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Hacia una Sociedad mas competitiva y eficiente:
“Navegando con mal tiempo”

En el contexto actual, las sociedades cientificas tienen el ineludible reto de estimu-
lar, impulsar e influir en el entorno social, profesional y cientifico, y proporcionar
las mejores condiciones para mantener una innovacién permanente en sus dreas
de interés y de quienes las desarrollan y representan.

Vivimos en un mundo cada vez mas globalizado, con crecientes niveles de
especializacion, con ciudadanos més exigentes y con una sensibilidad cada vez
mayor por la obtencién de la maxima seguridad y calidad. La SEIOMM no debe
ser ajena en absoluto a esta realidad, y debe apostar por ser una entidad preo-
cupada, proactiva, dinimica, innovadora, en busca de la excelencia. La SEIOMM
debe conseguir una posicion de liderazgo en este marco, y consolidarse en el
referente nacional en osteoporosis y metabolismo éseo y mineral, tanto para los
profesionales de la salud, como para los ciudadanos y agentes sociales.

El entorno general actual caracterizado por una situacién de crisis econémica
permanente, con repercusion directa en el sector sanitario también ha afectado
el campo de la osteoporosis. La “caida” de farmacos, la aparicion de efectos
adversos que limitan la duracion de los tratamientos, la escasez de nuevas molé-
culas entre otros, condiciona el presente y el futuro proximo. A ello se le anade
el pobre conocimiento que desde la administracion se tiene de la osteoporosis
y las fracturas, infravalorando la importancia de las mismas. Asi que el entorno
actual y el fututo cercano parece estar cargado de “nubarrones”.

A pesar de ello y gracias al compromiso humano y al conocimiento cientifico
de que disponemos, tenemos el deber de hacer una Sociedad mas competiti-
va y eficiente en el campo de las enfermedades dseas y del metabolismo
mineral. Para ello se hace imprescindible mantener politicas de contencion del
gasto, sin menoscabo de la necesidad de continuar con la “inversién” en pro-
yectos de calidad en investigacion basica y clinica y en proyectos de forma-
cién continuada; en definitiva, en proyectos que aporten valor al socio. Vamos
a esforzarnos en aunar iniciativas y generar alianzas con otras sociedades y
entidades que también tienen interés en este campo.

Somos conscientes de que vamos a tener que “navegar con mal tiempo”. Para
no naufragar tenemos que conocer muy bien la prevision meteoroldgica, dis-
poner de un buen y pertrechado barco, disponer de una tripulacion bien
entrenada y de un capitan que dirija con pulso firme el rumbo de la nave.
Trasladada esta metdfora marinera a nuestra Sociedad, implica conocer bien el
futuro cercano, disponer de una sociedad con pocos gastos recurrentes y con
una tripulacién (Junta directiva, asociados y personal que trabaja para la
SEIOMM) competitiva y competente, que muestre prudencia, firmeza y vision
estratégica. Es lo que durante nuestro mandato vamos a intentar realizar, y
para ello necesitamos contar con vuestra inestimable ayuda.

A continuacién, os informamos de cuales van a ser las principales acciones que
pretendemos llevar a cabo desde las diferentes reas de la Sociedad: Secretarfa,
Formacién continuada, Investigacion clinica y bdsica, Congreso anual,
Comunicacion, Tesorerfa y Relaciones externas.

Secretaria y Formacion continuada
Canal prioritario de comunicacion con el socio. Donde todos podamos
comunicarnos con facilidad con todos. Hacer una SEIOMM abierta, partici-
pativa, transversal.
= Agil y dindmica: Uso de correo electronico, pagina web, twitter,...
* Nuevos canales de comunicacion: Foros o debates.
® Acciones dirigidas a abrirnos a otros especialistas no muy representa-
dos en la actualidad como, traumatélogos, geriatras, rehabilitadores,
ginecologos y pediatras.
* Potenciar el Proyecto de Unidades de Fractura y la herramienta
RHUFO para facilitar la creacion de Unidades de Fractura de calidad por
todo el territorio nacional.
* Formacién Continuada: Cursos de calidad, acreditados y libres de ses-
gos de la industria; tanto presenciales como “on line”, con un cardcter
moderno y atractivo.
* Potenciar la formacion de nuestros jovenes: residentes, jévenes inves-
tigadores, mediante cursos de formacion dirigidos especificamente a
ellos.
* Edicién de un Manual de Enfermedades metabdlicas dseas a fin de
crear un cuerpo de doctrina propio.
* Impulsar la creacién de un Master “on line” de enfermedades dseas
metabdlicas, en colaboracién con la Universidad.

Tesoreria
La Tesoreria de la Sociedad y de la Fundacion ha de ser necesariamente una
de las piezas claves de esta Junta Directiva.

* Impulsar desde la misma, y con criterios de rigor y transparencia, inten-
taremos gestionar en este trienio el control de los recursos societarios
mediante una adecuada y ordenada contabilidad, ademds de buscar opcio-
nes comerciales y de gestion que optimicen los recursos de la Asociacion.

