D.

En un trabajo realizado en humanos, Roncero Martin y
cols.?* administraron a 523 mujeres de una edad media de
50 afios (entre 23 y 81) aceite de oliva virgen. Las mujeres
se dividieron en dos grupos: las que ingerian mas de 18,32
g/dia de aceite y las que ingerian menos de esa cantidad.
Observaron un aumento significativo de la DMO (p<0,001)
en el grupo con mayor ingesta de aceite de oliva.

Liuy cols.?2 realizaron un trabajo en mujeres entre 30
y 50 afios que habian sido histerectomizadas. Un grupo
fue tratado con 50 ml de aceite de oliva diariamente y
otro grupo control no recibié ningin suplemento. Des-
pués de 1 afio, la DMO de la L2, L3 y L4 y del fémur iz-
quierdo descendié significativamente en el grupo
control y no en el tratado con aceite.

EFECTOS DE LOS DIFERENTES COMPONENTES DEL ACEITE DE
OLIVA SOBRE LA SALUD OSEA

Puel y cols.?® evaluaron los efectos de la oleuropeina en un
modelo de ratas ovariectomizadas con y sin inflamacion.
Este compuesto fenolico (0,15 g oleuropeina/kg/dia) era
capaz de ejercer efectos positivos sobre la pérdida de masa
6sea en las ratas con inflamacidn, pero no en las que no te-
nian inflamacién.

La oleuropeina aumenta la formacién de osteoblas-
tos a partir de las células madre de la médula 6sea y des-
ciende la generacién de adipocitos y células grasas,
sugiriendo que la ingesta de oleuropeina podria tener
efectos preventivos contra la pérdida de hueso asociada
ala osteoporosis y a la edad?®.

En términos de resorcion 6sea, la oleuropeinaa 10 pM
descendi6 la formaciéon de células “osteoclasto-like” (po-
sitivas a la fosfatasa acida tartrato resistente) en un cul-
tivo de células de bazo. A una concentracién de 50 pM y
100 uM, la oleuropeina suprimi6é completamente la for-
macion de estas células in vitro?’.

Garcia Martinez y cols.?® investigaron los efectos de
los extractos fendlicos del aceite de oliva virgen siciliano
sobre el crecimiento de los osteoblastos utilizando para
ello la linea de osteosarcoma MG-63. El tratamiento de
las células osteoblasticas con los extractos fenélicos au-
mento el nimero de células entre un 13,77 y un 30,98%
con respecto a los controles.
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Células de la misma linea MG-63 fueron cultivadas
durante 24 h con 10® M de los compuestos fenélicos
acido fenilico, acido cafeico, acido cumarico, apigenina
o luteolina. La expresién por las células MG-63 de los
marcadores de crecimiento y diferenciacién/madura-
cion se modificd después del tratamiento con 10°M de
los compuestos fendlicos antes mencionados, incremen-
tandose la expresion génica del factor de crecimiento
transformante 1 (TGF- f1), el receptor TGF1, 2y 3, la
protefna morfogenética 6sea 2 y 7, el factor de transcrip-
cion-run 2, la fosfatasa alcalina, osteocalcina, colageno
tipo I y osteoprotegerina. Se puede afirmar que los com-
ponentes fendlicos del aceite de oliva virgen tienen un
efecto beneficioso sobre el hueso modulando la fisiolo-
gia del osteoblasto, lo que apoya su efecto protector con-
tra las patologias 6seas?.

Los compuestos fenoélicos del aceite de oliva han de-
mostrado poseer propiedades antioxidantes in vivo e in
vitro®®3!, La toma de fenoles puede influenciar la DMO
actuando como radicales libres, previniendo el dafio in-
ducido por la oxidacién sobre las células dseas.

