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a osteoporosis es una enfermedad muy
prevalente cuya complicacion clinica la
constituye las fracturas por fragilidad'. Se
trata de un proceso crénico, habitualmen-
te asintomdtico, que deteriora el hueso
haciéndolo propenso a la fractura. El obje-
tivo dltimo en el tratamiento de la osteoporosis es
minimizar el riesgo de sufrir nuevas fracturas™. No
existe ningtin farmaco que reduzca dicho riesgo hasta
hacerlo nulo: la mayor parte de los farmacos disponi-
bles hoy en dia para el tratamiento de la osteoporosis
obtienen reducciones entre el 40-65%**, y ello toman-
do la medicacion de manera continua durante un
periodo de tiempo que oscila entre 3 y 5 anos, hecho
que en realidad es utépico, pues la realidad es que
los pacientes abandonan con mucha frecuencia el
tratamiento para la osteoporosis, cuando llegan a ini-
ciarlo. Varios estudios han puesto de manifiesto que
la adherencia al tratamiento de la osteoporosis es, en
general, baja, y que en el primer ano el porcentaje de
abandonos se encuentra entre el 30-50% en la mayor
parte de los casos’. Una de las razones puede ser su
condicion de asintomdtica, lo cual no permite al
paciente tener sensacion de mejorfa, y que en el
mejor de los casos y si todo va bien, el paciente no
se fractura, pero sin percibir nada subjetivamente. En
este sentido la osteoporosis es diferente de otras
enfermedades crénicas que se vuelven sintomdticas
en cuanto el paciente abandona el tratamiento, como
pueden ser la migrana, la isquemia coronaria o la dia-
betes mellitus.
La pauta de tratamiento parece ser otro factor relacio-
nado con la correcta toma del mismo, y se ha visto
en varios estudios realizados con bifosfonatos que el
cumplimiento era mejor cuando las tomas eran mas
espaciadas. Asi, Penning-van Best y cols. observaron
que, al cabo de un ano continuaban el tratamiento el
51,9% de las pacientes que tenian una administracion
semanal, y solo el 30-42% de aquéllas con dosis dia-
ria, siendo indiferente el tipo de bifosfonato adminis-
trado (etidronato, alendronato o risedronato)’. En
otro estudio, Cramer y cols. valoraron el cumplimien-
to de 2.741 mujeres en tratamiento con bisfosfonatos
y observaron que, al cabo de un ano, la persistencia
fue del 44,2% en aquéllas que tomaban el bifosfona-
to semanalmente, frente al 31,7% entre las que lo
tomaban a diario’. En los Estados Unidos, Ettinger y
cols. analizaron las ventas de prescripciones de alen-
dronato y risedronato en mds de 211.000 mujeres y

obtuvieron que, al cabo de un ano, el 56,7% de las
pacientes que tomaban el bifosfonato semanalmente
continuaban recibiendo el farmaco, frente al 39% de
las que lo tomaban diariamente. Sin embargo, estos
autores destacaban que mas del 40% de las pacien-
tes no continuaban el tratamiento con bifosfonatos
semanales®. En un estudio efectuado en 15.640 muje-
res de varios paises (Reino Unido, Francia y Estados
Unidos), Cramer y cols. encontraron que, al cabo de
un ano, la persistencia de pacientes con bifosfonatos
era superior en aquéllas que recibian la medicacion
semanalmente, comparadas con las que lo hacian
diariamente (44% uvs. 32%, respectivamente, en los
Estados Unidos; 52% vs. 40% en el Reino Unido; y
51% wvs. 44% en Francia), siendo en todos los casos el
valor de p<0,001°.

También se han publicado estudios que comparan la
administracion semanal con la mensual de los bifos-
fonatos. Asi, en el estudio PERSIST se compar6 la
adherencia al tratamiento durante 6 meses en un
grupo de mujeres que recibian ibandronato mensual
frente a otro que tomaban alendronato semanal,
observandose que de las que tomaban la medicacion
mensualmente persistian con el tratamiento un
56,6%, frente al 38,6% de las que tomaban el alendro-
nato semanal®.

La introduccion de farmacos como el zoledronato y
el denosumab, con una vida media mas prolongada
que permite una administracion anual y semestral
respectivamente, ha cambiado notablemente el esce-
nario del incumplimiento terapéutico asi como las
preferencias de los pacientes. Un estudio multicén-
trico aleatorizado y a doble ciego, realizado por
McClung y cols. para valorar la seguridad y eficacia
de una tunica dosis intravenosa de 5 mg de 4cido
zoledronico vs. 70 mg de alendronato semanal por
via oral, y realizado en 225 mujeres con osteoporo-
sis postmenopdusica que previamente habfan recibi-
do tratamiento con alendronato semanal, obtuvo
como resultado que el 78,7% de las pacientes expre-
saron su preferencia por el tratamiento anual intra-
venoso frente al semanal oral"; al igual que manifes-
taron la mayoria participantes en un estudio similar
realizado por Saag y cols..

Resulta evidente que los pacientes que toman regu-
larmente la medicacion para la osteoporosis tienen
mejores resultados, tanto en lo referente a los cam-
bios en la densidad mineral 6sea'® como, mas impor-
tante, en la reduccion en la tasa de fracturas y en el
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descenso de la mortalidad"". Un estudio realizado
por Siris y cols. en una amplia poblacion de mujeres
postmenopdusicas de mas de 45 anos, a las que se le
habia indicado un bifosfonato como tratamiento de
la osteoporosis, demostrd que, tras 2 anos de segui-
miento, aquellas mujeres que tomaban el tratamien-
to correctamente (43%) tenfan una reduccion del
riesgo de fractura, tanto vertebrales como no verte-
brales, un 21% mayor que las pacientes que no
seguian correctamente el tratamiento'®. Con anteriori-
dad, Caro y cols. habian obtenido resultados simila-
res, encontrando una reduccion en la aparicion de
nuevas fracturas superior (un 16%) entre aquellas
pacientes que eran cumplidoras frente a las que no
lo eran. En este estudio el periodo de seguimiento
fue también de 2 anos, y los firmacos evaluados cal-
citonina, terapia hormonal sustitutiva y bifosfonatos".
Los mismos autores repitieron el estudio utilizando
una base de datos mas amplia, con una cohorte de
mas de 38.000 mujeres afectas de osteoporosis, y
obtuvieron cifras similares: la escasa adherencia al
tratamiento se asociaba a un incremento en el riesgo
de fractura del 17% tras un seguimiento de 1,7 anos™.
Estos resultados son corroborados por los obtenidos
en otros estudios*?'.

En este nimero Blanch y cols. completan la perspec-
tiva de la falta de cumplimiento y la escasa adheren-
cia al tratamiento de la osteoporosis desde el punto
de vista de los médicos*. Hasta ahora, la mayor parte
de los estudios analizaban los puntos de vista de los
pacientes, que grado de abandono existia, las razo-
nes y sus consecuencias, pero la opinion de los
médicos al respecto habia sido tenida pocas veces en
cuenta y que ahora es recogida. Los autores entrevis-
taron a 235 médicos de toda Espana y entre otras
conclusiones obtuvieron respuestas que hasta ahora
no habian sido recogidas en otros estudios, lo cual le
confiere un valor adicional por su originalidad. Asi,
entre los motivos que ocasionan la falta de adheren-
cia terapéutica, se recogen la falta de coordinacion
entre niveles asistenciales, la polimedicacion y los
efectos secundarios.

El entendimiento de estos hechos puede ayudarnos
a tratar de conseguir una mejor adherencia y cumpli-
miento por parte de los pacientes, ademas de una
mejoria de los niveles de comunicacion entre médi-
cos y pacientes. El conocimiento de los efectos
secundarios esperables (por su frecuencia) y la intro-
duccion cuando esté indicado de farmacos con una
vida mas larga y con una administracion semestral o
anual, podrian ser de utilidad

Conflicto de intereses: Los autores declaran que no
tiene ningtn conflicto de intereses.
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Resumen

Objetivos: Identificar microRNAs (miRNAs) diferencialmente expresados en muestras 6seas con fractura
osteopordtica respecto a huesos sanos.

Material y métodos: Se extrajo RNA total a partir de hueso trabecular fresco del cuello femoral de muje-
res sometidas a reemplazo de cadera, ya sea debido a fractura osteopordtica (n=6) o por artrosis en
ausencia de osteoporosis (segin la DMO) (n=6). Las muestras se hibridaron en un array de miRNAs y se
realizaron diagramas de PCA y de mapa de calor. Para la comparacion de los niveles de expresion, se
tij6 como significativo un umbral de cambio de >1,5 veces y un valor p<0,05 en la t de Student (corre-
gido para multiples pruebas).

Resultados: Tanto los analisis de PCA como el mapa de calor mostraron una agrupaciéon de las muestras
segln si eran de fractura o no. Se detectaron 790 miRNAs en las muestras de hueso, 82 de los cuales esta-
ban alterados en las muestras osteoporoticas. Tras la validacion en otro panel de 6 muestras osteoporo-
ticas y 6 no osteoporéticas mediante PCR a tiempo real de los miRNAs mds significativos, y para los que
existia un ensayo disponible, se confirmaron los miRNAs miR-320a y miR-22-3p.

Estos dos miRNAs se detectaron en cultivos de osteoblastos primarios, aunque no mantenian el mismo
patron de expresion que en las muestras de hueso total.

Conclusiones: Hemos demostrado que existen diferencias en la expresion de miRNAs en muestras con
fractura osteopordética, lo que abre nuevas perspectivas para la investigacion y diseno de nuevas terapias.

Palabras clave: microRNA, fractura dsea, osteoporosis, osteoblastos, hueso.
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Study of miRNAs expression patterns in osteoporotic bone

Summary

Objectives: To identify microRNAs (miRNAs) differentially expressed in bone samples with osteoporotic
fracture compared with healthy bones.

Methods: Total RNA was extracted from fresh trabecular bone of the femoral neck of women undergoing
hip replacement surgery, either because to osteoporotic fracture (n=6) or in the absence of osteoarthritis
osteoporosis (based on BMD) (n=6). The samples were hybridized on an array of miRNAs and PCA dia-
grams and heat map were made. To compare expression levels, >1.5 times and a value p<0.05 Student's
T test (corrected for multiple testing) was set as a threshold of significant change.

Results: Both PCA analysis and the heat map showed a samples grouping whether there was fracture or
not. 790 were detected miRNAs in bone samples, 82 of which were altered in the osteoporotic samples.
After validation in another panel of 6 samples 6 osteoporotic and non-osteoporotic by PCR real time of
the most significant miRNAs, and for which there was a test available, the miRNAs, miR-320a and miR-
22-3p were confirmed. These two miRNAs were detected in cultures of primary osteoblasts, although they
did not maintain the same pattern of expression in total bone samples.

Conclusions: We have shown that there are differences in the expression of miRNAs in samples with osteo-

porotic fracture. This opens prospects for research and design of new therapies.

Key words: microRNA, bone fracture, osteoporosis, osteoblasts, bone.

Introduccién

Los microRNAs (miRNAs) han sido relacionados
con una variedad de procesos, tales como la pro-
liferacién, la diferenciacion y la apoptosis celular.
Una desregulacion de cualquiera de estos proce-
sos podria conducir a procesos patologicos, algu-
nos de ellos tan graves como el cancer'.

Los microRNAs son pequenos RNAs (18-24nt),
no codificantes, que regulan negativamente la
expresion génica mediante la unién a las secuen-
cias 3'-UTRs de mRNAs diana. En el tejido Oseo,
los miRNAs han sido descritos como factores clave
para la regulacion de la formacion, remodelacion,
y la homeostasis del hueso*’. Ademads, varios estu-
dios han demostrado que los miRNAs estan invo-
lucrados en el control de la diferenciacion y de la
funcion de las células 6seas’, y por ello la identi-
ficacion de dichos miRNAs podria ser una herra-
mienta para desarrollar terapias para promover la
formacién 6sea o inhibir la resorcién y asi actuar
sobre las enfermedades Oseas.

En el campo de la osteoporosis hay muy pocos
estudios sobre la implicacion de los miRNAs en su
fisiopatologia. Li et al.> describieron una mutacion
en el pre-miR-2861 que bloqueaba la expresion
del miR-2861, causando osteoporosis primaria en
dos adolescentes emparentados. En otro estudio,
tres polimorfismos en las secuencias diana para el
miR-146a y el miR-146b en el gen FGF2 se asocia-
ron genéticamente con la densidad mineral osea
(DMO) del cuello femoral‘. Se han realizado tam-
bién varios estudios intentando identificar miRNAs
con un patron de expresion alterado asociado a la
fractura osteoporética con el fin de encontrar bio-
marcadores de la patologia™. Cabe destacar que
todos estos estudios detectaron diferentes miRNAs
demostrando una vez mas la complejidad de la
osteoporosis de la fractura.

De todas maneras, el tipo de muestra, las con-
diciones de recogida y el proceso de manipula-
cion, asi como las caracteristicas de la poblacion
de estudio pueden influenciar al resultado final.
De hecho, se ha encontrado una variedad de per-
files de expresion de miRNAs en funcion del tipo
de célula estudiada dentro del linaje osteoblastico
(proliferacion, diferenciacion, mineralizacion), de
si estd sometida a algin tratamiento (hormonas,
citoquinas) o de la especie de procedencia'®!'. De
esta manera, se hace dificil hacer comparaciones
entre estudios, aunque cualquier aportacion en el
campo es un paso mds para entender la fisiopato-
logia de la fractura.

El objetivo de este estudio fue identificar
miRNAs con expresion alterada en el hueso osteo-
pordtico, utilizando una metodologia experimen-
tal lo mas cercana posible a las condiciones fisio-
logicas. Para este propodsito se analizo el hueso
trabecular obtenido de pacientes con una fractura
reciente por osteoporosis en comparacion con
muestras de hueso no osteopordticas. Se realizo
un estudio de hibridacion de microarray a partir
de tejido 6seo total fresco para detectar todos los
miRNAs expresados en estas muestras.

Material y métodos

Obtencion de las muestras 6seas

El hueso trabecular del cuello femoral se obtuvo
de mujeres post-menopdusicas sometidas a reem-
plazo de cadera, ya sea por fractura osteoporotica
(OP) (n=06) o por artrosis (n=6). En las muestras de
artrosis se determiné la ausencia de osteoporosis
mediante la medicion de la DMO y se considera-
ron como el grupo control. Para la validacion de
los resultados del array se obtuvieron 6 muestras
adicionales de hueso trabecular del cuello femoral
con fractura y 6 muestras sin osteoporosis. De
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estas Ultimas muestras también se obtuvieron osteo-
blastos primarios (HOb). Ningin paciente tenia
antecedentes de enfermedad metabdlica o endo-
crina, insuficiencia renal crénica, enfermedad
hepatica cronica, cancer, enfermedad o6sea de
Paget, sindrome de mala absorcion, tratamientos
de terapia de reemplazo hormonal, agentes anti-
rresortivos o anabdlicos o esteroides orales, farma-
cos anti-epilépticos, litio, heparina o warfarina. Se
obtuvieron los consentimientos informados por
escrito de acuerdo con los reglamentos del Comité
Etico de Investigacién Clinica del Parque de Salud
MAR, que aprob¢ el estudio.

Cultivo de osteoblastos primarios

Para el cultivo de osteoblastos procedentes de las
muestras 0seas de la fase de validacion, se obtu-
vieron fragmentos pequenos de hueso trabecular
y se colocaron en placas de cultivo de 140 mm.
Se incubaron con medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eaglle Medium) suplementa-
do con FBS (Fetal Bovine Serum) al 10%, penicili-
na/streptomicina al 1%, fungisona al 0,4% y 100
ug/ml de acido ascorbico. Las placas se tripsiniza-
ron aproximadamente al cabo de tres semanas
justo antes de llegar a la confluencia para la
extraccion de RNA.

Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA de tejido 6seo total, las
muestras frescas de hueso trabecular se cortaron
en pequenos fragmentos, se lavaron tres veces en
solucion tamponada con fosfato (PBS), y se alma-
cenaron a -80°C hasta su uso.

La extraccion de RNA tanto de hueso total
como de los HOb se realiz6 utilizando el kit
miRNeasy Mini (Qiagen) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. En el caso de los osteoblastos
primarios también se utilizo el Rneasy MinElute
Cleanup (Qiagen) para obtener la fraccion enri-
quecida en miRNAs. La concentracion del RNA
purificado se analiz6 en un espectrofotémetro
(Nanodrop, Thermo Fisher Scientific Inc).

Microarray de microRNAs de las muestras de
hueso total y analisis de datos

El microarray y el anilisis de datos se realizaron
en la plataforma de Exiqon, Dinamarca. La cali-
dad del RNA total se verific6 mediante el Agilent
2100 Bioanalyzer y 250 ng de RNA, tanto de las
muestras como el de referencia, se marcaron con
sefales fluorescentes HY3™ y HY5™ respectiva-
mente, utilizando el miRCURY LNA™ microRNA
Hi-Power Labeling Kit, HY3™/HY5™ (Exiqon,
Dinamarca) siguiendo el procedimiento descrito
por el fabricante. El RNA de las muestras, marca-
do con HY3™ y el de la muestra de referencia
marcado con HY5™ se mezclaron por igual y se
hibridaron al array de microRNA miRCURY
LNA™ (Exigon, Dinamarca), que contiene sondas
de captura dirigidas a todos los miRNAs humanos,
de raton o de rata entrados en el miRBase 18.0.
La hibridacion se realiz6 siguiendo el manual de
instrucciones del array utilizando una estacion de

hibridacién Tecan HS4800™ (Tecan, Austria).
Después de la hibridacion, los resultados fueron
escaneados y almacenados en un ambiente libre
de ozono (<2,0 ppb de ozono) con el fin de evi-
tar la extincion de los marcadores fluorescentes.
EL escaneado se hizo utilizando el Sistema
Agilent Microarray Scanner G2565BA (Agilent
Technologies, Inc., EE.UU.) y el analisis de las
imagenes se realizo utilizando el ImaGene® 9
(Analisis de Software microARN miRCURY LNA™,
Exiqon, Dinamarca). Las sefales fueron cuantifi-
cadas (Normexp with offset value 10, ver Ritchie et
al.®) y normalizadas utilizando el algoritmo de
regresion global Lowess (Diagrama de dispersion
suavizado localmente ponderado). Después de la
normalizacion, se realizo el analisis de datos no
supervisado y supervisado. Se realizaron diagra-
mas de analisis de componentes principales
(PCA) y de mapa de calor mostrando el agrupa-
miento jerdrquico no supervisado. Los niveles de
expresion se compararon mediante la t de
Student. El umbral de significacion se establecio
en el logaritmo del cambio (IogC) >1,5 veces y un
valor de p<0,05.

Validacion de los miRNAs expresados diferen-
cialmente entre el grupo OP y el grupo control
La cuantificacion de la expresion de miRNAs en
las muestras de hueso total se realiz6 mediante
PCR a tiempo real (qPCR) en la plataforma Exiqon
(Dinamarca). Se transcribieron 10 ng de RNA a
¢DNA utilizando el kit miRCURY LNA™ Universal
RT microRNA PCR, Polyadenylation and cDNA
synthesis segun las intrucciones de uso. El cDNA
se diluy6 100 veces y se cuantifico la expresion
de cada uno de los miRNAs mediante qPCR utili-
zando un panel personalizado de primers especi-
ficos (custom pick&mix panel, Exiqon) y la mas-
termix ExiLENT SYBR® Green. Los controles nega-
tivos se procesaron en paralelo a las muestras. La
amplificacion se realizé6 en un LightCycler® 480
Real-Time PCR System (Roche) en placas de 384
pocillos. Las curvas de amplificacion fueron ana-
lizadas utilizando el software Roche LC para la
determinacion del valor Cg (por método de la
segunda derivada). Las diferencias en los niveles
de expresion entre los dos grupos se calculd
como 27ddCyq. La eficiencia de amplificacion se
calcul6é usando algoritmos similares al software
LinReg. Solo se incluyeron en el anilisis de datos
los ensayos detectados con 3 Ct por debajo del
control negativo y Ct <37. La normalizacion se
realiz6 en base a la media de los ensayos detec-
tados en todas las muestras, ya que estd demos-
trado que es el mejor método para la normaliza-
cion en estudios de qPCR que involucran nume-
rosos ensayos®. Para el presente estudio, esto
inclufa 11 ensayos. La estabilidad de la media de
11 miRNAs era mas alta que cualquier miRNA por
si solo en el conjunto de datos medidos por el
software NormFinder'.

La formula utilizada para calcular los valores
Cq normalizados (dCq) es:

Normalizado Cq = Media Cg - ensayo Cg (muestra)



Finalmente se realizé el control de calidad de
los datos, el anilisis de datos sin supervision, y la
prueba t de Student y el test de Wilcoxon para la
comparacion entre grupos (una p<0,05 se aceptd
como significante).

Validacion en osteoblastos primarios

Para la obtencion de ¢cDNA, se retrotranscribié 1 pg
de RNA de cada muestra utilizando el kit miScript
II RT (Qiagen).