Investigacion clinica basica
Nuestro objetivo principal es promover y liderar la investigacion basica, cli-
nica y traslacional de excelencia en el campo de las enfermedades que afec-
tan al metabolismo 6seo.
De forma particular:
* Identificar y priorizar programas de investigacion relevantes entre los
grupos activos de investigacion en nuestro pais. Identificar grupos emer-
gentes y fomentar la movilidad de los investigadores.
* Impulsar el programa de becas para proyectos de investigacién de
excelencia y para movilidad del personal investigador.
* Establecer nuevas alianzas con sociedades cientificas afines con interés
en todos los aspectos relacionados con el metabolismo del calcio
(Nutricién clinica y basica, pediatria, entre otras), y consolidar las ya exis-
tentes a nivel nacional e internacional.
* Asegurar una adecuada difusion de resultados mediante la organiza-
cién de Congresos y jornadas de actualizacion que supongan un esti-
mulo para los socios, y en general todos los profesionales interesados
en el metabolismo mineral.

Congreso anual

Es sin duda el maximo evento de nuestra Sociedad. Debemos mantener y, en lo
posible, aumentar su nivel cientifico, contando con la participacion de expertos
nacionales y extranjeros. El Congreso anual debe continuar siendo nuestro foro de
reunién, donde podamos intercambiar ideas y opiniones con nuestros colegas;
pero a la vez debemos abrirlo a otros colectivos y sociedades afines. No olvidemos
que el Congreso nacional anual es la principal fuente de ingresos, por lo que, aun-
que debe organizarse con los criterios de mixima eficiencia econdmica, en ningin
caso debe ir en menoscabo del contenido cientifico y aspecto social del mismo.

Comunicacién

“Lo que no estd presente en los medios, no existe”.
* Posicionar a SEIOMM como la Sociedad de referencia de osteoporosis
y demis enfermedades dseas metabdlicas en nuestro pais, mediante una
campana de comunicacién que nos haga presentes en los medios tanto
especializados como generales.
* Elaborar un plan de comunicacién que contemple un acercamiento a
los profesionales de la comunicacion cientifica lideres.
* Mejorar la pagina web: www.seiomm.org
* Presencia de SEIOMM en las redes sociales.
* Desarrollo de una aplicacion app para dispositivos méviles Android e
i0S, dirigida a profesionales sanitarios relacionados con el campo de la
0Steoporosis.
* Fomentar nuevas vias de comunicacion, divulgacién y amplitud de
influencia entre la SEIOMM vy las administraciones sanitarias, como por
ejemplo mediante asesorfas y guias clinicas.

Relaciones exteriores
Desde la perspectiva de las Relaciones exteriores, intentaremos fomentar,
desarrollar y mejorar las relaciones institucionales y societarias, en un inten-
to de implementar relaciones que favorezcan a los agentes implicados.
* Trabajaremos asi en la linea de impulsar y desarrollar programas de
colaboracion con Sociedades Cientificas Internacionales (ASBMR, IOF,
IBMS-IEMRS, FEN, etc.) y Nacionales (FHOEMO, SER, SECOT, SEFRAOS,
SERMF, SEGG, SEMFYC, etc.) con las que la SEIOMM-FEIOMM tienen
ya solidos vinculos de relacién, ademds de abrir nuevas vias con otras
Sociedades afines.
Amigos como veis el trabajo que tenemos por delante es ingente. Por nuestra
parte, nos comprometemos a dedicar lo mejor de todos nosotros para que este
proyecto llegue a buen puerto. Evidentemente, sin vuestra participacion activa,
consejo, y critica constructiva cuando corresponda, estos objetivos no podran
alcanzarse por lo que os pedimos una colaboracion activa, a fin de que la
SEIOMM sea aun mds, una Sociedad competitiva y competente.

La Junta Directiva
Madrid, noviembre de 2016
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as complicaciones cardiovasculares
constituyen uno de los problemas clini-
cos mds importantes de los pacientes
con enfermedad renal crénica (ERO).
Se trata de procesos frecuentes que
presentan una elevada morbilidad y
mortalidad. Valga como ejemplo sefialar que alre-
dedor del 50% de los pacientes con ERC terminal
fallecen por este motivo'.
Los pacientes renales presentan dos tipos de cal-
cificaciones vasculares: la calcificacion de la tani-
ca media, también denominada esclerosis de
Monckeberg, en la que el mineral se deposita den-
tro de la capa de musculo liso, y la calcificacion
de la intima, en la que el depésito de calcio se
produce tras el acimulo de colesterol bajo la
monocapa endotelial danada®. La calcificacion de
la tdnica media, en donde se encuentran células
del musculo liso vascular (CMLV) vy fibras elasticas,
no guarda relacion con los niveles de colesterol ni
con la existencia de placas de ateroma y provoca
el endurecimiento y la disminucion en la distensi-
bilidad de las arterias. La calcificacion ateroscleré-
tica de la intima puede darse también en pacientes
con ERC. En estos casos, la calcificacion de la inti-
ma se asocia con el depésito subintimal de lipidos
y lipoproteinas, que pueden estimular el desarro-
llo de respuestas inmunes, tanto innatas como
adaptativas, induciendo a las células endoteliales
y CMLV a expresar moléculas inflamatorias, lo que
estimula la infiltracién de monocitos/macréfagos.
Como resultado, el aumento de la inflamacion, los
lipidos oxidados y la secrecion de la matriz fibro-
sa en las lesiones aterosclerdticas aceleran aun
mas la calcificacion vascular, que eventualmente
conduce a la ruptura de la placa aterosclerdtica'™.
En pacientes con ERC, tanto la calcificacion inti-
mal aterosclerética como la calcificacion de la
tinica media, independiente de la aterosclerosis,
se asocian con un aumento de la mortalidad car-
diovascular en comparaciéon con la de los pacien-
tes con ERC que no la presentan’.
Inicialmente se consideré6 como un trastorno
secundario al depésito pasivo de calcio y fésforo
en la pared vascular. Sin embargo, mas reciente-
mente se ha sefialado que la calcificacion vascular
seria un proceso perfectamente regulado median-
te el cual las células del musculo liso vascular
(CMLV) experimentan cambios moleculares vy