Una amplia revision realizada desde el aino 2001 al
2014 en las bases de datos del MEDLINE L’EMBASE y la
Cochrane Library, usando como entradas “dieta medi-
terranea”, “aceite de oliva virgen”, “fenoles”, “hueso”, “os-
teoblastos” y “osteoporosis”, sugiere que los fenoles del
aceite de oliva pueden ser beneficiosos para prevenir la
pérdida de masa 6sea. Se ha demostrado que pueden in-
ducir la capacidad proliferativa y la maduracién celular
de los osteoblastos incrementando la actividad fosfatasa
alcalina y depositando iones de calcio en la matriz ex-
tracelular?.

Antes mencionamos los alcoholes fenélicos, el tirosol
y el hidroxitirosol, como componentes del aceite de oliva.
Se ha comprobado que el hidroxitirosol elimina la pérdida
de hueso trabecular en fémures de ratas ovariectomiza-
das?’. Por otra parte, el hidroxitirosol a concentraciones
de entre 50 uM y 100 uM inhibe la formacién de osteo-
clastos multinucleados de modo dosis-dependiente. En
un cultivo de células de bazo el hidroxitirosol (50 y 100
uM) y el tirosol (100 uM) redujeron la formacién de fos-
fatasa 4cida-tartrato-resitente celular?’.

Aunque, como hemos mencionado, existen diversos
trabajos en la literatura en los que se demuestra que el
tratamiento con aceite de oliva aumenta la DMO, no se

ha podido demostrar que se haya producido un aumento
en los pardmetros biomecanicos3?33. Sin embargo, en un
trabajo realizado recientemente por nuestro grupo3*
hemos tratado a un grupo de ratas Wistar de 6 meses de
edad ovariectomizadas con aceite de oliva por sonda
oral durante 3 meses (100 pl/dia 6 200 pl/dia). Nuestros
resultados muestran que el tratamiento con 100 pl de
aceite de oliva recuperd el valor del médulo de Young en
el eje X, que habia descendido con la ovariectomia y el
tratamiento con 200 pl de aceite produjo una mejora en
el eje z del modulo de Young con respeto a las ratas ova-
riectomizadas, es decir, que el aceite de oliva influyé
sobre los pardmetros biomecanicos. En este mismo tra-
bajo encontramos que los grupos tratados con 200 pl de
aceite de oliva presentaron un valor de la dimension
fractal D2D y D3D mayor que el de las ratas ovariecto-
mizadas. La dimensién fractal expresa el grado de com-
plejidad del contorno de una estructura en el llenado de
una superficie o volumen. Estos resultados indican que
la composicion del hueso de las ratas tratadas con 200 pl
de aceite de oliva virgen es mas compleja y mas irregular
y, por esta razon, mas similar al hueso normal. A pesar
de estas mejoras en la salud 6sea en nuestro trabajo no
encontramos diferencias en la DMO de las ratas tratadas
ni en los parametros micromorfométricos, pero no se
pueden desestimar los resultados obtenidos en el moé-
dulo de Young y en la dimension fractal que indican una
mejora en la calidad 6sea de las ratas ovariectomizadas
tratadas. Es importante destacar que en nuestro trabajo
damos a las ratas 100 ul 6 200 pl de aceite de oliva vir-
gen/dia. Teniendo en cuenta que las ratas pesaban 320 g
al principio del estudio, ello equivaldria a dar 18,7 6 37 ml
de aceite de oliva/dia a una persona de 60 kg, una dosis
que podria ser consumida normalmente. Muchos de los
trabajos experimentales publicados suministran a las
ratas una cantidad de aceite muy elevada en relacion de
lo que podria ser la dieta normal de una persona.

Los resultados de esta revisién muestran, sin lugar a
duda, que el aceite de oliva virgen ejerce una accién po-
sitiva sobre la salud 6sea. Posiblemente ello se deba a la
accion de sus componentes fenélicos que incluyen oleu-
ropeina, tirosol e hidroxitirosol. Se ha demostrado que
estos agentes tienen propiedades anti-oxidantes y anti-
inflamatorias, y que, por ello, pueden ser candidatos po-
tenciales para la prevencion de la osteoporosis.

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