La expresion de los miRNAs se cuantificd por
qPCR, utilizando el kit MiScript Syber Green PCR
(Qiagen) utilizando la secuencia del miRNA madu-
ro como primer. El ¢cDNA se diluy6 a una razén
de 1/5 y se utiliz6 0,5 pl de muestra por pocillo,
siguiendo el protocolo descrito por el proveedor.
La amplificacion se realizé6 en el sistema
“QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR* en placas
de 384 pocillos, y se analizaron los datos con el
software “expression suite”. La expresion se anali-
z6 mediante cuantificacion relativa RQ utilizando
el método de la segunda derivada (ddCp). Se utili-
26 el snRNA U6 como control endégeno para nor-
malizar las muestras. Cada experimento se hizo
por triplicado. Para comparar las diferencias esta-
disticas entre los grupos con osteoporosis y sin
osteoporosis se utilizo el test estadistico no para-
métrico U de Mann-Whitney, utilizando el progra-
ma SPSS version 12.0 para Windows.

Andlisis bioinformatico de los miRNAs validados
Para el estudio de los genes diana de los miRNAs
expresados diferencialmente se utilizé los siguien-
tes programas: PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de),
TargetScan Human (http://www.targetscan.org),
miRDB (http://mirdb. org), Miranda (http://www.
microrna.org), DIANA-TarBase (http: //diana.imis.
athena-innovation.gr) y miRTarBase (http://mirtar-
base.mbc.nctu.edu.tw). Se utilizé la herramienta
DIANA-mirPath basada en la web computacional
(11) para identificar las vias moleculares potencial-
mente alteradas y la interseccion de los miRNAs
expresados diferencialmente en el hueso fractura-
do. La informacion sobre la funcion proteica se
obtuvo de la base de datos UniProtKB (http://
WWW.Uniprot.org).

Resultados

Descripcion de las pacientes del estudio

Las caracteristicas antropométricas, tanto de las
pacientes cuyas muestras 6seas se utilizaron para
el array de expresion, como de las pacientes para
llevar a cabo las validaciones de los resultados del
array, se muestran en la tabla 1. No habia diferen-
cias en la edad e indice de masa corporal entre los
dos grupos de pacientes (prueba de Mann-
Whitney).

Anilisis no supervisado del array de expresion
Cada muestra de hueso trabecular de cada una de

las pacientes del estudio se analiz6 de forma indi-
vidual en el microarray de miRNAs, y se realizé
un analisis no supervisado de los resultados basa-
do en el perfil de expresion con el fin de identifi-
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car los patrones de variacion relacionados con fac-
tores bioldgicos o técnicos. Se realizé un andlisis
de componentes principales (PCA) incluyendo los
50 miRNAs con mayor variacion de la expresion
entre muestras para obtener una vision general de
la agrupacion de las muestras segiin su varianza
(Figura 1). La agrupaciéon de muestras no osteopo-
roticas (grupo control) mostré un perfil mucho
mas homogéneo que las muestras osteoporéticas.
La muestra O-500, obtenida de una paciente con
osteoporosis, se considerd un valor atipico y se
excluy6 de los analisis. El diagrama de mapa de
calor corrobora los resultados del PCA con una
clara agrupacion de las muestras control y una
agrupacion mas dispersa de las muestras osteopo-
roticas (Figura 2).

Comparacion de la expresion de microRNAs entre
OP vy controles en las muestras de hueso total

La media de los niveles de expresion de los
miRNAs se compard entre los grupos con y sin
osteoporosis, con exclusion de la muestra O-500.
Este analisis identifico un subgrupo de 82 miRNAs
(sobre los 1.932 miRNAs analizados) cuyo valor
absoluto del logaritmo de la ratio era mayor que
1,5 y con un p valor ajustado inferior a 0,05. Siete
de estos miRNAs correspondieron a RNAs peque-
nos nucleolares con motivos C/D (SNORDs), tres
a virus y uno era una secuencia miRPlus™ propie-
dad de Exiqon que no estd anotada en la base de
datos miRBase, y que fueron excluidos de la fase
de validacion.

De los restantes (Tabla 2), se escogieron 15
hsa-miRNAs con los mejores valores de significa-
cion y para los que Exiqon disponia de sondas
para su validacion por qPCR: let-7a-5p, miR-126-
5p, miR-30c¢-1-3p, miR-22-3p, miR-25-3p, miR-26b-
5p, miR-339-5p, miR-423-3p, miR-320a, miR-483-
5p, miR-491-3p, miR-574-5p, miR-631, miR-99a-5p
y miR-99b-5p. El diagrama PCA de los resultados
de la qPCR individuales mostré una agrupacion de
las muestras muy similar a los resultados del array
de expresion, lo que corrobora la diferente fuente
biolégica de los dos grupos de muestras (Figura 3).
Una muestra osteoporotica (0-567) se localizo en
el grupo control y fue excluida del andlisis.
Después del anilisis estadistico, cuatro miRNAs;
miR-320a, miR-99a-5p, miR-339-5p y miR-22-3p
mostraron diferencias significativas entre los gru-
pos con osteoporosis y control (Tabla 3). Sin
embargo, los miRNAs miR-99a-5p y miR-339-5p se
encontraron sobreexpresados en las muestras OP
en los resultados del array de expresion, mientras
que estaban subexpresados en las muestras OP de
la fase de validacion. Estos resultados contradicto-
rios sugieren un papel de estos miRNAs no rela-
cionado con la patologia osteopordtica y fueron
descartados para el estudio in silico.

Comparacion de la expresion de microRNAs entre
OP v controles en los cultivos de HOb

De cada una de las muestras de hueso total se
obtuvieron osteoblastos primarios en los cuales se
analiz6 mediante gqPCR la expresion de los




Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes
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n E.dad mMC gkg/mz) DMO .(g/cmz)
(media + DE) (media + DE) (media + DE)

Muestras del array
Fractura osteoporética (OP) 6 75,2435 24,442 8 Fractura
Control 6 72,5%7 4 26,1£3,2 0,794+0,074
Muestras de validacion
Fractura osteopordética (OP) 6 76,3+7,1 27,926 Fractura
Control 6 73+6,6 27,743 0,882+0,158

DE: desviacion estindar; IMC: indice de masa corporal; DMO: densidad mineral 6sea.

miRNAs que previamente se habian validado en
las muestras de tejido 6seo. Los miRNAs miR-99a-
5p v miR-339-5p no se detectaron en las células
osteoblasticas, mientras que los miRNAs miR-320a
y miR-22-3p si que se expresaban en los HObs,
aunque ninguno de los dos mostr6 diferencias sig-
nificativas entre los dos grupos biol6gicos.

Prediccion de genes diana y andlisis de las vias de
senalizacion de los miRNAs validados

Un andlisis bioinformatico exhaustivo mediante seis
programas diferentes nos permitié predecir posibles
genes diana para los miRNAs validados. El miR-320a
puede regular genes involucrados en la prolifera-
cion celular (KRAS, PDGFD), la inhibicion de la
apoptosis (MCLD), transduccion de senal (MAPK1,
SOS2, PTEN), regulacion de la expresion génica
(RUNX2, PPARGC1A, SP1, CAMTA1, ESRRG), recep-
tores de factores de crecimiento, hormonas y cito-
quinas (NPRI, BMPRIA, AR, IGFIR, ESRI), etc.
Ademas, como dianas validadas se encuentran los
genes CINNB1, TFRC'y POLR3D. Este miRNA parti-
cipa en 44 de las vias de la enciclopedia de genes y
genomas de Kioto (KEGG) segin predicciones del
programa DIANA-mirPath, donde la via del cancer
de prostata es la mas significativa (1,105e-12), segui-
da de la via del cancer endometrial (2,261e-10), la
via de senalizacion de mTOR (7,132e-08), y la via de
senalizacion de PI3K-Akt (3,914e-07).

El miR-22-3p tiene muchos genes diana valida-
dos, algunos de ellos muy importantes en la regu-
lacion del metabolismo 6seo. Entre ellos encontra-
mos el ESR1, el PRKACA (necesario para la dife-
renciacion adipogénica y la inhibicion de la dife-
renciacién osteoblastica), HDAC4, SP1, BMP7 y
CDKG6 (antagonista de la senalizacion BMP2). La
principal via de senalizacion KEGG de este miRNA
es la endocitosis (4,21e-05) aunque también actda
en vias tan importantes como la senalizacion P53
(p=0,003) y MAPK (p=0,003).

El software Diana tools utilizando los genes
validados (segun la base de datos Tarbase) mues-
tra la via de la endocitosis como la via de intersec-
cion de los dos miRNAs, ya que comparten el gen
diana 7FRC (receptor de la transferrina). Por otro

lado, si evaluamos la interseccién teniendo en
cuenta los genes diana predichos segin la base de
datos MicroT_CDS, las vias de sefnalizacion mas
significativas son la del cancer de prostata y la de
mTOR donde los dos miRNAs comparten los
genes diana AK13, PTEN y IGFRI1.

Discusion

El presente estudio se centra en la identificacion
de miRNAs con expresion alterada en el hueso
osteoporotico. Para ello se recogié hueso trabecu-
lar fresco de pacientes con o sin fractura osteopo-
rética, con parametros antropométricos homogé-
neos, tales como la edad, indice de masa corporal,
y género. Se excluyeron del estudio pacientes con
trastornos que afectan la remodelacion 6sea. Las
muestras procedentes de fractura osteoporética
mostraron una clara afectacion en el patréon de
expresion de miRNAs, demostrando que la regula-
cion epigenética esta alterada en el hueso patol6-
gico. Estos resultados pueden ayudar a una mejor
comprension de la biologia del hueso que ha
sufrido una fractura osteoporética. Ademads, nos
permitirian identificar moléculas susceptibles de
ser utilizadas como dianas terapéuticas.

El anilisis no supervisado de los resultados del
array de expresion de miRNAs a partir de muestras
Oseas totales mostré que las muestras no osteopo-
réticas (control) se agrupaban generando un clis-
ter biolégico. Por otro lado, el hueso osteopordti-
co claramente diferia de las muestras control, mos-
trando una distribuciéon mas dispersa, sugiriendo
que la fisiopatologia de la enfermedad osteoporé-
tica y, en ultima instancia, la fractura del hueso,
tienen una etiologia heterogénea. El hecho de tra-
bajar con muestras humanas frescas genera mayor
variabilidad que trabajar con lineas celulares esta-
blecidas o modelos animales, haciendo dificil ver
diferencias significativas entre grupos, pero ofrece
un escenario mads cercano a la situacion fisiopato-
logica. En este sentido, nuestro estudio se ha basa-
do en muestras de huesos humanos obtenidos con
una minima manipulacion de laboratorio, lo que
nos permite acercarnos a una situacion lo mas
similar a las condiciones in vivo.
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Figura 1. (A) Grifico del PCA y (B) Diagrama de la matriz del PCA. Se realizé un anilisis de componentes prin-
cipales con los 50 microRNAs con mayor desviacion estindar. La muestra O-500 se eliminé del estudio y no
se tuvo en cuenta para posteriores andlisis
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Figura 2. Diagrama de mapa de calor: El diagrama muestra el resultado de la agrupacion jerirquica de
microRNAs y muestras. Cada fila representa un microRNA y cada columna, una muestra. La escala de color
ilustra el nivel relativo de expresién de los microRNAs: rojo, por debajo del canal de referencia; verde, supe-
rior a la de referencia
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Tabla 2. MicroRNAs significativamente alterados en las muestras de hueso osteopordticas segin resultados del
microarray

Control oP

miRNA logC P val ajus media DE media DE
hsa-let-7a-5p -1,819 6,99¢-03 2,94 0,78 1,12 0,64
hsa-miR-1185-2-3p 1,685 2,37e-02 -1,56 0,15 0,13 1,27
hsa-miR-126-5p -1,540 2,11e-02 2,42 0,55 0,88 0,95
hsa-miR-1275 2,259 4,90e-03 1,64 0,41 0,62 1,16
hsa-miR-1307-5p 1,552 4,81e-02 1,40 0,13 0,15 1,37
hsa-miR-142-3p -1,850 2,77e-02 2,14 1,22 0,29 0,52
hsa-miR-1470 1,690 5,85e-04 -0,58 0,15 1,10 0,60
hsa-miR-1915-3p 1,583 1,04e-03 0,82 0,44 0,76 0,44
hsa-miR-204-3p 1,640 9,09e-03 -1,49 0,44 0,15 0,90
hsa-miR-223-3p -2,777 3,06e-04 2,91 0,67 0,13 0,53
hsa-miR-22-3p 2,269 3,96e-02 -1,73 0,63 0,54 1,81
hsa-miR-25-3p 1,557 1,73e-02 -0,90 0,24 0,65 1,06
hsa-miR-26b-5p -2,001 6,56e-03 3,26 0,62 1,26 0,95
hsa-miR-30c-1-3p 2,151 3,06e-04 -1,65 0,38 0,51 0,57
hsa-miR-3149 -1,871 2,53¢-04 0,59 0,19 -1,29 0,54
hsa-miR-3158-5p 2,513 1,00e-03 -2,00 0,49 0,51 0,91
hsa-miR-3162-3p 1,984 1,64e-03 -1,21 0,22 0,78 0,87
hsa-miR-3178 2,004 7,96e-03 -1,97 0,65 0,04 0,98
hsa-miR-3182 -1,855 3,42e-03 1,73 0,42 -0,12 0,83
hsa-miR-3195 1,795 3,68e-04 -1,50 0,18 0,30 0,57
hsa-miR-3202 2,255 1,42e-02 -1,47 0,24 0,78 1,52
hsa-miR-320a 1,895 2,07e-02 -1,39 0,33 0,51 1,35
hsa-miR-320b 2,085 1,57e-02 -1,61 0,25 0,48 1,42
hsa-miR-320c 1,985 1,98e-02 -1,44 0,34 0,55 1,39
hsa-miR-320d 1,757 2,69e-02 -1,11 0,34 0,65 1,32
hsa-miR-320e 1,687 2,34e-02 -1,21 0,17 0,48 1,26
hsa-miR-32-3p -2,213 9,00e-04 0,65 0,21 -1,56 0,87
hsa-miR-339-5p 1,687 1,86e-02 -1,30 0,29 0,39 1,16
hsa-miR-3591-5p -1,511 1,42e-05 0,65 0,11 -0,86 0,20
hsa-miR-3607-3p 1,853 4,67e-04 0,63 0,31 1,22 0,55
hsa-miR-3607-5p -1,508 3,06e-04 1,25 0,33 -0,26 0,30
hsa-miR-3609 -1,542 1,43e-04 1,36 0,34 0,18 0,19
hsa-miR-361-3p 1,565 2,49e-03 -0,56 0,23 1,00 0,71
hsa-miR-3621 1,806 8,42e-04 -1,96 0,43 0,16 0,54
hsa-miR-3654 -1,939 2,37e-05 0,39 0,12 -1,55 0,37
hsa-miR-423-3p 2,081 2,90e-02 -1,64 0,21 0,44 1,64
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Tabla 2. MicroRNAs significativamente alterados en las muestras de hueso osteopordticas segin resultados del
microarray (cont.)

Control oP

miRNA logC P val ajus media DE media DE
hsa-miR-4258 2,034 8,19¢e-04 -0,56 0,29 1,47 0,74
hsa-miR-4284 -2,957 1,04e-03 2,98 0,81 0,02 0,88
hsa-miR-4306 2,273 2,74e-02 1,42 0,20 0,85 1,78
hsa-miR-4317 2,177 5,45e-04 -0,81 0,18 1,36 0,78
hsa-miR-4449 2,358 1,32¢-03 2,12 0,33 0,24 0,97
hsa-miR-4455 -1,674 1,51e-03 0,47 0,17 -1,21 0,72
hsa-miR-4458 -1,541 6,59¢-04 0,36 0,18 118 0,54
hsa-miR-4463 1,610 4,13e-03 1,26 0,16 0,35 0,83
hsa-miR-4484 2,002 6,17e-03 -2,00 0,52 0,00 1,01
hsa-miR-4497 1,741 1,57e-02 1,77 0,48 0,03 1,08
hsa-miR-4516 1,632 6,14e-03 -0,97 0,36 0,66 0,85
hsa-miR-4532 1,836 1,78e-02 1,81 0,48 0,03 1,19
hsa-miR-4534 2,278 1,00e-03 -1,80 0,38 0,48 0,86
hsa-miR-4540 -1,547 1,01e-02 0,58 0,14 -0,97 0,97
hsa-miR-4640-3p 1,668 3.06e-04 -1,05 0,21 0,62 0,49
hsa-miR-4687-3p 2,421 7,48e-03 -2,05 0,53 0,38 1,33
hsa-miR-4732-3p -1,772 5,61e-03 0,36 0,59 -1,41 0,75
hsa-miR-4741 1,666 4,41e-03 -1,44 0,36 0,23 0,79
hsa-miR-4792 1,624 2,11e-02 -1,59 0,31 0,04 1,15
hsa-miR-483-5p 1,846 8,76e-03 -1,37 0,39 0,47 1,06
hsa-miR-491-3p -2,889 5,68¢-03 0,79 1,43 -2,09 0,45
hsa-miR-519e-5p 1,674 6,33e-03 -1,53 0,23 0,14 0,93
hsa-miR-542-5p 2,211 8,30e-04 -1,84 0,42 0,37 0,75
hsa-miR-5681b -1,513 1,39¢-02 0,33 0,54 1,19 0,82
hsa-miR-5684 -1,710 2,07e-02 0,79 0,18 -0,92 1,24
hsa-miR-5701 -3,127 3,06e-04 0,52 0,76 -2,61 0,63
hsa-miR-574-5p -1,552 1,31e-04 0,52 0,16 -1,03 0,37
hsa-miR-631 1,625 8,98e-04 -1,74 0,19 -0,11 0,61
hsa-miR-642a-3p 2,530 2,30e-03 -2,13 0,40 0,40 1,15
hsa-miR-642b-3p 2,087 1,67e-02 -1,97 0,15 0,11 1,46
hsa-miR-664b-5p -1,702 9,09e-03 0,75 0,25 -0,95 1,03
hsa-miR-675-5p 2,323 1,04e-03 -1,85 0,46 0,48 0,84
hsa-miR-711 1,826 2,10e-03 -1,72 0,38 0,10 0,76
hsa-miR-99a-5p 1,964 8,70e-03 -1,24 0,50 0,73 1,09
hsa-miR-99b-5p 1,706 8,81e-03 -1,06 0,28 0,65 1,01

En negrita se marcan los miRNAs que se escogieron para su validaciéon por qPCR.
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En el andlisis de la expresion diferencial
entre las muestras osteopordticas y control,
se encontraron 82 miRNAs que alcanzaron
niveles de significacion con un valor absolu-
to del logaritmo de la ratio mayor que 1,5
veces. De estos, 15 se testaron por qPCR en

Figura 3. Andlisis de componentes principales (PCA) de
todas las muestras de la fase de validacion (OP: n=6; con-
trol: n=6). Se utilizaron los valores normalizados (dCq)
para el andlisis. Las muestras se agrupan en funcion de su
grupo biolégico; sin embargo, la muestra O-567 parece
ser un caso atipico

un nuevo conjunto de muestras, y los
miRNAs miR-99a-5p, miR-339-5p, miR-320a y
miR-22-3p fueron finalmente validados. Estos
miRNAs se evaluaron en osteoblastos prima-
rios (HOb) en cultivo, comparando células
procedentes de muestras osteopordticas versis
células procedentes de muestras no osteopo-
roticas. Los miRNAs miR-99a-5p y miR-339-5p
no se detectaron en los HOD, sugiriendo otro
tipo celular como la fuente de estos dos
miRNAs. Ademas, estos miRNAs se encontra-
ron sobreexpresados en las muestras osteo-
poréticas del array mientras que estaban
subexpresados en las muestras osteoporoti-
cas de la fase de validacion, descartando una
relacion de estos miRNAs con la osteoporo-
sis. Los miRNAs, miR-320a y miR-22-3p si se
expresaban en los HOb, aunque no se obser-
varon diferencias en sus niveles de expresion
entre grupos de muestras. Esto podria ser
debido a las condiciones artificiales de los
cultivos celulares in vitro que afectarian la
expresion de los microRNAs, sobre todo
aquéllos implicados en la regulacién de fun-
ciones celulares tan importantes como la pro-
liferacion y diferenciacion.

Esto nos demuestra una vez mas que,
aunque el uso de cultivos de células, tanto
de lineas establecidas como cultivos prima-
rios, pueden ayudar a entender ciertos pro-
cesos celulares, los resultados obtenidos
pueden diferir de las condiciones reales que
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se darfan en el tejido original dentro del
ambiente fisiologico.

Ademas, el uso del tejido fresco no mani-
pulado para obtener datos mas proximos a las
condiciones fisiologicas también puede dar resulta-
dos dispares tal y como se demuestra en los estu-
dios realizados por Seeliger et al” y Garmilla-
Ezquerra et al®. Estos estudios también realizaron
un microarray de expresion a partir de tejido 6seo
total comparando muestras osteopordticas versus
no osteopordticas de manera muy similar al nues-
tro, pero con hallazgos diferentes. Cabe destacar
que estos dos estudios anteriores tienen varias
caracteristicas que pueden explicar estas discrepan-
cias. Entre ellas se encuentran los diversos arrays
comerciales utilizados y el tamano muestral.
Ademads, estos estudios comparaban grupos biol6-
gicos con caracteristicas antropométricas o clinicas
no homogéneas, como la edad, género, indice de
masa corporal y trastornos endocrinos (por ejem-
plo: diabetes mellitus), que son esenciales para la
regulacion del metabolismo 6seo. Por lo tanto, los
miRNAs identificados en estos estudios podrian
estar también relacionados con otros parimetros
externos, mientras que, en nuestro estudio, la
ausencia de enfermedades concomitantes, asi como

las caracteristicas similares entre los dos grupos,
nos permite acercarnos de una manera mas fiable a
lo que sucede en la fractura osteopordtica.

Por esto, un esfuerzo importante realizado en
nuestro trabajo es el control extremadamente cui-
dadoso de las potenciales caracteristicas de confu-
sion entre casos y controles en cuanto a edad,
sexo, indice de masa corporal y las enfermedades
metabolicas relacionadas con el envejecimiento.
Estos estrictos criterios de inclusion restringen
mucho nuestro tamano de muestra en compara-
cion con trabajos similares, donde las muestras
son de pacientes con caracteristicas mas heterogé-
neas. Otra limitacion de nuestro estudio es que las
muestras no osteopordticas utilizadas como con-
troles procedian de pacientes con artrosis y, por lo
tanto, no se puede descartar la presencia de otras
anomalias 6seas. Debido a razones éticas obvias
no se permite la recogida de hueso a partir de
individuos sanos. Sin embargo, en un intento de
minimizar este potencial inconveniente, la muestra
se obtuvo de hueso ubicado lo mas distante posi-
ble de la lesion artrosica.
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Tabla 3. MicroRNAs alterados en las muestras con fractura osteopordtica

Valor p
miRNA dcq oP SD OP co‘:lctgol cofllt)ml 2AddCq TR E—.
miR-99a-5p 1,25 0,53 0,08 0,21 2,24 0,01 0,00
miR-339-5p -1,52 0,23 -1,06 0,22 -1,38 0,01 0,01
miR-320a 2,08 0,98 0,67 0,44 2,65 0,03 0,02
miR-22-3p 1,46 0,37 0,94 0,34 1,44 0,04 0,05

El miR-320a se encuentra conservado en huma-
nos, ratén, rata y vaca. La secuencia de este miRNA
estd localizada dentro del promotor basal del gen
POLR3D, que a su vez es uno de sus genes diana,
silenciando asi su expresion'®. Ademads, se ha obser-
vado que el miR-320a estd implicado en la regula-
cion de la funcion osteoblastica, ya que tiene como
genes diana el CTNNBI1 (que codifica para la B-
catenina)'® y el RUNX2".

Por otro lado, el miR-22-3p es un miRNA séri-
co que se ha asociado previamente a la fractura
osteoporética®, asi como ha sido implicado en la
diferenciacion osteogénica'®.

Los resultados de nuestro estudio, junto con
los otros estudios, ofrecen un avance importante
para la comprension de la biologia del hueso y de
la implicacion de los miRNA en la patologia de la
OSteOpOrosis.

Conclusiones

Hemos identificado dos miRNAs que se sobreex-
presan en muestras de hueso trabecular de
pacientes con osteoporosis. La expresion de
ambos miRNAs se ha detectado en osteoblastos
primarios, aunque no se ha observado esta sobre-
expresion en los cultivos procedentes de muestras
osteoporoticas. No se conoce si la alteracion de
estos miRNAs es causa o efecto de la enfermedad
y su relacion con la fractura osteopordtica. No
obstante, estos miRNAs podrian ofrecer un prome-
tedor potencial para el diseno de nuevos firmacos
para la osteoporosis.
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Resumen

Inroduccion: La adherencia al tratamiento oral del paciente con osteoporosis es baja, con un alto porcen-
taje de abandonos durante el primer afo. La consecuencia mas notable es la falta de respuesta terapéutica.
Objetivo: Conocer la percepcion de los facultativos involucrados en el abordaje del paciente osteoporo-
tico en relacion a la adherencia terapéutica de estos pacientes.

Material y métodos: Estudio descriptivo transversal realizado mediante una encuesta de opinion dirigida
a médicos de Atencion Primaria y Atencion Especializada involucrados en el tratamiento de la osteopo-
rosis. Los participantes fueron seleccionados mediante muestreo intencionado.

Resultados: El cuestionario fue contestado por 235 especialistas de Reumatologia (54,5%), Traumatologia
(10,6%) y Atencion Primaria (18,7%). En opinion del 43,8% de los encuentados, mas de un 25% de los
pacientes olvida alguna vez tomar el tratamiento. Segun el 34,9%, mas de 75% de los pacientes estin con-
cienciados con el tratamiento. Los efectos secundarios y la complejidad de la administracion son las razo-
nes mayoritarias que propician un cambio de medicacion, con una importancia media de 7,94+2,06 y
6%2,01 puntos respectivamente en una escala 0-10.

Conclusiones: Los facultativos percibieron baja adherencia terapéutica asociada fundamentalmente a los
efectos secundarios, a la polimedicacion y a la falta de comunicacion entre profesionales. Espaciar la dosi-
ficacion y el uso de formas galénicas solubles podrian ser opciones para facilitar la adherencia del pacien-
te al tratamiento con bisfosfonatos orales. Mejorar la educacion sobre la importancia de la enfermedad o
aumentar el seguimiento del paciente serfan algunos de los aspectos que podrian favorecer la adheren-
cia terapéutica.

Palabras clave: osteoporosis, encuesta, bisfosfonatos, adherencia terapéutica, opinién.
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Medical professionals’ perceptions regarding therapeutic adherence in
patients with osteoporosis

Summary

Introduction: Adherence to oral treatment of patients with osteoporosis is low, with a high dropout rate
in the first year. The most noteworthy result is the lack of therapeutic response.

Objective: To ascertain the perception of physicians working with osteoporotic patients regarding adhe-
rence of these patients.

Methods: Cross-sectional study conducted by opinion survey aimed at primary care physicians and spe-
cialists involved in osteoporosis treatment. Participants were selected by purposive sampling.

Results: The questionnaire was answered by 235 specialists encompassing rheumatology (54.5%), ortho-
pedics (10.6%) and primary care (18.7%). In 43.8% of participants, more than 25% of patients sometimes
forget to take their treatment. According to 34.9%, more than 75% of patients are aware of treatment. Side
effects and management complexity are the majority reasons that lead to a change in medication, mean
value of 7.94+2.06 6+2.01 points respectively on a 0-10 scale.

Conclusions: Overall, medical specialists attributed low adherence to side effects, polypharmacy and lack
of communication between professionals. Dosage and space use of soluble dosage forms may be options
to facilitate patient adherence to treatment with oral bisphosphonates. Improved education concerning

the importance of the disease or increased patient monitoring could foster adherence.

Key words: asteoporosis, surveys, bisphosphonates, therapeutic adberence, opinion.

Introduccién

La osteoporosis es una enfermedad sistémica del
esqueleto caracterizada por una baja masa Osea y
alteraciones en la microarquitectura del tejido
0seo que ocasionan un incremento de la fragilidad
y, en consecuencia, un aumento de la susceptibi-
lidad a las fracturas'. Segin los criterios diagnosti-
cos de la OMS, aproximadamente el 6% de los
hombres y el 21% de las mujeres de entre 50-84
anos padecen osteoporosis®. A nivel europeo, unos
27,6 millones de hombres y mujeres padecian
osteoporosis en el ano 2010, de los cuales el 9%
eran espanoles. La osteoporosis es un importante
problema de salud publica debido a la alta predis-
posicion que genera a padecer fracturas oseas*'.
La osteoporosis causa mas de 8,9 millones de frac-
turas anuales’, con un alto coste socio-sanitario® y
un deterioro importante de la calidad de vida del
paciente’.

El objetivo principal en el tratamiento de la
osteoporosis es evitar la aparicion de fracturas, tra-
tar de mejorar la calidad de vida del paciente, y
aliviar el dolor cuando aparezca. La mayor parte
de los farmacos disponibles hoy en dia obtienen
reducciones del riesgo de fractura de un 50-70%
para las fracturas vertebrales y de un 15-25% para
el resto de fracturas no vertebrales?; siempre que
el paciente tome la medicacion de manera conti-
nuada durante el periodo de tiempo en que la
mayoria de los estudios de referencia han demos-
trado su eficacia, y que oscila entre 3 y 5 anos. Los
bisfosfonatos son la alternativa terapéutica mds
utilizada en el abordaje de la osteoporosis, y son
considerados la primera eleccion en nuestro
medio™.

El término adherencia engloba los conceptos
de cumplimiento y persistencia. Cumplimiento
implica cuindo y cémo se toma la medicacion
prescrita, mientras que persistencia se refiere a
durante cudnto tiempo se toma dicha medicacion.
Por otro lado, la tolerabilidad a un farmaco se
refiere a la aceptacion por parte del paciente de la
medicacion, basada fundamentalmente en la per-
cepcion y repercusion de los efectos no deseados
del farmaco’.

La osteoporosis, al tratarse de una enfermedad
silenciosa, sin sintomas, incluso con fracturas ver-
tebrales asintomaticas, comporta que los pacientes
tiendan a pensar que el tratamiento farmacolégico
no es necesario. Por otro lado, la falta de adheren-
cia y el mal cumplimiento vienen determinados
por otros factores, como los efectos secundarios de
los farmacos, la edad avanzada de los pacientes, la
polimedicacion o, incluso, el cansancio del pacien-
te a tomar una medicacion de forma crénica®.

La adherencia al tratamiento del paciente con
osteoporosis es baja, con un alto porcentaje de
abandonos durante el primer ano". La conse-
cuencia mds notable es la falta de respuesta tera-
péutica y el consiguiente aumento de fracturas; asi
pues, una adecuada adherencia al tratamiento no
s6lo es beneficiosa para la salud de los pacientes,
sino que también lo resulta en términos de coste-
efectividad'*>.

El objetivo de este estudio es conocer la per-
cepcion de los profesionales médicos involucra-
dos en el tratamiento de la osteoporosis acerca de
la adherencia de los pacientes al tratamiento en
general, y a los bisfosfonatos en particular, asi
como analizar las posibles causas y soluciones.
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Material y métodos

Estudio descriptivo transversal realizado mediante
una encuesta dirigida a médicos de Atencion
Primaria (AP) y Atencion Especializada involucra-
dos en el tratamiento de la osteoporosis. La
encuesta constaba de 13 preguntas sobre la per-
cepcion de los profesionales sanitarios en relacion
a la adherencia terapéutica del paciente osteopo-
rético (Anexo 1), y fue cumplimentada a través de
una pagina web. Los participantes fueron seleccio-
nados mediante muestreo intencionado e invita-
dos por la Sociedad Espanola de Investigacion
Osea y Metabolismo Mineral (SEIOMM) a la cual
estaban asociados. Para la estimacion del nimero
de especialistas que debian participar en la
encuesta, se tomd como referencia una pobla-
cioén a nivel nacional de unos 20.000 médicos de
AP y 5.000 médicos especialistas. Segun el calcu-
lo del tamano muestral, realizado tomando el
escenario de proporcion de participacion mas
desfavorable, para una precision esperada del
10% y para un nivel de confianza del 95%, se
precisd que debian participar un minimo de 200
facultativos.

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete
estadistico SPSS version 23.0. (SPSS Inc. Chicago,
Mllinois, EE.UU.). Para la descripcion de las varia-
bles categéricas se utilizo el ndmero y porcentaje
de respuesta. Para la descripcion de las variables
continuas se utilizé la media, la desviacion estan-
dar, la mediana, el minimo y maximo.

Resultados

El cuestionario fue contestado por 235 facultativos
(63,4% hombres) con una edad media de
48,77+9,13 anos. Las especialidades mas represen-
tadas fueron Reumatologia (54,5%), Traumatologia
(10,6%) y AP (18,7%). Los consultados pertenecian
a 15 Comunidades Auténomas diferentes, siendo
Andalucia (17,4%), Comunidad Valenciana (14,5%),
Cataluna (14,5%) y Madrid (11,9%) las que conta-
ron con un mayor nimero de participantes. El
79,6% refirio visitar mensualmente hasta 100
pacientes por osteoporosis; del resto, un 64,3%
visitaba de 25 a 100 y un 15,4% menos de 25
pacientes.

En relacion a la percepcion de los facultativos
consultados respecto a la adherencia de los
pacientes al tratamiento oral para la osteoporosis,
el 43,8% contesté que mas de un 25% de los
pacientes olvida alguna vez tomar el tratamiento,
aunque el 80,4% refiri6 que casi la mitad de los
pacientes no lo toma en las horas recomendadas.
El 34,9% contest6é que mas del 75% de los pacien-
tes estin concienciados con la necesidad de
tomar el tratamiento; sin embargo, mas de la
mitad de los pacientes dejan de tomarlo si les
sienta mal, segin el 57,5% de los médicos consul-
tados (Figura 1).

Entre los motivos que ocasionan la falta de
adherencia terapéutica, el 83,0% de los consulta-
dos opiné que la falta de coordinacion entre nive-
les asistenciales es un factor importante, debido
principalmente a la falta de comunicacion (41,3%),

a los impedimentos de la administracion (15,3%),
a la falta de formacion (14,0%) y a la aplicacion de
protocolos diferentes (12,3%).

En relacion a las causas que motivan un cam-
bio de tratamiento, los facultativos consultados
refirieron que los efectos secundarios y la com-
plejidad de la administracion son las razones
mayoritarias, con una importancia media de
7,94+2 06 y 6+2,01 puntos, respectivamente (esca-
la ascendente de 1: no motiva cambios, a 10:
motiva grandes cambios) (Figura 2). Por otro
lado, indicaron que algo mas de la mitad de los
pacientes (57%) participa habitualmente en la
eleccion del tratamiento.

En relacion a los métodos mas utilizados para
evaluar el cumplimiento terapéutico, el 77,9% de
los consultados refiri6 consultar directamente al
paciente, mientras que el 10,2% contesté que la
técnica mas habitual es el recuento entre el desajus-
te del nimero de envases dispensados o solicita-
dos por el paciente y los prescritos. Otros méto-
dos, como los marcadores bioquimicos de remo-
delado (4,7%), el test de Test de Morisky-Green
(3,0%), el juicio clinico (2,6%) o el test de Haynes-
Sackett (0,9%), resultaron menos frecuentes. Uni-
camente el 0,9% de los consultados contesté que
no suele preguntar por el cumplimiento terapéu-
tico.

Respecto al tratamiento con bisfosfonatos, un
51-75% de los pacientes estan tratados y cumplen
con dicho tratamiento en opinién del 63% y del
60,9% de los consultados, respectivamente. Por
otro lado, entre los pacientes que abandonan el
tratamiento, el 40% lo hace antes de los seis
meses, el 29,4% entre los seis y doce meses, y el
30,6% lo hace después del primer afo.

Segun los facultativos consultados, las princi-
pales causas de incumplimiento terapéutico a bis-
fosfonatos son: la polimedicacion (7,37+1,9 pun-
tos), los efectos secundarios (7,34+1,93 puntos) y
la escasa sintomatologia de la enfermedad
(6,58+2,24 puntos) (escala ascendente de 1: muy
poco frecuente, a 10: muy frecuente) (Figura 3).
Por otro lado, la restriccion de comer y beber
antes y después de la toma del firmaco es la ins-
truccion de administracion mas dificil de seguir
por parte de los pacientes (5,26£2,04 puntos)
(escala ascendente de 1: muy facil de cumplir, a
10: muy dificil de cumplir) (Figura 4).

En cuanto al impacto que tienen distintas
actuaciones para facilitar el cumplimento del trata-
miento a bisfosfonatos, las mas valoradas (escala
ascendente de 1: ningin impacto, a 10: impacto
maximo) fueron: la reduccion del nimero de
dosis (7,57+1,88 puntos), la entrega al paciente de
material formativo sobre la enfermedad y los tra-
tamientos (7,25+1,89 puntos) y el control del cum-
plimiento terapéutico a las pocas semanas de su
inicio por parte de enfermeria (7,12+2,21 puntos)
(Figura 5). Finalmente, el 88,9% de los facultativos
consultados consideré que la adherencia terapéu-
tica a los tratamientos orales con bisfosfonatos
mejoraria bastante o mucho con una forma galé-
nica soluble.
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Figura 1. Actitud de los pacientes respecto al tratamiento oral para la osteoporosis
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Discusién rencia terapéutica, se encuentran la falta de coor-

Sobre una atencion mensual de hasta 100 pacientes
osteopordticos (79,6% de los consultados), y tenien-
do en cuenta que el 54,5% de los consultados eran
especialistas en Reumatologia, los resultados de
este estudio muestran que en general, los facultati-
vos perciben una baja adherencia del paciente al
tratamiento oral para la osteoporosis. Las cifras
sobre cumplimiento y adherencia terapéutica de los
pacientes osteoporoticos varian entre las diferentes
publicaciones debido a los métodos de cidlculo uti-
lizados en cada una de ellas; sin embargo, todas
ellas coinciden en que son mejorables?>,

La percepcion de una parte de los encuestados
(43,8%) es que la adherencia al tratamiento es baja,
pues consideran que mas del 25% de sus pacien-
tes olvidan tomar su medicacion. Estos datos coin-
ciden con un estudio reciente realizado en centros
de AP de las Islas Canarias (Espana), en el que un
24,1% de las pacientes con fracturas no tomaban la
medicacion®. Otro estudio retrospectivo de carac-
teristicas similares realizado en Espana demostro
que un 29,5% de las pacientes no eran buenas
cumplidoras de los tratamientos antirresortivos?.

La eficacia de los firmacos anti-osteoporéticos
implica prolongados y continuos periodos de
medicacion, lo que hace que sea muy habitual el
abandono del firmaco por parte del enfermo,
reduciendo asi su eficacia®. Es evidente que una
apropiada adherencia al tratamiento es beneficio-
sa para la salud de los pacientes!®'172,

En nuestro estudio, uno de los aspectos intere-
santes en las respuestas de los encuestados es que
entre los motivos que ocasionan la falta de adhe-

dinacion entre niveles asistenciales y la falta de
comunicacion. Es realmente cierto que falta comu-
nicacion entre Atencion Especializada y Primaria,
sobre todo en el momento de la prescripcion far-
macologica, porque en muchas ocasiones el médi-
co de Atencion Primaria se encuentra con una
medicacion prescrita por otro facultativo sin un
informe que lo especifique. Algunos estudios ya
han demostrado que mejorar la comunicacion per-
mite resolver mejor los problemas y es mas efi-
ciente para el sistema?.

Otros de los motivos que ocasionan esta falta
de adherencia terapéutica del paciente segin los
consultados, y en linea con otras publicaciones,
son los efectos secundarios y la polimedicacion;
que, ademads, son percibidos como los motivos
mas frecuentes que motivan un cambio de trata-
miento con bisfosfonatos®3,

Los bisfosfonatos por via oral se han converti-
do en el principal tratamiento farmacologico para
la osteoporosis’; lo que coincide con la percep-
cion de los facultativos consultados, ya que, en su
opinién, entre 2 6 3 pacientes de cada 4 reciben
este tratamiento con un grado medio de cumpli-
miento. Sin embargo, un alto porcentaje (69,4%)
de pacientes abandona el tratamiento en el primer
ano, cifra algo mayor que las referidas en otras
publicaciones*?*. De hecho, estos datos reflejarfan
la realidad de diversos estudios en los que clara-
mente el abandono de los tratamientos antirresor-
tivos y especificamente de los bisfosfonatos se
produce en un 53,9% de los casos debido a los
efectos secundarios®.
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Figura 2. Causas que motivan un cambio en el tratamiento oral de la osteoporosis
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Figura 3. Factores que ocasionan incumplimiento terapéutico a bisfosfonatos
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Escala ascendente de 1: muy poco frecuente, a 10: muy frecuente.

En este estudio, la polimedicacién y los efectos
adversos parecen las principales causas de aban-
dono de los bisfosfonatos orales. De hecho, los
pacientes con osteoporosis son en general de edad
avanzada, y debido a la comorbilidad que muchos
de ellos presentan reciben multiples tratamientos,
lo que complica el buen cumplimiento y la adhe-
rencia a los mismos. Por otro lado, el principal
efecto adverso descrito con los bisfosfonatos ora-
les es la mala tolerancia gastrointestinal, principal-
mente en forma de epigastralgia o pirosis retroes-
ternal, que, como ya se ha descrito en la literatura,
es uno de los principales motivos de abandono.

Valorar la adherencia y el cumplimiento tera-
péutico requiere de herramientas especificas para
ser metodologicamente objetivos como los cues-
tionarios de autocumplimiento Haynes-Sackett o
el test Morisky-Green’®. A pesar de ello, en nues-
tro estudio el método mds frecuentemente utiliza-
do en la practica clinica por la mayoria de los con-
sultados es la consulta directa al paciente. Este
dato refleja la necesidad de mejorar el tiempo de
consulta en los centros, tanto en Atencién Primaria
como en Especializada, para que los facultativos
puedan utilizar métodos mas contrastados en su
practica habitual que la simple observacion.
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Figura 4. Valoracion de la dificultad para seguir las instrucciones de administracion de bisfosfonatos
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Figura 5. Actuaciones que mejorarian el cumplimiento terapéutico y la correcta toma de bisfosfonatos
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En coincidencia con los resultados de este
estudio, la disminucién de la frecuencia de la
toma de medicacion, la educacion al paciente y
el seguimiento del cumplimiento terapéutico se
han propuesto entre las actuaciones consideradas
que podrian mejorar la toma de bisfosfona-
tosz9,30,35—3‘)‘

Probablemente la combinacion de todas ellas
seria la mejor estrategia para favorecer el cumpli-

miento y la adherencia terapéutica. Por otro lado,
si consideramos que la mayoria de los pacientes
con osteoporosis tienen una edad avanzada, y
muchos de ellos pueden tener dificultades de
deglucion, una forma galénica soluble mejoraria la
tolerabilidad gastrica de los bisfosfonatos, lo que
favoreceria el cumplimiento del tratamiento por
parte de los pacientes®, tal y como opiné el 88,9%
de los facultativos consultados.
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En conclusion, esta encuesta pone de manifies-
to que los especialistas que manejan la osteoporo-
sis perciben una baja adherencia del paciente al
tratamiento oral de la enfermedad. La baja adhe-
rencia se materializa principalmente por el aban-
dono de la medicacién durante el primer ano de
terapia, y se asocia fundamentalmente a los efec-
tos secundarios, a la polimedicacién y a la falta de
comunicacion entre profesionales. Mejorar la
comodidad disminuyendo el nimero de tomas y
empleando formas galénicas solubles, mejorar la
educacion sobre la importancia de la enfermedad,

y aumentar el seguimiento del paciente, serian
algunos de los aspectos que podrian favorecer la
adherencia terapéutica

Financiacion: El estudio ha sido dotado con una
beca de LACER, S.A, quien no ha intervenido en
ninglin momento en el disefio, analisis, interpreta-
cion de los datos, redaccion del informe final ni
manuscrito de publicacion.

Conflicto de interés: Declaracion de no conflic-
to de intereses por los autores.

Anexo 1. Material adicional: Cuestionario del estudio

1. Respecto a sus pacientes que reciben tratamientos orales para la osteoporosis, indique el
porcentaje que:
a) Olvidan alguna vez tomar los tratamientos

> 0-25%
> 26 - 50%
> 51 - 75%
> 76 - 100%
b) Toman los tratamientos en las horas recomendadas
> 0-25%
> 26 - 50%
> 51 -75%
> 76 - 100%
©) Dejan de tomar los tratamientos o alguna dosis, cuando se encuentran bien
> 0-25%
> 26 - 50%
> 51 -75%
> 76 - 100%
d) Dejan de tomar los tratamientos si alguna vez les sientan mal
> 0-25%
> 26 - 50%
> 51 -75%

> 76 - 100%

2. Valore si los siguientes motivos generan un cambio en el tratamiento oral de la osteo-
gorosis (puntie del 1 al 10, con un 10 cuando motive grandes cambios y con un 1 cuan-
0 no ocasione ningiun cambio):

a) Efectos secundarios

b) Frecuencia de administracion (diaria, semanal, mensual...)

¢) Forma farmacéutica (sobres, comprimidos...)

d) Complejidad de administracion (ayunas, posicion erguida...)

e) Dificultad de comprension por el paciente

. ¢Qué porcentaje de sus pacientes cree usted que esta concienciado de la necesidad
de tomar los firmacos prescritos?

> 0-25%
> 26 - 50%
> 51 - 75%
> 76 - 100%

4. ¢Cree Ud. que una de las causas de falta de adherencia es la falta de coordinacion
entre diferentes niveles asistenciales?
> Si, por impedimentos de la administracion
> i, por la aplicacién de protocolos diferentes
> Si, por la falta de comunicacion
> Si, por la falta de formacion
> No
5. ¢Sus pacientes participan en la eleccion de su tratamiento?
> Si
> No, porque no tengo tiempo
> No, porque tienen un nivel cultural bajo
> No, porque lo dejan a mi criterio
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Anexo 1. Material adicional: Cuestionario del estudio (cont.)

A partir de ahora nos centraremos en el tratamiento con bisfosfonatos orales:
6. ¢Qué porcentaje de sus pacientes con osteoporosis estian tratados con bisfosfonatos orales?

> 0-25%
> 26 - 50%
> 51 -75%
> 76 - 100%
7. De los pacientes tratados con bisfosfonatos orales, ;qué porcentaje cumple el tratamiento?
> 0-25%
> 26 - 50%
> 51 - 75%
> 76 - 100%

8. Valore del 1 al 10 la dificultad en el cumplimiento para los pacientes de las siguien-
tes instrucciones para la administracion de bisfosfonatos orales (1: muy facil de cum-
plir, 10: muy dificil de cumplir):

> Toma con al menos 200 ml de agua

> Toma del firmaco en posicion erguida y no tumbarse hasta transcurridos 30 minutos

> No poder comer, beber (a excepcion de agua no mineral), ni tomar otros medicamentos

antes de la toma del firmaco ni hasta al menos 30 minutos después
> No poder masticar el comprimido ni dejar que se disuelva en la boca

9. Los pacientes que usted controla y abandonan el tratamiento con bisfosfonatos orales
para la osteoporosis ¢al cabo de cuanto tiempo de haber iniciado el tratamiento lo hacen, de
promedio?

> Antes de los 3 meses

> A los 3-6 meses

> A los 6-12 meses

> Después del primer ano

10. Valore el impacto potencial de las acciones &lue se l())odrian realizar para mejorar el
cumplimiento terapéutico y la toma correcta de los bisfosfonatos orales. (1: ningin
impacto, 10: impacto maximo):

a) Implicar al paciente en la eleccion del farmaco

b) Reducir el nimero de dosis

¢) Utilizar organizadores de dispensacion/calendarios

d) Informar/educar al paciente con entrega de material formativo sobre la enfermedad y la importancia
de la osteoporosis

e) Entregar al paciente instrucciones mas sencillas y visuales sobre la forma de administracion

f) Implicar y concienciar a los familiares de la importancia de un tratamiento correcto

2) Implicar a las farmacias, en reforzar las instrucciones de administracion

h) Controlar el correcto cumplimiento a través del personal de Enfermeria al mes de iniciado el
tratamiento

11. Valore las causas por las que los pacientes con osteoporosis tratados con bisfosfonatos
orales no cumplen o abandonan el tratamiento. (1: muy poco frecuente, 10: muy frecuente):

a) Pobre o nula sintomatologia de la osteoporosis

b) Efectos secundarios

¢) Frecuencia de administracion

d) Caracteristicas organolépticas de la presentacion (forma, tamano, dureza, sabor, textura...)
e) Forma farmacéutica (sobres, comprimidos...)

f) Complejidad del tratamiento

2) Dificultad de comprension por el paciente

h) Polimedicacion (toma concomitante de 6 0 mds principios activos diferentes)

12. ;Qué método/s utiliza mas frecuentemente para evaluar la adherencia a los trata-
mientos orales para la osteoporosis?

> Método indirecto de comunicacién de autocumplimiento/Haynes-Sackett

> Test de Morisky-Green

> Desajuste en el nimero de envases dispensados/solicitados por el paciente y los prescritos
> Consulta directa al paciente

> Juicio clinico

> Marcadores bioquimicos de remodelado

> No suelo preguntar por el cumplimiento del tratamiento

13. ¢(Cree que una forma galénica soluble mejorara la adherencia a los tratamientos ora-
les con bisfosfonatos?

> Nada

> Poco

> Bastante

> Mucho
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Resumen

Objetivos: La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se asocia a un incremento del riesgo de fracturas y de enfer-
medades cardiovasculares. Los objetivos de nuestro estudio fueron evaluar los niveles séricos de
Dickkopf-1 (DKK1) en una cohorte de pacientes con DM2 y analizar su relacion con el metabolismo 6seo
y la enfermedad ateroesclerotica (EA).

Pacientes y métodos: Se estudiaron 126 sujetos: 72 pacientes con DM2 (edad media de 58,26 anos) y 54
sujetos no diabéticos (edad media de 55,4+7 afos). Se midi6 DKK1 mediante ensayo de inmunoabsor-
cion ligado a enzimas (ELISA, Biomedica Gruppe), se determind la densidad mineral 6sea (DMO)
mediante absorciometria dual de rayos X (DXA), se registro la presencia de EA (enfermedad cerebrovas-
cular, enfermedad arterial periférica, cardiopatia isquémica) y se evalué el grosor de la intima-media
(GIM, ultrasonogratia doppler) y la calcificacion adrtica (radiologia simple).

Resultados: No se encontraron diferencias significativas en DKK1 entre diabéticos y no diabéticos. Las
concentraciones séricas de DKK1 fueron significativamente mayores en las mujeres de la muestra total
(24,3+15,2 vs. 19,6£10,2 pmol/L, p=0,046) y del grupo DM2 (27,5+17,2 vs. 19,8+8,9 pmol/L, p=0,025).
Hubo una correlacion positiva entre DKK1 y DMO lumbar en la muestra total (r=0,183, p=0,048). Sin
embargo, no se encontraron diferencias en funcion del diagndstico de osteoporosis o presencia de frac-
turas vertebrales morfométricas. Los valores de DKKI1 fueron significativamente mayores en los pacien-
tes con DM2 y EA (26,4+14,5 pmol/L vs. 19,1£11,6 pmol/L, p=0,026) y también en pacientes con GIM
anormal (26,4+15,1 pmol/L vs. 19,8+11,3 pmol/L, p=0,038). En el analisis de la curva ROC para evaluar
la utilidad de DKK1 como un marcador de alto riesgo de EA, el drea bajo la curva fue de 0,667 (interva-
lo de confianza -IC- del 95%: 0,538-0,795; p=0,016). Una concentracion de 17,3 pmol/L o superior mos-
tr6 una sensibilidad del 71,4% y una especificidad del 60% para identificar un mayor riesgo de EA.
Conclusiones: Los niveles circulantes DKK1 son mas altos en los diabéticos con EA y se asocian con un
GIM patologico. Por tanto, consideramos que DKK1 puede estar implicado en la enfermedad vascular de
los pacientes con DM2.

Palabras clave: Dickkopf1, metabolismo 6seo, enfermedad ateroesclerotica, diabetes mellitus tipo 2.
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Serum dickkopfl (DKK1), bone metabolism and atherosclerotic disease
in patients with type 2 diabetes

Summary

Background and objectives: Type 2 diabetes (T2DM) is a risk factor for osteoporotic fractures and cardiovascu-
lar disease. The aims of our study were to evaluate serum Dickkopf-1(DKK1) levels in a cohort of T2DM patients
and to analyze its relationships with bone metabolism and atheroesclerotic disease (AD).

Patients and methods: We studied 126 subjects: T2DM patients (n: 72, mean age 58,216 years) and non-dia-
betic subjects (n: 54, mean age 55,47 years). DKK-1 was measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA, Biomedica Gruppe). Bone mineral density (BMD) was measured by dual-energy X-ray absorptiometry
(DXA). The presence of AD (cerebrovascular disease, peripheral arterial disease, ischemic heart disease) was
recorded. Intima-media thickness (IMT) was determined by doppler ultra- sonography and aortic calcification
by evaluation of lateral view conventional X-rays.

Results: We did not find significant differences in DKK1 between groups. Serum DKK1 concentrations were sig-
nificantly higher in females in total sample (24,3+15,2 vs 19,6£10,2 pmol/L, p=0,046) and in T2DM group
(27,5£17,2 vs 19,8489 pmol/L, p=0,025). There was a positive correlation between serum DKK1 and LS BMD in
total sample (r=0,183, p=0,048). However, we did not find a significant relationship with osteoporosis diagnosis
or morphometric vertebral fractures. Serum DKK1 was significantly higher in T2DM patients with AD (26,4+14,5
pmol/L vs 19,1+11,6 pmol/L, p=0,026) and also in patients with abnormal IMT (26,4+15,1 pmol/L vs 19,8+11,3
pmol/L, p=0,038). In the ROC curve analysis to evaluate the usefulness of DKK-1 as a marker for high risk of
AD, the area under the curve was 0,667 (95% confidence interval: 0,538-0,795; p=0,016). A concentration of 17,3
pmol/L or higher showed a sensitivity of 71,4% and a specificity of 60% to identify an increased risk of AD.
Conclusions: Circulating DKK1 levels are higher in T2DM with AD and are associated with an abnormal IMT

in this cross-sectional study. DKK1 may be involved in vascular disease of T2DM patients.

Key words: serum Dickkopf1, bone metabolism, atherosclerotic disease, type 2 diabetes mellitus.

Introduccién
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se asocia con un
mayor riesgo de fracturas en cualquier localizacion
pese a una mayor densidad mineral 6sea (DMO)'
Por otro lado, la aterosclerosis es el principal meca-
nismo patogénico en la enfermedad macrovascular
del paciente diabético en relacion con un engrosa-
miento de la pared arterial, el desarrollo de la placa
de ateroma vy la calcificacion vascular®. La enferme-
dad vascular ateroesclerdtica es mas frecuente en los
pacientes con osteoporosis, y se han sugerido diver-
sas vias fisiopatologicas comunes'. Ademas, los datos
epidemioldgicos apoyan una relacion entre la baja
densidad mineral 6sea (DMO) y la presencia de
enfermedad ateroesclerdtica avanzada en la DM25¢.
Las vias de senalizacion Wnt estan implicadas en
diversos procesos fisiologicos incluyendo la diferen-
ciacion celular y tisular junto a la morfogénesis de
organos’. El descubrimiento de la via de senalizacion
de Wnt y su relevancia en la homeostasis 6sea ha con-
tribuido a un mejor conocimiento de los mecanismos
celulares y moleculares de la biologia del hueso®. La
activacion de esta via da como resultado una expan-
sion de las células osteoprogenitoras, asi como una
reduccion de la apoptosis de los osteoblastos, lo que
conlleva efectos anabolicos sobre el hueso®. La via
canonica de Wnt estd regulada por multiples familias
de antagonistas, tales como Dickkopf-1 (DKKD).
DKK1 regula la senalizacion de Wnt mediante su
unién a un co-receptor, el receptor relacionado con la
lipoproteina de baja densidad (LRP) 5/6. Ademads
DKKI1 se une a otras moléculas, como las proteinas
transmembrana Kremen, para aumentar su actividad
inhibidora de la via Wnt’. La relacion entre las concen-

traciones séricas de DKK1 y la masa 6sea se ha anali-
zado con datos contradictorios'*.

Teniendo en cuenta la relacion inversa entre la
fragilidad 6sea y la aterosclerosis, se estd investi-
gando el papel de la via de senalizacion Wnt en el
proceso de aterosclerosis. En estudios preclinicos
las vias de senalizacion de Wnt estdn involucrados
en los procesos de calcificacion vascular®, inflama-
cion', la adhesion de monocitos y la migracion
trans-endotelial®. También hay datos recientes que
muestran una relacion entre los niveles séricos de
DKK1 y la aterosclerosis en los seres humanos'®'.

En este contexto, los objetivos de nuestro estudio
fueron evaluar los niveles séricos de DKK1 en una
cohorte de pacientes con DM2 y analizar su relacion
con el metabolismo 6seo y la enfermedad ateroescle-
rética. Ademas, se compararon las concentraciones
séricas DKK1 entre DM2 y los sujetos no diabéticos.

Pacientes y métodos
Poblacion de estudio
Nuestro estudio de caracter transversal incluyo a 126
sujetos: un grupo de DM2 con 72 pacientes diagnos-
ticados de diabetes segin los criterios de la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA, 2005) y un
grupo de control con 54 sujetos no diabéticos reclu-
tados consecutivamente entre la poblacion general
de forma aleatoria en el mismo periodo de tiempo.
Todos los sujetos del estudio cumplieron los
siguientes criterios de inclusion: caucasicos, ambu-
latorios, edad entre 35 y 65 afios y valores norma-
les de hemograma, creatinina, funcion hepatica,
calcio y fésforo. Los criterios de exclusion fueron
enfermedad cronica excepto la DM2; situaciones y



tratamiento con firmacos que afectan el metabolis-
mo 6seo. También se excluyeron los pacientes dia-
béticos tratados con tiazolidinedionas.

Los pacientes con DM2 se clasificaron en dos
grupos de acuerdo a la presencia o no de la enfer-
medad ateroesclerdtica (EA): grupo EA y el grupo
no-EA, respectivamente. Los criterios de inclusion
para los pacientes con enfermedad ateroesclerética
fueron: enfermedad cerebrovascular (ictus isquémi-
co o accidente isquémico transitorio); enfermedad
coronaria (infarto de miocardio previo, diagnostico
de angina estable o inestable o cirugia de revascula-
rizacion coronaria) o enfermedad arterial periférica.

El estudio se realiz6 con la aprobacion del
Comité Etico del Hospital y se ajust6 a las directri-
ces pertinentes para la investigacion en humanos.
Todos los pacientes firmaron el consentimiento
informado para su inclusion.

Evaluacion clinica

En todos los pacientes se midieron altura, peso y cir-
cunferencia de cintura al inicio del estudio de acuer-
do a los procedimientos estindares. El indice de
masa corporal (IMC) se calcul6 dividiendo el peso
por el cuadrado de la altura (kg/m?).

Se midi6 la presion arterial de una manera estan-
darizada. Tras 5 minutos de reposo se midio la pre-
sion arterial dos veces utilizando un estingomanome-
tro de mercurio estandar (12 centimetros de largo, 35
cm de ancho). La media de los dos valores se utilizo
para el anilisis. Se definio la hipertension ante valores
=140/90 mmHg y/o el tratamiento antihipertensivo.

Los participantes informaron sobre su consumo
de alcohol, tabaco y el nivel de actividad fisica
segiin un cuestionario de salud especifico.

Determinaciones analiticas

La glucemia basal plasmatica (GBP), la hemoglobina
glicosilada (HbA1lo), el calcio, el fosforo y la creatinina
séricos fueron medidos usando las técnicas automati-
zadas del laboratorio. La lipoproteina de alta densidad
(HDL), las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y los
triglicéridos se midieron por métodos bioquimicos
estandares. La dislipidemia se defini6 segin el 3°
Informe del Grupo de Expertos en la Deteccion,
Evaluacion y Tratamiento de la Hipercolesterolemia en
Adultos (ATP-IID) o si habia tratamiento con estatinas.

Se determinaron los niveles séricos de parathor-
mona (PTH; inmunoensayo: Roche Diagnostics SL,
Barcelona, Espana) y 25-hydroxivitamina D (25-OH-
D; radioinmunosayo: DiaSorin, Stillwater, Minnesota,
EE.UU).

Los marcadores del remodelado 6seo de forma-
cién recogidos fueron osteocalcina (OC; radioinmu-
noensayo, DiaSorin, Stillwater, Minnesota, EE.UU.) y
fosfatasa alcalina 6sea (FAo; ensayo de inmunoabsor-
cion ligado a enzimas - ELISA-, Tandem-R Ostase TM,
Hybritech Europe, Liege, Bélgica). Los marcadores de
resorcion incluidos fueron fosfatasa dcida tartrato
resistente 5 (TRAP5[; colorimetria, Hitachi 704
Boehringer Manheim GmbH) y telopéptido carboxi-
terminal del coligeno tipo 1 (CTX; inmunoensayo
enzimatico, analizador Elecsys CrossLaps, Roche
Diagnostics SL, Barcelona, Espana).
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Los niveles séricos de DKK1 se midieron median-
te el ELISA (Biomedica Medizinprodukte GmbH y Co.
KG, Viena, Austria) segin las instrucciones del fabri-
cante. El Biomedica DKK-1 ELISA (BI-20412) detecta
DKK-1 libre. La variabilidad intraensayo e interensayo
fueron del 7% y 9%, respectivamente. La medida de
DKKI1 se expresa en picomoles por litro (pmol/L).

Densidad mineral 6sea y estudio radiolégico
vertebral

La densidad mineral 6sea (DMO) de columna lumbar
(CL) L2-14, cuello femoral (CF) y cadera total (CT) fue
determinada en todos los pacientes mediante absor-
ciometria dual de rayos X (DXA) usando el densito-
metro Hologic QDR 4500 (Whatman, MA; coeficien-
te de variacion <1%). Todas las medidas fueron
hechas por el mismo operador. Usamos los criterios
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para
el diagnostico de osteoporosis. También se realizo
radiologia simple de rayos X de columna dorsal y
lumbar para el andlisis de fracturas vertebrales (FV)
morfométricas, y se interpreté de acuerdo al algorit-
mo desarrollado por McCloskey y cols.".

Mediciones del grosor de la intima media y de
la calcificacion adrtica
El grosor de la intima media carotidea (GIM) se midio
mediante eco-doppler (TOSHIBA Vision 6000) en
ambas cardtidas a unos 10 mm proximales de la
bifurcacion carotidea (BIF) mediante sonda de 7,5
MHz en modo B. La determinacion se realizé por el
mismo observador en todos los sujetos. Se realizaron
10 mediciones en cada cardtida calculando la media
para cada arteria y a su vez la media de las dos. Se
expresa en milimetros, y se definié GIM patologico si
=0,9 mm, y la presencia de placa de ateroesclerosis si
GIM =1,2 mm o superior al 50% del GIM adyacente®.
La presencia de calcificacion adrtica se evalud
mediante radiologia simple lateral de columna tora-
cica y lumbar (T4-L5)*.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 emplean-
do el programa SPSS (version 18.0, Chicago, EE.UU.).
Para variables continuas se evalué si seguian una dis-
tribucion normal mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Se emplearon medidas de tendencia central
(media) y dispersion (desviacion estandar -SD-, rango)
para variables continuas, y distribucion de frecuencias
absolutas y relativas para variables categoricas. Las
diferencias para las variables de interés entre grupos
de comparacion se realizaron mediante el test de la t
de Student para dos muestras independientes y el test
de la U de Mann-Whitney en el caso de variables con-
tinuas. Para variables categoricas se utiliz6 el test de la
Chi Cuadrado de Pearson y el test exacto de Fisher. La
relacion entre las variables cuantitativas se analizo
usando el test de correlaciones bivariadas de Pearson
o de Spearman. La utilidad de DKK1 suero como un
marcador de alto riesgo de enfermedad ateroescleroti-
ca en la DM2 se analizo utilizando una curva ROC
(caracteristica operativa del receptor). Todos los test
estadisticos se realizaron a doble cola. Una p<0,05 fue
considerada estadisticamente significativa.
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Resultados
Las caracteristicas clinicas de la poblacion de estu-
dio se resumen en la tabla 1.

No se encontraron diferencias significativas en
DKKI1 entre ambos grupos: DM2, 23,35+13,78 pmol/L
vs. no diabéticos, 20,1+11,86 pmol/L, p=0,163. Las con-
centraciones séricas de DKK1 fueron significativamen-
te mayores en las mujeres en la muestra total (24,3+15,2
vs. 19,6£10,2 pmol/L, p=0,040) y en el grupo DM2
(27,5+17,2 vs. 19,8489 pmol/L, p=0,025).

En cuanto al metabolismo 6seo, hubo una correla-
cion positiva entre DKK1 y DMO lumbar en la mues-
tra total (r=0,183; p=0,048). Sin embargo, no se encon-
traron diferencias en funcién del diagndstico de osteo-
porosis 0 presencia de fracturas vertebrales morfomé-
tricas. Tampoco existio relacion con las hormonas cal-
ciotropas ni los marcadores de remodelado 6seo.

En la tabla 2 se muestran los datos de EA segin
los grupos de estudio.

Los valores de DKK1 fueron significativamente
mayores en los pacientes con DM2 y EA (26,4+14,5
pmol/L vs. 19,1£11,6 pmol/L, p=0,026) y también
en pacientes con GIM anormal (26,4+15,1 pmol/L
vs. 19,8+11,3 pmol/L, p=0,038).

En el analisis de la curva ROC para evaluar la uti-
lidad de DKK1 como un marcador de alto riesgo de
EA, el area bajo la curva fue de 0,667 (intervalo de
confianza - IC- del 95%: 0,538-0,795; p=0,016). Una
concentracion de 17,3 pmol/L o superior mostro
una sensibilidad del 71,4% y una especificidad del
60% para identificar un mayor riesgo de EA.

Discusion
Existen escasos estudios sobre la relacion entre
DKKI1 y el metabolismo 6seo en la DM2. Nuestros
resultados mostraron niveles mds altos de DKK1 en
pacientes diabéticos con EA y GIM patolégico.
Estos hallazgos sugieren que las concentraciones
séricas de DKK1 pueden constituir un predictor de
la presencia de enfermedad ateroesclerdtica en esta
poblacion. Sin embargo, nuestros datos no mostra-
ron diferencias en DKK1 entre los pacientes diabé-
ticos y los sujetos no diabéticos. En cuanto al meta-
bolismo 6seo, se encontré una relacion significati-
va de DKK1 sérico con la densidad mineral 6sea,
mientras que no la hubo con los marcadores de
remodelado 6seo, el diagnostico de osteoporosis o
la presencia de fracturas vertebrales morfométricas.
No existen trabajos previos centrados en evaluar
las diferencias en las concentraciones séricas de
DKK1 de acuerdo con la presencia de diabetes. Por
nuestra parte, no encontramos diferencias en DKK1
entre los pacientes con DM2 y los sujetos sin dia-
betes. Estos resultados contrastan con nuestros
datos anteriores, que muestran altas concentracio-
nes de esclerostina en este mismo grupo de pacien-
tes diabéticos*. Sin embargo, la relacion estableci-
da entre DKKI1 vy esclerostina no ha sido claramen-
te establecida®. A diferencia de nuestros resultados
previos sobre esclerostina, las mujeres tenian con-
centraciones de DKK1 superiores, tanto en la mues-
tra total como en el grupo de DM2. El estradiol y la
progesterona regulan las vias de Wnt en el tejido
endometrial® y el cerebro*, por lo que los efectos

inducidos por los esteroides sexuales podrian
explicar las diferencias de género en DKK1.

En cuanto a la relacion entre el metabolismo 6seo
y DKK1 s6lo encontramos una correlacion débil con
DMO en columna lumbar en la muestra total, y nin-
guna relacion con los marcadores de remodelado
Gseo, osteoporosis o fracturas vertebrales morfométri-
cas. Ademads, la DMO lumbar puede verse afectada
por la calcificacion aértica. Nuestros hallazgos confir-
man los datos anteriores que muestran la inexistencia
de relacion entre DKK1 y los marcadores de recam-
bio 6seo en osteoporosis postmenopdusica' 'y
pacientes en hemodialisis?. La asociacion entre
DKKI1 y la DMO no esta totalmente asentada. No se
ha encontrado relacion con la DMO de pacientes dia-
béticos afroamericanos”. Sin embargo, por otro lado
se ha descrito una relacion inversa entre DKKI1 y
DMO y mayores concentraciones de DKKI1 en
pacientes con osteoporosis® y en la enfermedad
renal crénica*. Por lo tanto, los datos sobre DKK1
sérico y el metabolismo 6seo son controvertidos, e
impiden extraer conclusiones claras al respecto.

En nuestro estudio, los niveles mas altos de DKK1
se relacionaron positivamente con la enfermedad atero-
esclerdtica en pacientes con DM2 independientemente
de la presencia de otros factores de riesgo vasculares, y
concentraciones mas altas de DKK1 estaban relaciona-
das con un GIM patoldgico en diabéticos. Estos resulta-
dos estan en consonancia con los datos previos que
muestran la relacion entre la enfermedad vascular y
DKK1. Los pacientes con enfermedad cerebrovascular
tienen niveles séricos DKK1 mayores respecto a los con-
troles”; y las concentraciones séricas de DKK1 se corre-
lacionaron con la calcificacion de las arterias coronarias
y las placas ateroesclerdtica coronarias®®. Previamente,
Ueland y cols®* demostraron la expresion génica de
DKKI1 en las placas ateroesclerdticas carotideas, y que
DKK1 constituye un nuevo mediador en la activacion de
células endoteliales mediada por las plaquetas. En con-
traposicion a nuestros resultados, las concentraciones
DKK1 se asociaron negativamente con la placa ateroes-
clerdtica en pacientes afroamericanos con DM2Y. Como
sefalan los autores, los afroamericanos tienen una
menor prevalencia de calcificacion vascular, y muestran
relaciones opuestas entre la calcificacion arterial y las
concentraciones séricas de vitamina D en comparacion
con los europeos?, lo que podria explicar la discordan-
cia de los resultados.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones como
el diseno transversal que no permite establecer una
relacion causa-efecto, y el tamano de la muestra que
es relativamente pequeno y podria afectar para
encontrar otros resultados interesantes.

En resumen, las concentraciones plasmaticas de
DKK1 no mostraron diferencias segtin la presencia de
diabetes, y no encontramos relacion con los marcado-
res de remodelado 6seo, el diagndstico de osteoporo-
sis 0 la presencia de fracturas vertebrales morfométri-
cas. Sin embargo, los niveles circulantes de DKK1 son
mas altos en los diabéticos con enfermedad ateroes-
clerdtica y estan relacionados con un GIM patologico.
Estos hallazgos sugieren que DKK1 podria estar invo-
lucrado en el desarrollo de enfermedad ateroscleroti-
ca de los pacientes con DM2.



Tabla 1. Caracteristicas de la muestra de estudio
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Muesrtoal | Grupo DM | Grape noDMZ | ator
Edad (anos) 57+6 58+6 55+7 0,018
Varones/mujeres (n) 62/64 39/33 25/29 0,472
Historia clinica
Duracion diabetes (afos) - 13,7+7,6 -
Hipertension (%) 53,2 80,6 46,3 <0,001
Dislipemia (%) 65,9 94,4 70,4 <0,001
Tabaco (%) 15,1 16,7 13 0,623
Alcohol (%) 8,7 6,9 11,1 0,104
Sedentarismo (%) 47,6 55,6 37 0,048
Evaluacion clinica
IMC (kg/m?) 30,5£5,9 31,445,7 29,3%5,9 0,043
Cintura (cm) 102,6+£12,4 106,4+11,4 97,4+11,9 <0,001
PAS (mm Hg) 130+20 134+97 12417 0,002
PAD (mm Hg) 80£13 80£12 79£15 0,705
Datos analiticos
GBP (mg/dL) 137,2+61,9 173+60,1 80,4+10,4 <0,001
HbAlc (%) 6,7+2,2 8§+1,9 4,8+0,4 <0,001
Creatinina (mg/dL) 0,88+0,18 0,89+0,19 0,86+0,16 0,266
Calcio (mg/dL) 9,5+0,5 9,6+0,5 9,3+0,4 0,001
Fosforo (mg/dL) 3.6+0,5 3,7£0,5 3,5£0,5 0,01
PTH (pg/mL) 43,6+19,5 38,5+18,4 50,4+19,1 <0,001
25(OH)D (ng/mL) 19,5+11,3 17,8+11,5 21,6+10,9 0,06
OC (ng/mL) 1,5+1,3 1,5+1,3 1,5+1,2 0,939
FAo (ng/L) 14%6,5 14,7+6,2 136,83 0,162
CTX (ng/mL) 0,266%0,155 0,209£0,132 0,338+0,153 <0,001
TRAP5b (UI/L) 1,6+0,9 1,421 1,840,8 0,02
Trigliciridos (mg/dl) 142+121 169,9+149,8 104,9+47,7 <0,001
HDL (mg/dl) 53,5¢15,5 49416 50,5+12,5 <0,001
LDL (mg/dl) 111,7£35,5 96,9+34,1 130,8+27,4 <0,001
DKK1 (pg/ml) 21,95+13,1 23,35+13,78 20,1+11,86 0,163
Parametros DXA y fracturas
DMO CL (g/cm?) 0,977+0,148 0,954+0,146 1£0,148 0,068
DMO CF (g/cm?) 0,820+0,124 0,8170,132 0,823+0,117 0,792
DMO CT (g/cm?) 0,906+0,135 0,903+0,145 0,911+0,125 0,772
T-score CL -1,08+1,36 -1,3£1,3 0,82+1,3 0,058
T-score CF -0,55+1,01 -0,6+1,04 -0,49+0,99 0,565
T-score CT -0,55+0,98 -0,62+1 -0,51+0,92 0,557
Osteoporosis (%) 15,9 24,6 9,4 0,047
Fracturas (%) 23 30,3 20 0,274

IMC: indice de masa corporal; PAS: presion arterial sistdlica; PAD: presion arterial diastélica; GBP: glucemia
basal plasmatica; HbAlc: hemoglobina glicada; PTH: parathormona; 25(OH)D: 25-hidroxivitamina D; OC: osteo-
calcina; FAo: fostatasa alcalina 6sea; CTX: telopéptido carboxiterminal del coligeno tipo 1; TRAP5b: fosfatasa
acida tartrato resistente 50; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad: DMO: den-
sidad mineral 6sea; CL: columna lumbar; CF: cuello femoral; CT: cadera total; GIM: grosor intima-media.
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Muestra total Grupo DM2 | Grupo no DM2 valor p
(n=126) (n=72) (n=54)
Enfermedad ateroesclerdtica 35,7 58,3 5,6 <0,001
Enfermedad cerebrovascular (%) 11,9 19,4 19 0,002
Cardiopatia (%) 23,8 38,9 3,7 <0,001
Enfermedad arterial periférica (%) 7,9 13,9 0 0,005
GIM patologico (%) 35,7 54,2 11,1 <0,001
Placa carotidea (%) 15,9 294 0 <0,001
Calcificacion aortica (%) 19 34,8 2,2 <0,001
GIM: grosor intima-media.
Conflicto de intereses: No existe conflicto de 15. Christman MA 2nd, Goetz DJ, Dickerson E, McCall KD,

intereses por parte de los autores.
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Resumen

Introduccion: El objetivo del estudio es evaluar la relacion entre la carga inflamatoria, el riesgo cardio-
vascular y el metabolismo 6seo en pacientes con artritis reumatoide que inician tratamiento con terapia
bioldgica.

Pacientes y métodos: Se trata de un estudio de cohortes prospectivo realizado en pacientes con diagnos-
tico de artritis reumatoide (AR) activa evaluados en la Unidad de Reumatologia y que inician terapia bio-
logica. Los pacientes serdn seleccionados de forma consecutiva. Presentamos los datos preliminares de
14 pacientes.

Resultados: Encontramos una reduccion en las concentraciones de Dickkopf-1 (DKK1) tras el inicio de la
terapia bioldgica (basal: 53,12+60,43 pg/ml vs. 6 meses 23,2+13,5 pg/ml, p=0,307) pero no se alcanzo la
significacion estadistica. Se encontraron cambios en los marcadores de remodelado con aumento en los
niveles de osteocalcina y CTX que no alcanzo la significacion estadistica.

Conclusiones: En pacientes con AR activa tratados con terapia bioldgica hemos observado un descenso
no significativo de las concentraciones séricas de DKK1. La ampliacion tanto de los sujetos de estudio
como de las determinaciones bioquimicas pendientes nos permitirin en un futuro proximo establecer de
forma mas precisa esta asociacion, asi como la relacion entre DKK1, remodelado 6seo, terapia biologica
y enfermedad cardiovascular en pacientes con AR.

Palabras clave: artritis reumatoide, DKKI, terapia bioldgica.
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Changes induced by DKK1 in rheumatoid arthritis patients
who commence biologic therapy treatment

Summary

Introduction: The aim of this study is to assess the relationship among inflammatory charge, cardiovas-
cular risk and bone metabolism in patients with rheumatoid arthritis initiating biological therapy treat-
ment.

Patients and methods: This is a prospective cohort study conducted in patients diagnosed with active
rheumatoid arthritis (RA) assessed in the Rheumatology Unit and initiating biological therapy.

Patients will be selected consecutively, with preliminary data on 14 patients. We present preliminary data
from 14 patients.

Results: Reduced Dickkopf-1 (DKK1) concentrations after commencing biological therapy were detected
(baseline: 53.12+60.43 pg/ml vs 6 months 13.5+£23.2 pg/ml, p=0.307) but without statistical significance.
Changes were found in markers for bone remodeling with increased osteocalcin levels and CTX which
were not statistically significant either.

Conclusions: We observed a nonsignificant decrease in DKK1 serum in patients with active RA treated
with biologic therapy. Expanding the scope of study subjects and pending biochemical determinations
will allow us, in the near future, to establish more precisely this link and the relationship of DKK1, bone
remodeling, biological therapy and cardiovascular disease in RA patients.

Key words: rheumatoid arthritis, DKK1, biological therapy.

Introduccion

La artritis reumatoide (AR) y otras enfermedades
reumdticas inflamatorias, como la espondilitis
anquilosante y la artritis psoridsica, presentan una
mayor mortalidad cardiovascular debida al desarro-
llo de ateroesclerosis acelerada'. La inflamacion
cronica persistente asi como factores genéticos se
han implicado en el desarrollo de la ateroesclerosis
acelerada y, consecuentemente, de episodios car-
diovasculares®.

La via Wnt se ha involucrado no sélo en la alte-
racion del metabolismo 6seo? sino también en la
patologia cardiovascular®’, por lo que podria ser el
nexo comun entre estas enfermedades. La implica-
cion de la artritis reumatoide en esta via se ha
explicado a través de las citoquinas proinflamato-
rias involucradas en su patogénesis, como el fac-
tor de necrosis tumoral alfa (TNF o), que tiene un
papel relevante en el proceso de diferenciacion
osteoclastica aumentando el ligando del receptor
activador del factor nuclear kB (RANKL) asi como
Dickkopf-1 (DKK1) y esclerostina, ambos inhibi-
dores de la via Wnt°. Por tanto, el control de la
actividad en pacientes con AR deberia suponer no
solo un aumento de la densidad mineral 6sea sino
también una reduccion del riesgo cardiovascular.

El objetivo del estudio es evaluar la relacion
entra la carga inflamatoria, el riesgo cardiovascu-
lar y el metabolismo 6seo en pacientes con artritis
reumatoide que inician tratamiento con terapia
biologica. Para ello se ha analizado la relacion
entre la actividad inflamatoria, las concentraciones
séricas de antagonistas de la via Wnt (DKK1), la
enfermedad cardiovascular determinada por el
método SCORE modificado para AR, el grosor inti-
ma-media carotidea y la enfermedad d&sea en
pacientes con AR, al inicio de tratamiento con

terapia biologica y a los 6 y 12 meses de trata-
miento. En el presente trabajo se presentan los
datos preliminares del estudio.

Pacientes y métodos

Se trata de un estudio cohortes prospectivo de
pacientes con diagndstico de AR activa evaluados
en la Unidad de Reumatologia, y que inician tera-
pia biologica. Para el diagnostico de AR se aplica-
ran los criterios ACR 1987. Los criterios de inclu-
sion fueron los siguientes: diagndstico de AR,
edad mayor de 18 anos, presencia de actividad de
la enfermedad (DAS >24) a pesar de tratamiento
con farmacos modificadores sintéticos de la enfer-
medad, y firma de consentimiento informado. Se
excluyeron pacientes con eventos cardiovascula-
res previos, fracturas osteopordticas previas,
enfermedad metabdlica 6sea distinta a osteoporo-
sis, enfermedad renal crénica, hepatopatia croni-
ca, diabetes mellitus tipo 1 y 2, enfermedad neo-
plasica, embarazo y lactancia.

El estudio fue presentado y aceptado por el
Comité de Etica para la Investigacion Clinica del
Hospital General Universitario Rafael Méndez.
Todos los participantes fueron informados del tipo
de estudio y de sus procedimientos, y proporcio-
naron su consentimiento informado antes de rea-
lizar cualquier procedimiento del estudio. El estu-
dio se diseno y se realizo de acuerdo a las normas
éticas de la declaracion de Helsinki.

Se recogieron las siguientes variables: niveles séri-
cos de DKK-1, caracteristicas sociodemogrificas, ten-
sion arterial (TA), DAS-28 con VSG, Escala analdgica
visual (EVA) de la enfermedad por el paciente medi-
da de 0 a 10, duraciéon de la enfermedad determina-
da en anos, respuesta de la enfermedad al tratamien-
to valorada mediante respuesta EULAR, valores de



Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas

N 14
Edad, media + DE 47,14+14,06
Mujer, n (%) 9 (64,3)
IMC, media + DE 29,89+7,41
HTA, n (%) 3 (21,49
DLP, n (%) 3 (21,49
Toma de alcohol, n (%) 2 (14,3)
Habito tabaquico, n (%) 9 (64,3)

DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal,
HTA: hipertension arterial; DLP: dislipemia.

factor reumatoide y anticuerpos antipéptido citrulina-
do, hemograma, bioquimica general con funcion
hepatorrenal, perfil lipidico (colesterol total, HDL,
LDL, triglicéridos), proteina C reactiva (PCR), calcio y
fosforo sérico, parathormona (PTH), 25-hidroxivita-
mina D3 (25-OH vitamina D3), marcadores del remo-
delado 6seo (fosfatasa alcalina 6sea, osteocalcina,
telopéptido C-terminal del colageno tipo T -CTX-),
grosor de la intima-media carotidea (c-IMT), modelo
SCORE (Systematic Coronary Risk Evaluation,
Evaluacion sistemafica del riesgo coronario), modelo
SCORE modificado para AR, y densidad mineral 6sea
en columna lumbar y cadera medida mediante absor-
ciometria dual de rayos X (DXA).

Determinaciones bioquimicas
El andlisis de pardmetros bioquimicos habituales
se realiz6 a través de técnicas estandarizadas.

Las concentraciones de hormonas calciotropas
se determinaron por HPLC para 25-OH vitamina
D3 y ELECSYS para PTH intacta. Los marcadores
bioquimicos de remodelado se determinaron de
forma automatizada (Roche Elecsys 2010).

Las concentraciones de DKK1 se evaluaron a
través de ELISA (Biomedica Medizinprodukte
GmbH and Co. KG, Viena, Austria) segln las ins-
trucciones del fabricante. Para el resto de determi-
naciones bioquimicas pendientes disponemos de
muestras congeladas a -80 °C.

Evaluacion de densidad mineral osea

La densidad mineral 6sea en columna lumbar y
cuello femoral se evalu6 a través de densitometria
dual de rayos X (DXA) (Norland XR-800).

Para pacientes postmenopdusicas y varones
>50 anos se utilizo el T-score para clasificar la
DXA central en normal, osteopenia y osteoporo-
sis. En el resto de los casos se utilizd la Z-score,
considerandose baja masa 6sea una Z-score <-2.

Evaluacion de c-IMT

La evaluacion ultrasonografica de las arterias caroti-
das se realiz6 a través de eco-doppler (Philips iU22)
con una sonda lineal de 9-3 MHz. Se valoré el ¢-IMT
y la existencia de placas. El ¢-IMT se midi6 en el ter-
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cio distal de ambas arterias cardtidas primitivas, 1 cm
antes del bulbo. La placa se definié6 como un engro-
samiento focal mayor de 0,5 mm dentro de la luz
arterial o un engrosamiento >50% del espesor de la
intima adyacente o un grosor de la intima >1,5 mm.

Evaluacion de riesgo cardiovascular

El riesgo cardiovascular de los pacientes se deter-
mind mediante el modelo SCORE y SCORE modi-
ficado para AR. Aquellos pacientes que en la eco-
grafia carotidea presentaban placas y/o c-IMT >0,9
se clasifican como pacientes de muy alto riesgo
cardiovascular independientemente del SCORE
obtenido.

Andalisis estadistico
Los datos de variables continuas se expresan como
media + desviacion estandar. Los datos para las varia-
bles categoricas se presentan como porcentajes. Los
cambios en las variables cuantitativas antes y después
del tratamiento se han comparado con el test de
Student para muestras apareadas. Las variables cate-
goricas se han comparado a través del test x2

Los analisis de correlacion se han realizado
mediante la correlacién de Pearson (distribucion
normal) o de Spearman (distribucién no normal).
Los valores de P<0,05 se han considerado signifi-
cativos. Para el andlisis estadistico se ha utilizado
el programa SPSS, version 18.0, software (SPSS,
Chicago, IL).

Resultados

Hasta septiembre de 2015 se han incluido 14
pacientes naives a terapia biologica. En este arti-
culo presentamos los resultados a 6 meses.

Variables demogrdficas-clinicas

La edad media de los 14 pacientes fue de 47+14
anos. El 64,3% fueron mujeres. El 21,4% de los
pacientes incluidos eran hipertensos y el 64,3%
eran fumadores. Los valores del resto de variables
se muestran en la tabla 1.

Variables relacionadas con la enfermedad
La duracion media de la enfermedad fue de 68+71
meses (IC 10-240). El DAS 28-VSG basal medio fue
de 4,41+1, el ndmero de articulaciones tumefactas
medio de 3+2, el nimero de articulaciones dolo-
rosas medio de 4+3 y la escala visual analégica
(EVA) de la enfermedad determinada por el
paciente de 7+2.

El 71,5% presentaron factor reumatoide positivo
y anticuerpos antipéptido citrulinado. El 64,3% de
los pacientes incluidos en el estudio tomaban far-
macos modificadores de la enfermedad (FAMEs)
asociados a la terapia biolégica. La dosis media de
prednisona fue de 3,7+2,5 mg.

Solo el 44,4% de los pacientes presentaron res-
puesta EULAR al tratamiento a los 6 meses.

Variables analiticas y relacionadas con el metabo-
lismo oseo

Los valores de estas variables se representan en la
tabla 2.
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Tabla 2. Variables bioquimicas y relacionadas con el metabolismo 6seo, actividad de la enfermedad y riesgo
cardiovascular basal y a los 6 meses

Basal (N=14) 6 meses (N=9)
Colesterol total (mg/dD), media + DE 198,85+37,09 1955591
HDL-colesterol (mg/dl), media + DE 62,71+24,32 52+24,06
LDL- colesterol (mg/dl), media + DE 129,57+34,24 138+59,07
Triglicéridos (mg/dD), media + DE 117,85+43,95 154+76,80
PCR (mg/L), media + DE 8,62+10,50 6,66+9,34
PTH-i (pg/ml),media + DE 37,85%12,76 52,01+14,88
25-OH vitamina D (ng/dD), media + DE 18,70+6,89 28,40£19,51
FAO (ug/dD), media + DE 11,82+4,20 11,50+4,13
Osteocalcina (ng/ml), media + DE 13,73+6,75 19,27+ 11,54
CTX (ng/ml), media + DE 0,26+0,11 0,37+0,21
DXA central
- Normal, n (%) 11 (78,6)
- Osteopenia, n (%) 0 (0
- Osteoporosis, n (%) 1(7,D
DAS 28-VSG, media + DE 4,41+0,99 3,38+1,51
EVA-enfermedad, media + DE 7+2 3,66+2,82
SCORE
- Bajo, n (%) 6 (42,9 5 (55,0)
- Moderado, n (%) 8 (57,D 3 (33,3)
- Alto, n (%) 0 (0) 11,1
- Muy alto, n (%) 0 0@
SCORE modificado
- Bajo, n (%) 6 (42,9 5 (55,0
- Moderado, n (%) 6 (42,9) 2(22,2)
- Alto, n (%) 2 (14,3) 1(11,1)
- Muy alto, n (%) 0 (0 1(11,D
SCORE-ecografia
- Bajo, n (%) 5(35,7) 5 (55,6)
- Moderado, n (%) 17,D 2(22,2)
- Alto, n (%) 1(7,D 1(1,D
- Muy alto, n (%) 7 (50) 11D
¢-IMT derecha (mm), media + DE 0,54+0,18 0,51£0,10
¢-IMT izquierda (mm), media + DE 0,64+0,20 0,49+0,08
Placas carotideas, n (%) 7 (50) 2.(25)

DE: desviacion estandar; PCR: proteina C reactiva; FAO: fosfatasa alcalina 6sea; CTX: telopéptido C-terminal del
colageno tipo I; ¢-IMT: grosor intima-media carotidea.
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Figura 1. Cambios en las concentraciones de DKK1 tras el tratamiento biolégico
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Correlacion entre remodelado oseo, DKK1, actividad
de la enfermedad y c-IMT

No se encontré correlacion significativa entre la
actividad de la enfermedad medida mediante DAS
28-VSG vy los niveles de fosfatasa alcalina, osteo-
calcina, CTX o DKKI1. Tampoco observamos nin-
guna relacion entre los marcadores de remodela-
do o las concentraciones de DKK1 y el grosor de
la intima media.

No encontramos asociacion entre la actividad
de la enfermedad medida por DAS 28-VSG vy el
riesgo cardiovascular evaluado mediante SCORE y
SCORE modificado.

Cambios en DKK1 tras el tratamiento y relacion
con parametros de la enfermedad

Encontramos disminucion en los niveles de DKK1
tras el inicio de la terapia biologica (basal:
53,12+60,43 pg/ml vs. 6 meses 23,2+135 pg/ml,
p=0,307) que no alcanzo significacion estadistica
(Figura 1). No encontramos asociacion estadistica-
mente significativa entre la disminucion de los
niveles de DKK-1 y respuesta EULAR de la enfer-
medad al tratamiento. En cuanto a los marcadores
de remodelado 6seo, se detecté un aumento en
los niveles de osteocalcina y CTX que no alcanzo
la significacion estadistica.

Discusion

Diferentes estudios epidemiolégicos han demos-
trado una asociacién entre la pérdida de densidad
mineral 6sea, la calcificacion vascular y la morbi-
mortalidad cardiovascular™. La via Wnt esta impli-
cada en la regulacion de la calcificacion vascular y
en la diferenciacion de las células musculares lisas
a osteoblastos®. Se ha demostrado un aumento en

la expresion de DKK1 en placas ateroesclerdticas
carotideas'"* asi como un aumento de las concen-
traciones séricas de esclerostina en pacientes con
enfermedad ateroesclerdtica y diabetes tipo 2%.
Por otra parte, en pacientes con AR se han
demostrado niveles circulantes de DKK1 elevados
que se han relacionado con dano radiologico'*, y
la expresion de esclerostina parece correlacionar-
se de manera positiva con los niveles de DKK1".
Nuestro estudio mostré una disminucién en los
niveles de DKK-1 a los 6 meses de tratamiento, lo
que esta en concordancia con lo publicado reciente-
mente por Briot y cols.*. En este articulo, los pacien-
tes con AR activa tratados con tocilizumab experi-
mentaron un descenso de las concentraciones de
DKKI1 asi como un descenso de los marcadores de
formacion. Sin embargo, en nuestro estudio encon-
tramos un aumento en los marcadores de formacion
y de resorcion post-tratamiento, aunque no alcanzé
significacion estadistica. Nuestro limitado tamano
muestral sin duda ha influido en nuestros resultados.
Como conclusion, podemos decir que en
pacientes con AR activa tratados con terapia bio-
l6gica hemos observado un descenso no significa-
tivo de las concentraciones séricas de DKK1 y un
aumento significativo de la resorcion. La amplia-
cion tanto de los sujetos de estudio como de las
determinaciones bioquimicas pendientes nos per-
mitirdn en un futuro préximo establecer de forma
mas precisa esta asociacion, asi como la relacion
entre DKK1, remodelado 6seo, terapia biologica y
enfermedad cardiovascular en pacientes con AR.

Conflicto de intereses: los autores declaran no
tener conflictos de intereses en relacion con este
articulo.
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Resumen

La osteogénesis imperfecta (OI), es una patologia poco frecuente y muy heterogénea desde el punto de
vista clinico y genético. Su caracteristica principal es la fragilidad 6sea, habiéndose descrito varios tipos.
Generalmente es causada por mutaciones en los genes que codifican para las cadenas al y a2 del pro-
colageno tipo 1 (COL1A1 y COL1A2) con herencia autosémica dominante.

Comunicamos los casos de dos pacientes (padre e hija) con OI cuyo estudio genético muestra una muta-
cion en COL1A1 no conocida previamente: la delecion de una Guanina, G(c.3524delG). Se repasan aspec-
tos clinicos, de herencia y opciones reproductivas de los pacientes afectados.

Palabras clave: osteogénesis imperfecta, estudio genético, gen COLIAI
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Classic non-deforming osteogenesis imperfecta. Report of a new
mutation in the COL1A1 gene in two cases in the same family

Summary

Osteogenesis imperfecta (OD), is a rare condition which is heterogeneous in clinical and genetic terms.
Several types have been described and its main feature is bone fragility. It is generally caused by gene
mutations in those genes which codify for the al and a2 of the type 1 collagen (COL1A1 and COL1A2)
with dominant autosomal heredity.

We report the case of two relatives (father and daughter) with OI whose genetic study shows a mutation
in COL1A1 previously undetected: the deletion of a Guanine, G(c.3524delG). Clinical aspects, heredity

and reproductive options of the patients affected are considered.

Key words: osteogenesis imperfecta, genetic research, COL1AI gene.

Introduccion

La osteogénesis imperfecta (OI), también conoci-
da como “la enfermedad de los huesos de cristal”,
es una patologia poco frecuente y muy heterogé-
nea desde el punto de vista clinico y genético. Es
debida a la mutacion de genes que intervienen en
la formacion del colageno tipo 1. Afecta a uno de
cada 15.000-20.000 nacidos vivos. Aunque su
caracteristica principal y comuin es la fragilidad
Osea, se han descrito varios tipos en funcion de
sus caracteristicas clinicas, radiologicas y genéti-
cas'.

Generalmente la Ol es causada por mutaciones
heterocigotas en los genes que codifican para las
cadenas al y a2 del pro-colageno tipo 1 (genes
COL1A1 y COL1A2) aunque también se han iden-
tificado otros genes implicados. Las mutaciones en
los genes COL1A1 y COL1A2 se heredan con un
patrén autosémico dominante!,

Comunicamos dos casos de sendos pacientes
(padre e hija) afectados por una forma no defor-
mante de OI (probablemente tipo 1 de Sillence)
en los que el estudio genético muestra una muta-
cion en el gen COL1A1 no conocida previamente.
Se trata de una delecion en heterocigosis de una
Guanina, G(c.3524delG), no descrita en la biblio-
graffa ni en las bases consultadas.

Caso 1

Paciente varén de 65 anos diagnosticado de OI a
raiz de estudio de una hija también afectada. No
presentaba antecedentes familiares previos de la
enfermedad (Figura 1).

Referia antecedente de varias fracturas (en
nimero aproximado de 6-7) durante la infancia y
la adolescencia tras traumatismos minimos, la pri-
mera del himero a los 2 anos de edad. Durante la
edad adulta habia tenido dos nuevas fracturas en
codo y hombro. Todas habian sido tratadas de
forma conservadora. Recibié tratamiento con cal-
cio durante la infancia. También habia presentado
a lo largo de su vida multiples esguinces y varias
roturas musculares. Diagnosticado de otoesclero-
sis, habia sido intervenido quirdrgicamente para
estapedectomia de ambos oidos.

Fue remitido a nuestra consulta por osteoporo-
sis detectada en densitometria 6sea (DXA), que
mostraba unas T-scores de -3,4 en columna lum-
bar (L1-L4), -3 en cuello femoral y -2,8 en fémur
total. Se encontraba asintomatico.

En la exploracion fisica llamaba la atencion
una talla de 162 cm, escleras azules y presencia de
dentinogénesis imperfecta. No presentaba defor-
midades toracicas, ni en columna dorsolumbar ni
en miembros, salvo en codo derecho (postfractura).
No se apreciaba hiperlaxitud.

El estudio del metabolismo calcio-fosforo mos-
tr6 niveles normales de calcio, fésforo, calciuria, y
parathormona (PTHi). Los niveles de 25 hidroxivi-
tamina D (250HCC) estaban en rango de insufi-
ciencia: 22 ng/ml (valores deseables >30 ng/mbD.
Los marcadores de remodelado dseo se encontra-
ban en rango normal. Se descartaron otras causas
endocrinas de osteoporosis.

Como parte de nuestro protocolo de estudio
de pacientes afectados de OI, se realiz6 una radio-
grafia de columna cervical que descarté impresion
basilar, y una radiografia de térax en la que se evi-
denciaron cambios degenerativos en columna; el
ecocardiograma mostré una minima dilatacion de
la aorta ascendente; las pruebas de funcion respi-
ratoria resultaron normales, y en la ecografia de
abdomen se descart6 litiasis renal.

Se realiz6 estudio genético mediante secuencia-
cion masiva por NGS (Next-Generation Sequencing)
de los genes COL1A1, COL1A2, CRTAP y LEPREL,
detectindose en el gen COLIAl una delecién en
heterocigosis de una Guanina (c.3524delG). Esta
mutacion da lugar a un cambio en la pauta de lec-
tura, lo cual, a nivel de la proteina del coligeno,
origina un codoén de parada prematuro
(p.Gly1175Valfs*64) por lo que es probable que se
trate de un cambio patégeno. Se detectaron otros
cambios que fueron considerados polimorfismos.

Se recomendd tratamiento con alendronato
semanal asociado a suplementos diarios de calcio
y vitamina D, evidencidindose una discreta mejoria
densitométrica tras 1 ano de tratamiento (T-scores
de -3,2 en columna lumbar, -2,9 en cuello femoral
y -2,4 en fémur total).
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Pedigree de familia con mutacién no descrita previamente
causante de osteogénesis imperfeta (OI) en 2 casos
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Caso 2

Paciente de 30 anos, hija del paciente anterior (Figura 1),
diagnosticada en la infancia de OI a raiz de una frac-
tura de tibia desplazada seguida de fractura de clavi-
cula tras traumatismos leves. Posteriormente presen-
to tres nuevas fracturas, la dltima a los 12 anos, pre-
cisando una de ellas tratamiento quirdrgico (olécra-
non). Entre otros antecedentes de interés destacaban
multiples esguinces de tobillo y estapedectomia de
oido derecho. Nunca habia recibido tratamiento para
su enfermedad y se encontraba asintomatica.

La paciente deseaba conocer sus opciones repro-
ductivas para tener un hijo libre de enfermedad.

En la exploracion fisica destacaba una talla de
153 cm, escleras azules y dientes normales. No se
apreciaron deformidades a ningin nivel.

Las pruebas de laboratorio resultaron norma-
les, salvo los niveles de 250HCC: 23 ng/ml, y tam-
bién el resto del estudio realizado (radiografia de
columna cervical, ecocardiograma, espirometria,
ecograffa abdominal). Los resultados de la densi-
tometria mostraron una densidad mineral Osea
normal: T-scores de -0,9 en columna lumbar (L1-
L4), 0,0 en cuello femoral y -0,1 en fémur total. Se
recomendo suplementacion con vitamina D.

Se realizo estudio genético dirigido para la
busqueda de la mutacion identificada en su padre,
confirmando que la hija es portadora de la misma
delecion en heterocigosis en el gen COL1A1 que
presentaba su padre. Se realizé asesoramiento
genético para informar sobre las posibles conse-
cuencias para el afecto a su descendencia, de los
resultados de un estudio genético y sus ventajas y
riesgos, ademas de informarle de las posibles
alternativas derivadas del analisis.

Discusion

El colageno tipo 1 es una proteina estructural que
forma parte del hueso, la piel, los dientes, tendones,
ligamentos y esclerdticas. En general, la OI es causa-
da por mutaciones heterocigotas en los genes que
codifican las cadenas al y a2 del pro-coldgeno tipo 1
(genes COL1A1 y COL1A2) aunque también se han
identificado otros genes implicados en el procesa-
miento del coldgeno tipo 1, como CRTAP y LEPRE.
El gen COL1A1 esta localizado en el cromosoma 17
en la region q21-q22, y el gen COL1A2 en el cromo-
soma 7 en la region q22. Las mutaciones en los
genes COL1A1 y COL1A2 se heredan con un patrén
autosémico dominante™, es decir, cada vez que un
parental afecto concibe un hijo, existe en cada
embarazo un 50% de posibilidades de transmitirle la
enfermedad, independientemente del sexo.

Las alteraciones clinicas de la OI relacionada
con los genes COL1A1 y COL1A2 son fundamental-
mente fracturas en ausencia de traumatismo o tras
traumas minimos, dentinogénesis imperfecta varia-
ble y pérdida de audiciéon en la edad adulta. La
severidad de la presentacion clinica depende del
efecto de la mutacion. Las mutaciones que inducen
una disminucion en la cantidad del coligeno sinte-
tizado dan lugar a formas de enfermedad mas leve
que las que afectan a la estructura proteica’.

Existe un continuum desde la forma mas grave, la
perinatal-letal (tipo 2 de la clasificacion de Sillence),
individuos con deformidades muy severas, talla baja y
alteracion de la movilidad (tipos TIT y TV de Sillence),
hasta pacientes practicamente asintomaticos de esta-
tura normal con dentinogénesis imperfecta y predis-
posicion a fracturas, pero con expectativa de vida
normal (tipo I de Sillence)’.



NOTA CLINICA / Rev Osteoporos Metab Miner. 2016;8(1):36-39 a

El diagnéstico de OI debe hacerse basaindose en
la historia familiar, la historia de fracturas, general-
mente espontdneas o con traumatismos minimos, la
talla baja, a veces asociada a deformidades mas o
menos graves, y la presencia de otros datos clini-
cos como escleras azules o grises, dentinogénesis
imperfecta, laxitud ligamentosa y pérdida de audi-
cion progresiva tras la pubertad. Los hallazgos
radiologicos incluyen osteopenia u osteoporosis,
presencia de huesos wormianos, deformidades
Oseas y fracturas o sus secuelas. Para confirmar el
diagnostico se recomienda realizar estudio genéti-
co molecular®’.

Los dos casos descritos muestran una forma leve
de OI, la mas frecuente, con caracteristicas comunes
como la predisposicion a las fracturas con traumatis-
mos minimos, la talla baja, las esclerdticas azules, la
hiperlaxitud ligamentosa con tendencia a esguinces
y luxaciones y la hipoacusia de transmision precoz,
pero no comparten otros datos clinicos como la den-
tinogénesis imperfecta. En las formas leves es posi-
ble encontrar una densidad mineral 6sea dentro de
limites normales debido a que la DXA mide conteni-
do mineral 6seo y no de colageno’. Esta descrito que
puede no existir una clara correlaciéon genotipo-
fenotipo incluso dentro de la misma familia®.

Los estudios genéticos de los genes COL1A1 y
COL1A2 detectan anormalidades en mas del 90%
de los individuos con OI de los tipos I, II, Il y TV
de Sillence. Su sensibilidad es similar a la del ana-
lisis cuantitativo y estructural del colageno tipo 1
en cultivos de fibroblastos obtenidos de una biop-
sia de piel®.

Las mutaciones se encuentran con mas frecuen-
cia en el gen COL1A1 (hasta en un 70% de los casos)
que en el gen COL1A2 y en ambos casos se heredan
con patréon autosomico dominante o bien se com-
portan como mutaciones de novo. En total se han
descrito mas de 1.500 mutaciones diferentes. En
nuestros pacientes el estudio detectd una delecion
en heterocigosis de una Guanina (¢.3524delG) en el
gen COLI1AL. Esta mutacion, no descrita previamen-
te en la bibliograffa hasta ahora, da lugar a un cam-
bio en la pauta de lectura, lo cual a nivel de la pro-
teina del coldgeno, origina un codén de parada pre-
maturo (p.Gly1175Valfs*64), por lo que es muy pro-
bable que se trate de un cambio patégeno. Otros
cambios detectados fueron considerados polimorfis-
mos sin asociacion clinica.

Las mutaciones de novo constituyen el 100%
de los casos con forma perinatal-letal (tipo II de
Sillence), casi el 100% en las formas progresiva-
mente deformantes y aproximadamente el 60% de
las formas cldsicas no deformantes®. Por la historia
familiar de nuestros pacientes, el padre sufrié una
mutacion de novo que fue transmitida a su hija
con patron autoséomico dominante. Conociendo la
forma de herencia se procedié a informar a la
paciente y a hacer consejo genético, incluyendo
discusion sobre potenciales riesgos y sobre posi-
bles opciones reproductivas.

La hija (Caso 2) consulta acerca de la manera de
poder tener un hijo libre de esta enfermedad.
Gracias a que se ha identificado la mutacion que

causa su OI se puede hablar de 3 opciones repro-
ductivas: el Diagnéstico Genético Preimplantacional,
tras un tratamiento de fertilizacién in vitro, que
permite testar genéticamente los embriones y
seleccionar los no afectos de OI para ser transferi-
dos al tutero; otra opcion seria un tratamiento de
fertilizacion in vitro con 6vulos de donante. Esta
técnica evita la gestacion de un nifio con OI, por-
que sustituye el gameto del progenitor afecto por
la enfermedad por un gameto sano anénimo.
Otra opcion seria concebir un hijo y realizar un
Diagnostico Prenatal tras la obtencion de células
fetales, mediante biopsia de corion o amniocente-
sis genética, sobre las cuales se pueden dirigir
estudios genéticos de OI (s6lo cuando ya se cono-
ce la mutaciéon responsable de la enfermedad en
esa familia, que serd la que se buscara en el feto)".

No esta claramente establecido el tratamiento
de eleccion en pacientes adultos con OI, pero
varios trabajos han demostrado la eficacia de los
bifosfonatos tanto orales como intravenosos'*.
Esta por establecer la utilidad de otros farmacos
como denosumab® y parathormona'.
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Resumen

Los micro-ARN (miRs) son pequenas moléculas de ARN no codificantes que regulan la expresion génica
a nivel post-transcripcional. Generalmente actian sobre la expresion genética mediante el silenciamien-
to o degradacion de los ARNm, y estan implicados en la regulacion de varios procesos biologicos, como
la diferenciacion celular, la proliferacion, la apoptosis y en el desarrollo embrionario y tisular.
Actualmente son un importante foco de interés para el estudio de diversas enfermedades como el can-
cer o la diabetes mellitus tipo 2. A nivel del metabolismo 6seo, estin surgiendo diversos miRs implica-
dos en su regulacion, abriendo un campo de investigacion importante para identificar nuevos biomarca-
dores para el diagnostico de la enfermedad osteopordtica, de su evolucion, asi como para disefiar nue-
vas terapias farmacolégicas.

Palabras clave: epigenética, micro-ARN, biomarcadores y osteoporosis.

What are microRNAs? Potential biomarkers and therapeutic targets in
0Steoporosis

Summary

Micro-RNAs (miRs) are small non-coding RNA molecules that regulate gene expression at post-transcrip-
tional level. Generally, they act on gene expression by silencing or degrading mRNAs, and are involved
in regulating various biological processes, such as cell differentiation, proliferation, apoptosis and in
embryonic and tissue development. They are currently a major focus of interest in the study of various
diseases such as cancer or type 2 diabetes mellitus. At level of bone metabolism, various miRs are emer-
ging that are involved in their regulation, opening an important research field to identify new biomarkers
for diagnosis of osteoporosis and its development, and to design new drug therapies.

Key words: epigenetics, micro-RNA, biomarkers and osteoporosis.



Introduccion

Los miRs fueron descubiertos en 1993 al estudiar
la regulacion del desarrollo del nematodo
Caenorbabditis elegans'. Son pequenas moléculas
de ARN (21-23 nucledtidos), no codificantes para
proteinas que constituyen una extensa familia de
genes reguladores postranscripcionales. Estan
implicados en la regulacion de varios procesos
biologicos, como la diferenciacion celular, la pro-
liferacion, la apoptosis y en el desarrollo embrio-
nario y tisular’. Funcionan como un gen epigené-
tico endodgeno y, aunque generalmente silencian
genes diferentes de aquellos de los cuales se han
transcrito, existen también miRs con funcion pro-
motora y/o coactivadora para otros genes’.

Desde su descubrimiento se han convertido en
uno de los temas mds estudiados en el campo de la
regulacion epigenética de las células, y actualmente
se encuentra disponible gran cantidad de informa-
cion que nos ha llevado a conocer mejor los proce-
sos biologicos en los que estan implicados. Todo
ello ha hecho que recientemente sean un foco de
interés para la medicina como dianas terapéuticas en
multitud de enfermedades. Hasta el momento actual,
han sido descritas mas de 2.000 secuencias distintas
de miRs en humanos, recogidas en la base de datos
de miRBase (http://www.mirbase.org).

Los miRs representan solo un 2-3% del genoma
humano, y se calcula que pueden regular la expre-
sion de aproximadamente un 60% de los genes'.
Un solo miR puede regular alrededor de 200 trans-
critos diferentes, pudiendo actuar cada uno en una
via celular distinta, asi como un mismo ARNm
puede ser regulado por multiples miRs*®.

La génesis de los miRs ha sido bien estudiada y
caracterizada por varios autores™. En primer lugar,
en el interior del nicleo los genes que codifican
para miRs se transcriben en forma de precursores
largos, dando lugar a los llamados miRs primarios,
cuya longitud varia entre cientos de pares de
nucleotidos. Este precursor es cortado por las ribo-
nucleasas Drosha y Pasha/DGCR8 en una o mds
moléculas de ARN con forma de horquilla, trans-
formandolo en premiRs de 60-70 nucledtidos. Los
premiRs salen del nudcleo hacia el citoplasma ayu-
dados por la Exportina-5, donde tendrd lugar el
proceso de maduracion del miR. En el citoplasma,
el premiR es transportado por el complejo RLC
(RISC loading complex) formado por la ARNasa
Dicer, TRBP (proteina de unién a ARN en respues-
ta a transactivacion), PRKRA (proteina quinasa acti-
vadora dependiente de ARN) y Ago2. Este comple-
jo produce el clivaje del premiR generando un
diplex con una cadena madura de miR y su com-
plementaria. La cadena madura junto con Ago2
formardn el complejo RISC (complejo silenciador
inducido por ARN) y la cadena complementaria
serd eliminada. RISC se une con una molécula de
ARNm (generalmente en la region 3’ no traducida)
que posee una secuencia complementaria a su
componente miR y corta el ARNm, lo que lleva a
la degradacion del ARNm o a modificar su traduc-
cion. Algunos miRs también sirven como guias
para la metilacion de secuencias complementarias;
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ambos procesos afectan a la transcripcion. La bio-
génesis y el mecanismo por el cual los miRs regu-
lan la expresion se ilustra en la figura 1.

La secuencia complementaria entre el ARNm y
el miR es de tan solo 7 nucledtidos, con lo que se
cree que cada miR podria potencialmente aparear-
se con cientos de ARNm diferentes. Del mismo
modo, una Gnica molécula de ARN podria tener
multiples sitios de unién a miRs. La inhibicion de
la traduccion debe requerir la union de varios
complejos RISC a la misma molécula de ARNm".

MicroARNs como biomarcadores

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada
por una disminucion de la masa 6sea y una altera-
cion de su calidad, con deterioro de la microarqui-
tectura, que lleva al aumento del riesgo de fracturas
con traumatismos minimos. A pesar de que actual-
mente disponemos de varias herramientas para eva-
luar el riesgo de fracturas osteopordticas, muchos
pacientes con bajo riesgo sufren fracturas y a la inver-
sa. Los miRs podrian anadir informacion para mejo-
rar la prediccion de este riesgo. Uno de los desafios
en el campo de la osteoporosis es la deteccion pre-
coz de la enfermedad osteoporética, lo que permi-
tirfa una actuacion temprana y la obtencion de
mejores resultados en los tratamientos. Para ello es
necesario desarrollar métodos no invasivos mas efi-
caces que sean predictores de la pérdida de masa
Osea, del riesgo de fractura y/o de la respuesta tera-
péutica, y que nos permitan monitorizar y valorar
la eficacia del tratamiento farmacolégico.

En este sentido, los miRs pueden ser unos nue-
vos biomarcadores de gran interés, ya que se ha
demostrado que son resistentes a la actividad
ARNasa en sangre periférica, lo que les confiere una
elevada estabilidad en suero y plasma. Por otro lado,
son reproducibles y tienen una elevada especificidad
tisular entre individuos'*2. Conocemos que los nive-
les de expresion de varios miRs varian con el enve-
jecimiento, y que un miR especifico puede tener un
efecto positivo y negativo en una misma célula
dependiendo de su estado de diferenciacion®.
Ademas, ya estan descritas distintas alteraciones en
la expresion de los miRs fuertemente relacionadas
con la aparicion y desarrollo de enfermedades
como el cancer, diabetes mellitus tipo 2, Alzheimer,
osteoartritis, etc.'* y su cuantificacion ya esta sien-
do utilizada como biomarcadores en el diagnéstico
y progresion de dichas enfermedades'®™.

En estos ultimos anos han empezado a descri-
birse distintos miRs relacionados con la enferme-
dad osteopordtica y/o el riesgo de fractura' )
aunque todavia los datos son escasos.

El miR-2861 ha sido el primer miR al que se le
ha atribuido una implicacién clinica en la osteopo-
rosis humana®. El miR-2861 tiene como molécula
diana una histona deacetilasa (HDAC5) la cual
regula de manera negativa RunX2. Mutaciones en el
locus que lo codifica inducen osteoporosis, y ani-
males tratados con inhibidores de miR-286 presen-
tan un fenotipo de baja masa 6sea. Posteriormente
se han descrito otros miRs que pueden desempenar
un papel importante en la regulacion del metabo-
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Figura 1. Biogénesis del micro-ARN
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lismo 6seo teniendo como diana a varios genes que
codifican factores de transcripcion cruciales en el
remodelado Gseo; sin embargo, atn se desconoce
cudles de ellos estan relacionados con una mayor o
menor tasa de recambio 6seo y baja masa 6sea. En
las figuras 2a y 2b podemos observar los distintos
miRs que actian tanto a nivel de células de estirpe
osteoblastica como osteoclastica*?,

Entre los diversos miRs descritos hasta el
momento actual cabe destacar el papel de algunos
de ellos como posibles biomarcadores del riesgo de
fractura osteopordtica en nuestra poblacion. En con-
creto, encontramos que miR-21, miR-23a, miR-24,
miR-25, miR-100, miR-125b, miR-518f y miR-328-3p
se encuentran sobre-expresados en el suero de
mujeres con fractura osteoporotica, mientras que la
expresion de miR-187 se ve disminuida'*®. Otros
estudios apuntan a miR-194-5p y miR-133a como
posibles biomarcadores asociados a la enferme-
dad osteoporética, demostrando que en el suero
de mujeres postmenopdusicas existen niveles mas
elevados de dichos miRs y, ademas, se correlacio-
nan negativamente con la DMO de columna y de
cuello de fémur*.

A pesar de que cada vez conocemos un mayor
nimero de miRs implicados en el metabolismo
0seo y que conocemos mejor la funcion biolégica
y su mecanismo de accion, todavia desconocemos
el mecanismo previo por el cual el miR llega a la
circulacion sanguinea, y su funcion en sangre tam-
poco es del todo bien conocida. Futuros estudios
que aclaren ambos aspectos nos podran ayudar a
buscar nuevos y mejores biomarcadores y selec-
cionar con mas criterio los ya propuestos.

También tenemos que tener en cuenta que,
para el uso correcto de los miRs como biomarca-
dores en la practica clinica, es necesario estable-
cer previamente una estandarizacion metodologi-

ca en el proceso de recogida de la muestra y en
las técnicas de normalizacion de la PCR real-time.

Los miRs como dianas terapéuticas
Los miRs juegan un papel fundamental en la regu-
lacion del metabolismo 6seo. Variaciones en sus
expresiones génicas pueden producir alteraciones
en el remodelado 6seo y tener consecuencias nega-
tivas en el esqueleto. Todo ello abre una nueva
ventana de posibilidades para el desarrollo de nue-
vas estrategias terapéuticas para el tratamiento de
diversas patologias 6seas como la osteoporosis.
Actualmente la industria farmacéutica esta inves-
tigando dianas farmacoldgicas dirigidas a normalizar
los niveles tisulares de miRs especificos, silenciando
aquellos que se sobre-expresan o aumentando sus
niveles en aquellos que presentan un déficit. Los
miRs pueden ser silenciados mediante las moléculas
llamadas anti-miARNs (AMOs). Estas son oligonu-
cledtidos no codificantes sintéticos que inhiben
competitivamente la interaccion entre los miRs y su
ARNm diana. Los AMOs mas ampliamente utilizados
son: 2-O-methyl AMO, 2-O-methoxyethyl AMO vy
el Locked Nucleic Acids (LNAs)*. Por otro lado,
estamos observando a menudo que los miRs traba-
jan en grupo para regular los procesos patologicos,
de manera que en lugar de disenar distintos anti-
miRs para un mismo tratamiento, se estan desarro-
llando los llamados miRs “esponja”, los cuales son
capaces de fijar numerosos miRs a la vez.
Contrariamente, si lo que queremos es restau-
rar los niveles disminuidos de un miR, la estrate-
gia es administrar miRs miméticos (miRmimics),
que son moléculas de ARN de doble cadena alte-
rados quimicamente que imitan a los miRs endo-
genos. Al ser introducidos en las células, los
miRmimics son reconocidos por la maquinaria de
la biogénesis de los miRs y procesados como tal.
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Figura 2a. Dianas y funcién de los micro-ARN sobre la diferenciacion y proliferacion de los osteoblastos
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Figura 2b. Dianas y funcion de los micro-ARN sobre la diferenciacion y proliferacion de los osteoclastos
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El uso de miRs como agentes farmacologicas
ya estd siendo habitual en algunas patologias
tumorales y viricas’. En el momento actual, exis-
ten distintas moléculas farmacolégicas con accion
inhibitoria de miRs que estan siendo utilizadas en
fase II y III para el tratamiento de la hepatitis C,
miR-1 (miravirsen)* y RG-101%.

En cuanto al campo del metabolismo 6seo, los
avances en terapia son menores. Unicamente pode—
mos encontrar algunos estudios aislados que traba-
jan en modelos celulares o de animales. Cabe desta-
car un estudio reciente publicado en Nature en el
que se senala al miR-34a como un nuevo supresor
de la formacion de osteoclastos y reabsorcion 6sea,
lo que conlleva importantes implicaciones para el
tratamiento de la osteoporosis 0 metastasis Oseas. En
este estudio se muestra cOmo ratones con niveles
aumentados de miR-34a tienen una mayor densidad
6sea y menor tasa de fracturas Oseas. Tras la inyec-
cion de nanoparticulas que contienen el microARN,

se reduce tanto la pérdida de masa 6sea en los rato-
nes con osteoporosis postmenopdusica como la
metastasis 6sea en modelos de raton de cancer de
mama o piel®. Wang et al. inyectaron anti-miR-214
en ratones y también observaron una menor pérdi-
da de la masa 6sea en los animales tratados®.
Actualmente existen dos grandes limitaciones para el
uso de los miRs como agentes farmacolégicos. La
primera es que un mismo miR suele tener diferentes
genes diana a la vez y, ademas, puede comportarse
como inhibidor o promotor, dependiendo del gen
diana y del estadio de diferenciacion celular del
momento. Esta complejidad explica las dificultades
en la prediccion del espectro de accion y de los per-
files de toxicidad asociados a la terapia con miRs.
Para evitar este aspecto, recientes investigaciones se
centran en comprobar la estabilidad de los miRs y
dirigir su accion a los tejidos o células diana. La
segunda limitacion es que los miRs no modificados
pueden desencadenar reacciones inespecificas del
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interferén en los tejidos; la presencia de anti-miR o
miRmimics modula la expresion de genes estimula-
dores del interferon, provocando alteraciones en la
respuesta inmunoldgica.

Conclusiones

1. El papel de los miRs en la regulacion génica
es fundamental. Estdn implicados en la regulacion
de varios procesos biologicos como la diferencia-
cion celular, la proliferacion, la apoptosis y en el
desarrollo embrionario y tisular.

2. La expresion diferencial de los miRs induce
cambios en la mayoria de las etapas del desarro-
llo del esqueleto, de manera que el proceso de
remodelado 6seo también se ve regulado por dis-
tintos miRs.

3. El estudio de los distintos perfiles diferencia-
les de la expresion de los miRs en las patologias
del metabolismo 6seo nos conducen a identificar
nuevos biomarcadores de la enfermedad osteopo-
rética y de su evolucion.

4. Teniendo en cuenta que los miRs tienen un
papel crucial en el tejido 6seo, su mejor conoci-
miento nos puede llevar a tener nuevas dianas
terapéuticas.

5. La mejor comprension de la biogénesis de
los miRs y su papel en los procesos patogénicos
nos ayudara a tener nuevas herramientas en el
diagnoéstico y prondstico de la enfermedad osteo-
poroética, asi como nuevas dianas terapéuticas.
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Normas de publicacién: Informacién para los autores

1. INFORMACION GENERAL. POLITICA EDITORIAL

La Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral
(Rev Osteoporos Metab Miner; www.revistadeosteo-
porosisymetabolismomineral.es) es el 6rgano oficial
de expresion cientifica de la Sociedad Espanola de
Investigacion Osea y del Metabolismo Mineral
(SEIOMM). Su periodicidad es trimestral (4 nime-
ros al ano: invierno, primavera, verano y otono),
con un nimero variable de monografias extraordi-
narias. El tercer nimero del ano, verano, esta des-
tinado a la publicacion de las comunicaciones del
Congreso anual de la SEIOMM.

La Revista de Osteoporosis y Metabolismo
Mineral publica trabajos en espanol, que serdn
traducidos al inglés, y se ofrece libre y gratuita-
mente por medio de su pagina Web. El acceso es
completo a todos los articulos, en ambos idio-
mas, sin periodo de carencia o embargo y sin
necesidad de registro.

Los manuscritos serdn considerados por el Comité
de Direccion de la Revista. Todos los originales
serdn evaluados por al menos dos revisores,
expertos en esta materia, que realizardn su valora-
cion de forma ciega.

El Comité de Expertos lo constituye un grupo de
colaboradores especializados en diferentes cam-
pos del metabolismo mineral 6seo y que realizan
la valoracion de los manuscritos a solicitud del
Comité de Direccion de la Revista. En la pagina
Web de la Revista y en todos los nimeros de la
Revista se publica la relacion de colaboradores
que forman el Comité de Expertos. Asimismo, en
el primer nimero de cada ano se publican los
nombres de los revisores que han colaborado acti-
vamente con la Revista en el ano finalizado.

Los autores, si lo desean, podrin proponer al
menos 3 posibles revisores externos, de quienes,
ademds del nombre y apellidos, se debera incluir
su correo electronico y las razones por la que con-
sideran que pueden evaluar objetivamente el arti-
culo. También podrin indicar aquellos revisores
que no deseen que evalien el manuscrito, debien-
do justificar también este dato, si bien su manejo
serd absolutamente confidencial por parte del
equipo directivo de la Revista.

Los juicios y opiniones expresados en los articu-
los publicados en la Revista de Osteoporosis y
Metabolismo Mineral son del autor o autores, y
no necesariamente del Comité de Direccion.
Tanto el Comité de Direccion como la SEIOMM
declinan cualquier responsabilidad al respecto.
Ni el Comité de Direccion ni la SEIOMM garanti-
zan O apoyan ningin producto que se anuncie
en la Revista, ni garantizan las afirmaciones rea-
lizadas por el fabricante sobre dicho producto o
servicio.

2. ELABORACION Y ENVIO DE LOS MANUSCRITOS

Los manuscritos deben elaborarse siguiendo las
recomendaciones del Comité Internacional de
Directores de Revistas Médicas, disponibles en:
www.icmje.org, y enviarse por correo electronico
a la direccion: romm@ibanezyplaza.com.

La Editorial de la Revista dara acuse de recibo
inmediatamente, también por correo electronico, y
la Redaccion iniciard el proceso de revision, que
habitualmente se completa en menos de 3 meses.

2.1. Carta de presentacion

Todos los manuscritos deben ir acompanados nece-
sariamente de una carta de presentacion que indi-
que: 1 la seccion de la revista en la que se desea
publicar; 2) una breve explicacion de cudl es la
aportacion original y la relevancia del trabajo en el
campo de la patologia metabdlica 6sea; 3) la decla-
racion de que el manuscrito es original y no se ha
remitido simultineamente para evaluacion a ningu-
na otra revista; y 4) que se han observado las pre-
sentes “instrucciones para los autores”.

2.2. Manuscritos

El texto completo del manuscrito, desde la pagina
del titulo hasta las referencias, debe incluirse en
un archivo escrito en Word, con letra tipo Arial de
tamano 12, interlineado a 1,5 lineas y justificado a
la izquierda. Se numeraran las paginas correlativa-
mente en el margen superior derecha y se debera
dejar un margen de 3 cm en los 4 bordes de la
pagina (que serd tamano A4).

Se deben utilizar Gnicamente abreviaturas comu-
nes en el campo de la Medicina y evitarse el uso
de abreviaturas en el titulo y en el resumen del
trabajo. La primera vez que aparezca una abrevia-
tura debera estar precedida por el término com-
pleto al que se refiere, excepto en el caso de uni-
dades de medidas comunes, que se expresaran en
Unidades del Sistema Internacional.

Los trabajos deberan incluir la informacion requeri-
da a continuacion, ordenandose las secciones de la
siguiente manera: pagina del titulo y autores, pagi-
na del resumen y palabras clave, texto principal
(introduccion, material y método, resultados, discu-
sion y bibliografia), tablas y figuras. Si es necesario,
se podran incluir las tablas y figuras en otro archivo
adjunto, con sus respectivos titulos y numeracion.

2.3. Apartados de los manuscritos

2.3.1. Pagina del titulo y autores

Constard de la siguiente informacion:

- El titulo, que debe describir adecuadamente el
contenido del trabajo. Debe ser breve, claro e
informativo. Se debe incluir el nombre completo y
el primer apellido de los autores, o los dos apelli-



dos separados o unidos mediante guién, depen-
diendo de como prefieran los autores que aparez-
can en las publicaciones.

- El nombre del (los) departamento(s) o servicio(s)
y la(s) institucion(es) a los que el trabajo debe ser
atribuido. No es necesario incluir el cargo académi-
co o profesional de los autores. Constara el recono-
cimiento de cualquier beca o ayuda econdmica, asi
como la declaracion de la existencia o no de con-
flictos de intereses de cada uno de los autores.
Aparte se incluira el nombre completo, el correo
electréonico (si se dispone) y la direccion postal
completa del autor al que se dirija la correspon-
dencia, que serd el responsable de la correccion
de las pruebas.

2.3.2. Resumen y palabras clave

El resumen estructurado deberda aparecer en la
segunda pagina del manuscrito y tendrd un maxi-
mo de 250 palabras en el caso de los originales y
de 150 en las notas clinicas.

Contard con los siguientes encabezamientos:
Objetivos, senalando el propdsito fundamental del
trabajo; Material y métodos, explicando el disenio
del estudio, los criterios de valoracion de las prue-
bas diagnosticas y la direccion temporal (retros-
pectivo o prospectivo). Se mencionard el procedi-
miento de seleccion de los pacientes, los criterios
de inclusion y/o exclusion, y el nimero de los
pacientes que comienzan y terminan el estudio. Si
es un trabajo experimental, se indicard el nimero
y tipo de animales utilizados; Resultados, donde
se harad constar los resultados mas relevantes y sig-
nificativos del estudio, asi como su valoracion
estadistica; y Conclusiones, donde se mencionaran
las que se sustentan directamente en los datos,
junto con su aplicabilidad clinica. Habra que otor-
gar el mismo énfasis a los hallazgos positivos y a
los negativos con similar interés cientifico.

A continuacion del resumen se incluiran las pala-
bras clave, de 3 a 10 en total, con el objetivo de
complementar la informacion contenida en el titu-
lo y ayudar a identificar el trabajo en las bases de
datos bibliograficas. Para las palabras clave se
deben emplear términos equivalentes a los obte-
nidos de la lista de descriptores en Ciencias de la
Salud (Medical Subjects Headings, MeSH) del
Index Medicus (disponibles en:
www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htmb).
Importante: No es necesario enviar el resumen ni
las palabras clave en inglés. Esto sera realizado
por el traductor de la Revista.

2.3.3. Introduccion

Deben mencionarse claramente los objetivos del
trabajo y resumir el fundamento del mismo, sin
revisar extensamente el tema y eliminando recuer-
dos historicos. Citar s6lo aquellas referencias
estrictamente necesarias.

2.3.4. Material y métodos

En este apartado se ha de especificar el lugar, el
tiempo y la poblacion del estudio. Los autores deben
incluir informaciéon sobre como se realizo el disefo,
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cémo fueron los sujetos seleccionados; sobre todas
la técnicas, determinaciones analiticas y otras prue-
bas o mediciones realizadas. Todo ello con suficien-
te detalle como para que otros investigadores pue-
dan reproducir el estudio sin dificultades.

Al final de este apartado, se debe indicar cudl ha
sido el tipo de analisis estadistico utilizado, preci-
sando el intervalo de confianza. Los estudios con-
tardn con los correspondientes experimentos o gru-
pos control; en caso contrario, se explicarin las
medidas utilizadas para evitar los sesgos y se
comentara su posible efecto sobre las conclusiones
del estudio. Si se trata de una metodologia original,
se explicaran las razones que han conducido a su
empleo y se describirdn sus posibles limitaciones.
No deben mostrarse los nombres de los pacientes
ni incluir ningin dato que pueda conducir a su
identificacion. Con respecto a los farmacos, se uti-
lizara el nombre genérico de los farmacos utilizados
en el estudio evitando sus nombres comerciales, y
detallando al maximo la dosis prescrita, la via de
administracion y el tiempo de administracion.
Asimismo, se indicaran las normas éticas seguidas
por los investigadores, tanto en estudios en seres
humanos como en animales. Los estudios en seres
humanos deben contar con la aprobacion expresa
del Comité Local de Etica y de Ensayos Clinicos.
Los autores deben mencionar que los procedi-
mientos utilizados en los pacientes y controles han
sido realizados tras obtencién de un consenti-
miento informado.

2.3.5. Resultados

Se deben presentar los resultados siguiendo una
secuencia légica y concordante en el texto y en las
tablas y figuras. Los datos se pueden mostrar en
tablas o figuras, pero no simultineamente en ambas.
En el texto se deben destacar las observaciones
importantes, sin repetir todos los datos que se pre-
senten en las tablas o figuras. No se debe mezclar la
presentacion de los resultados con su discusion.

2.3.6. Discusion

Se trata de una discusion de los resultados obteni-
dos en este trabajo y no de una revision del tema
en general. Los autores deben destacar los aspectos
nuevos e importantes que aporta su trabajo y las
conclusiones que se propone a partir de ellos. No
se debe repetir detalladamente datos que aparecen
en el apartado de resultados. En la discusion, los
autores deben incidir en las concordancias o dis-
cordancias de sus hallazgos y sus limitaciones,
comparandolas con otros estudios relevantes, iden-
tificados mediante las referencias bibliograficas res-
pectivas. Al final, se debe relacionar las conclusio-
nes obtenidas con el o los objetivos del estudio, tal
y como se recogio en la introduccion. Se debe evi-
tar formular conclusiones que no estén respaldadas
por los hallazgos, asi como apoyar estas conclusio-
nes en otros trabajos aun no terminados. Si es nece-
sario, los autores pueden plantear nuevas hipotesis,
pero éstas deben ser claramente identificadas como
tales. Cuando sea apropiado, los autores pueden
proponer sus recomendaciones.
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2.3.7. Bibliografia

Se incluirdn Gnicamente aquellas citas que se con-
sideren importantes y hayan sido leidas por los
autores. Todas las referencias deben estar citadas
en el texto de forma consecutiva segin el orden
de aparicion, e identificadas mediante llamada en
nimeros arabigos en superindice. Las referencias
que se citan solamente en las tablas o leyendas
deben ser numeradas de acuerdo con la secuencia
establecida por la primera identificacion en el
texto de las tablas o figuras.

Al indicar las paginas inicial y final de una cita se
deben mostrar en la pagina final sélo los digitos
que difieran de la pagina inicial (ejemplos: 23-9, y
no 23-29; 247-51 y no 247-251). En todo momento
deben seguirse las normas de los “Requerimientos
Uniformes para Manuscritos Remitidos a Revistas
Biomédicas”, que pueden obtenerse en el New
England Journal of Medicine (N Engl J Med
1997;336:309-15) y que también estin disponibles
€n www.icmje.org.

Las abreviaturas de los titulos de revistas se obten-
dran de los formatos empleados por la Biblioteca
Nacional de Medicina de los Estados Unidos de
Norteamérica, en el Index Medicus (disponible en:
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi).
Pueden consultarse las abreviaturas de las revistas
mas utilizadas en el siguiente enlace de la Caltech
Library:
http://library.caltech.edu/reference/abbreviations.
Deben evitarse las referencias del estilo: “observa-
ciones no publicadas”, “comunicacion personal” o
similares. Los originales aceptados y no publica-
dos en el momento de ser citados pueden incluir-
se como citas “En prensa’.

Deben incluirse los nombres de los primeros 6
autores. De haber mas, se incluirdn los 6 primeros
y a continuacion “et al”.

Como orientacion acerca de las palabras clave, ver
"Descriptores en Ciencias de la Salud":
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/

2.3.8. Tablas

Se numeraran con nimeros arabigos de manera
correlativa en el mismo orden de aparicion en el
texto, y se incluirdn en el manuscrito, al final del
mismo, después de la bibliografia. Se prepararan a
espacio y medio, como el resto del manuscrito, y
no debe cambiarse el tipo de letra. Se identifica-
rdn con la numeracion correspondiente y un titu-
lo breve pero suficientemente explicativo en su
parte superior. La leyenda de la tabla debe permi-
tir comprender su contenido, sin que el lector
tenga que acudir al texto para su comprension.
Cada columna de la tabla ha de contener un breve
encabezado. Se deben incluir las necesarias notas
explicativas a pie de tabla y utilizar llamadas en
forma de letras minusculas en superindice y en
orden alfabético (a, b, ).

En las tablas se deben incluir las medidas estadisti-
cas de variacién, como la desviacion estindar y el
error estindar de la media. Solo se emplearan los
decimales con significado clinico; por ejemplo, la
glucemia de 89,67 debera expresarse como 89,7.

2.3.9. Figuras

Todos los graficos, fotografias y dibujos se conside-
ran figuras. Las figuras se identificaran con nime-
ros arabigos que coincidan con su orden de apari-
cion en el texto. Los pies de las figuras se prepara-
ran a espacio y medio en paginas separadas. Las
leyendas y los pies de las figuras deberian contener
informacion suficiente para poder interpretar los
datos presentados sin necesidad de recurrir al texto.
Para las notas explicativas a pie de figura se utiliza-
rin llamadas en forma de letras mindsculas en
superindice, tal y como se indicé anteriormente en
las tablas. En las fotografias de preparaciones histo-
l6gicas debera figurar el tipo de tincion y el aumen-
to. La resolucion minima de las imdgenes debera
ser de 300 ppp (puntos por pulgada).

3. PROCESO DE REVISION DE LOS MANUSCRITOS

3.1. Recepcion de manuscritos

Una vez que los manuscritos sean recibidos (lo
que se confirmara mediante acuse de recibo por la
EditoriaD), se les asignard un nimero de referencia
y seran registrados en la Redaccion de la Revista,
notificindose al autor responsable de la corres-
pondencia el inicio del proceso de revision.

3.2. Primera evaluacion

El manuscrito sera inicialmente evaluado por un
miembro del Comité Editorial, quien valorard la
adecuacion del mismo al contenido de la Revista,
y realizara una primera evaluacién sobre el cum-
plimiento de las normas de publicacion por parte
de los autores. En el caso de importante incumpli-
miento de las mismas, el manuscrito se devolvera
a los autores antes de continuar con el proceso de
revision, solicitindoles que subsanen los errores
detectados.

3.3. Revision por pares

En el caso de que el manuscrito sea adecuado
para revision, o una vez subsanados los errores
indicados en el punto anterior, el Comité Editorial
solicitara la revision del manuscrito a dos reviso-
res externos, anénimos, y especialistas reconoci-
dos en la materia sobre la que verse el trabajo. Los
manuscritos serdn remitidos a los revisores sin
incluir los datos de los autores. Por lo tanto, la
revision se hara a doble ciego: ni los dos reviso-
res externos conoceran la identidad de los autores
ni éstos conoceran qué revisores han evaluado el
manuscrito. La Revista garantizard el cumplimien-
to estricto del doble anonimato en este proceso.

3.4. Duracion del proceso de revision

La duracién del proceso de revision dependera
del tiempo que tarden los revisores en enviar sus
informes. Se solicitard que sean remitidos en el
periodo maximo de 3 semanas. Una vez recibidos
los informes, el Comité Editorial valorara los infor-
mes de los revisores y los reenviard a los autores,
solicitando que observen las sugerencias y que
remitan de nuevo el trabajo, con un informe deta-
llado del cumplimiento de las sugerencias en un
folio aparte, en el plazo maximo de 15 dias.
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Una vez recibido el manuscrito con las correccio-
nes efectuadas, se remitira a los revisores de
nuevo para que informen del cumplimiento o no
de las sugerencias. Este ultimo paso se solicitara
que se realice en el plazo de 72 horas.

3.5. Avance on line

Con el V°B® de los revisores, el manuscrito pasard
por una correccion de estilo por parte de la
Redaccion para proceder a la maquetacion por
parte de la Editorial, galerada que se enviard al
autor de correspondencia para su V°B° final, pre-
vio a su publicacion como "avance on line" en la
web de la Revista. El plazo a los autores para esta
ultima revision se limitard a 48 horas.

De los manuscritos publicados como “avance on
line” el Comité Editorial decidird cuiles y en qué
momento se publicarin en los distintos nimeros
de la Revista, segun las necesidades. La Revista se
encarga de la traduccion al inglés de todos los
MAanuscritos.

Por lo general, el proceso de revision y publica-
cion se completard en 3 meses, dependiendo,
obviamente, del cumplimiento de los plazos mar-
cados por parte tanto de los revisores como de los
autores.

4. NORMAS ESPECIFICAS DE CADA SECCION

4.1. Originales

Se consideraran originales aquellos trabajos clini-
cos o experimentales de cualquier tipo relaciona-
dos con el metabolismo mineral 6seo.

Deberan estructurarse en Introduccion, Material y
método, Resultados, Discusion y Bibliografia.
Tendrdn una extension maxima de 16 paginas, y
se admitiran hasta 5 tablas o figuras. No deberan
sobrepasar las 40 citas bibliograficas. Incluirdn un
resumen estructurado de 250 palabras como maxi-
mo. Dicho resumen serd organizado en los
siguientes apartados: Fundamentos, Objetivos,
Material y Método, Resultados y Conclusiones.

4.2. Notas clinicas

Descripcion de uno o mds casos clinicos de
excepcional observacion que supongan una apor-
tacion importante al conocimiento del metabolis-
mo mineral 6seo. Deberan acompanarse de un
resumen y una introduccion breves (maximo, 150
palabras cada uno) y previos a la descripcion del
caso. La extension maxima del texto ser de 5 pagi-
nas (1.750 palabras, 10.650 caracteres con espa-
cios). Se admitiran hasta dos figuras y dos tablas.
Es aconsejable que el nimero de firmantes no sea
superior a seis y que no se incluya mas de 20 refe-
rencias bibliograficas.

4.3. Originales breves

Se consideraran originales breves a aquellos traba-
jos clinicos o experimentales que por sus caracte-
risticas especiales (nimero reducido de observa-
ciones, trabajos de investigacion con objetivo y
resultados muy concretos, estudios epidemiol6gi-
cos descriptivos, entre otros) no puedan ser publi-
cados como originales propiamente dicho, pero si

en forma mas abreviada. Estos trabajos deberan
tener una extension maxima de 5 pdginas de
texto, no debiendo sobrepasar las 10 referencias
bibliograficas y sin aportar mds de 3 ilustraciones
(figuras, tablas o imagenes). El nimero maximo
de firmantes no debe ser superior a seis. Su estruc-
tura serd como la de los articulos originales, per-
mitiéndose para el resumen un maximo de 150
palabras.

4.4. Imdgenes de Osteologia

En este apartado se admitirin imagenes (radiol6-
gicas, anatomopatoldgicas, clinicas, etc.), hasta un
nimero maximo de 4, relacionadas con el campo
de la Osteologia, las cuales deben ser acompana-
das de un texto explicativo cuya extension maxi-
ma sera de 2 paginas

4.5. Cartas al Editor

En esta seccion se publicaran aquellas cartas que
hagan referencia a trabajos publicados en la revis-
ta anteriormente y aquéllas que aporten opinio-
nes, observaciones o experiencias que por sus
caracteristicas puedan ser resumidas en un breve
texto. La extension maxima serd de 60 lineas y se
admitirin una figura o una tabla y diez referencias
bibliograficas como maximo. El nimero de fir-
mantes no debe exceder de cuatro.

4.6. Otras secciones

La Revista incluye otras secciones (Editoriales,
Revisiones y Documentos o Articulos Especiales), las
cuales serdn encargadas por el Comité de Redaccion.
Los autores que espontineamente deseen colaborar
en alguna de estas secciones deberan consultar pre-
viamente al Director de la Revista.

4.6.1. Revisiones

Se presentardn con una extension de 12 paginas
(4.200 palabras, 25.560 caracteres con espacios) y
un maximo de 60 citas. Se admitirin un maximo
de 4 figuras y 5 tablas que deberdn contribuir de
manera evidente a la mejor comprension del
texto. Las revisiones se acompanarin de un resu-
men en espanol y tendran un dltimo apartado de
conclusiones de aproximadamente un folio de
extension.

4.6.2. Editoriales

Tendrin una extension maxima de 4 paginas
(2.100 palabras, 12.780 caracteres con espacios),
sin tablas ni figuras, y un maximo de 30 citas
bibliograficas.

4.0.3. Documentos especiales

Se incluird en este apartado todos aquellos docu-
mentos y articulos que pudieran realizar alguna
aportacion cientifica al campo del metabolismo
mineral 6seo y que posea unas caracteristicas que
no permitan su inclusiéon en alguno de los aparta-
dos anteriores de la revista. El Comité Editorial
decidird la manera de publicar estos documentos,
y se reserva el derecho de modificarlos para ade-
cuarlos al formato de la Revista.
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5. TRANSMISION DE LOS DERECHOS DE AUTOR

5.1. Garantias del autor y responsabilidad
Al enviar el trabajo por correo electronico, el autor
garantiza que todo el material que remite a la
Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral
para su publicacion es original, y que el mismo no
ha sido publicado con anterioridad ni remitido
simultineamente a ninguna otra Revista para su
publicacion.

Asimismo, el autor garantiza que el trabajo que
remite cumple la Ley de Proteccion de Datos y que
ha obtenido el consentimiento previo y escrito de
los pacientes o sus familiares para su publicacion.

5.2. Cesion de derechos de explotacion

El autor cede en exclusiva a la SEIOMM, con facul-
tad de cesion a terceros, todos los derechos de
explotacion que deriven de los manuscritos que
sean seleccionados para su publicacion en la
Revista, y en particular los de reproduccion, distri-
bucion y comunicacion publica en todas sus for-
mas.

El autor no podrd publicar ni difundir los trabajos
que sean seleccionados para su publicacion en
Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral ni
total ni parcialmente, ni tampoco autorizar su
publicacion a terceros, sin la preceptiva previa
autorizacion expresa, otorgada por escrito, de la
SEIOMM.

6. LA ETICA EN LAS PUBLICACIONES

Los potenciales conflictos de intereses de los auto-
res deben ser discutidos en un documento separa-
do. Es suficiente una carta remitida por correo
electronico del autor responsable de la correspon-
dencia.

Los autores de articulos de investigacion deben
revelar cualquier afiliacion con cualquier organiza-
cion con un interés financiero, directo o indirecto,

en la materia o materiales relacionados con el
manuscrito que pudieran influir sobre el trabajo
publicado. En caso de duda sobre lo que podria
ser considerado un conflicto de interés potencial,
los autores deberfan informar sobre todos los
potenciales conflictos. Como las revisiones y edi-
toriales estan basados en la seleccion y la interpre-
tacion de la literatura, la revista espera que los
autores de tales articulos no tengan ningan interés
financiero en una compania (o en la competencia)
en la elaboracién y discusion del articulo. La
Informacion sobre potenciales conflicto de intere-
ses sera facilitada a los revisores y sera publicada
el manuscrito a discrecion de los redactores.

7. CONFLICTO DE INTERESES

Todos los autores deben revelar cualquier relacion
financiera y personal con otras personas, empre-
sas u organizaciones que de manera poco apro-
piada podrian influir en su trabajo. Los ejemplos
de conflictos de interés potenciales incluyen el
empleo, consultas, la propiedad de accion, hono-
rarios, pagos como experto, usos/registros eviden-
tes, y subvenciones de cualquier tipo. Si no hay
ninglin conflicto de interés, los autores deben
indicar: “no hay conflicto de intereses”.

La remision de un articulo implica que el trabajo
descrito no ha sido publicado antes (excepto en
forma de un resumen o como la parte de una con-
ferencia publicada o la tesis académica o como
una preimpresion electronica, que ello no estd en
la consideracion para la publicacion en otra parte,
que su publicacion es aprobada por todos los
autores y tacitamente o explicitamente por las
autoridades responsables donde el trabajo fue rea-
lizado, y que, de ser aceptado, no serd publicado
en otra parte incluyendo electréonicamente en la
misma forma, en inglés o en ninguna otra lengua,
sin el consentimiento escrito del editor.
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