fenotipicos por los que adquieren algunas de las
funciones que caracterizan a las células de estirpe
osteo-condrocitaria'?, y que conducen a la libera-
cion por las CMLV de estructuras vesiculares que
contienen hidroxiapatita’. En este proceso de
“transdiferenciacion osteo-condrocitaria” interven-
drian distintos factores implicados en la diferen-
ciacion de las células 6seas, como el Runx2, las
proteinas morfogénicas Oseas (BMPs), el sistema
RANK/RANKL/OPG o la via Wnt. Por otra parte,
en pacientes con ERC y en modelos animales de
esta enfermedad, el aumento de la calcificacion
vascular se acompana de una reduccion de la
masa Osea, lo que sugiere que las senales que
intervienen en la mineralizacién del hueso y de la
pared vascular podrian comportarse de modo dis-
tinto en funcién del microambiente tisular en
donde actien®’.

La ERC se caracteriza por producir cambios en el
metabolismo 6seo que, ademas de ser perjudicia-
les para el esqueleto —osteodistrofia renal—, favo-
recen la calcificacion de los tejidos blandos y de
los vasos. La hipercalcemia e hiperfosfatemia, el
hiperparatiroidismo, el aumento del factor de cre-
cimiento de fibroblastos 23 (FGF23), el aumento
del estrés oxidativo y la disminucién de los inhi-
bidores de la calcificacion como fetuina-A y piro-
fosfatos podrian desempenar un papel en el pro-
ceso de calcificacion vascular!?7.

La hiperfosfatemia, y también la hipercalcemia,
son dos de los principales factores asociados con
el desarrollo de la calcificacion vascular en la
ERC®. La dieta con alto contenido de fosforo
aumenta la calcificacion vascular y reduce la masa
Osea en ratas con insuficiencia renal cronica. Por
otra parte, los tratamientos con alto contenido de
calcio y/o fosfato inducen la calcificacion de las
CMLV en animales de experimentacion. A pesar
de que todavia no se conocen con exactitud los
mecanismos implicados en este proceso, se ha
sefialado que la hiperfosfatemia induce la calcifi-
cacion vascular favoreciendo en las CMLV la
expresion de factores osteogénicos como el
Runx2 o la BMP2>*. Algunos autores han demos-
trado que, a diferencia de los vasos normales, las
arterias de los pacientes con ERC expresan
Runx2'#*1°, Por otra parte, el suero urémico
aumenta la expresion de Runx2 y la calcificacion
de las CVML. Ademis, la hiperfosfatemia activa la



via Wnt, favoreciendo la translocacion de B-cate-
nina en el ndcleo de las células del musculo liso,
estimulando con ello la expresion de genes diana
directos tales como ciclina D1, axina 2 y
VCAN/versican'. Finalmente, la hiperfosfatemia
también aumenta los niveles de FGF23, que, junto
con su co-receptor klotho, podrian desempenar
un papel patogénico en la calcificacion arterial y
en la alteracion de la mineralizacion esquelética'.
El papel de la PTH también es complejo. En los
pacientes sometidos a hemodialisis, el aumento de
PTH se asocia con la existencia de calcificacion
vascular y, en ratas con insuficiencia renal, tanto
la calcificacion adrtica como la pérdida de masa
Osea se asocia con el aumento de fosforo y PTH™.
Sin embargo, en otros estudios se ha sefialado que
la PTH no es capaz de inducir directamente la cal-
cificacion vascular, sino que tendria un efecto
sinérgico con el fosfato, que guardaria relacion
con el aumento de la actividad osteoclastica y del
remodelado 6seo que esta hormona determina.
Este aumento del remodelado 6seo favorece la
salida de calcio y fésforo desde el hueso, estimu-
lando por tanto la calcificacion vascular, y es uno
de los factores determinantes de una de las formas
mas frecuentes de osteodistrofia renal, la osteopa-
tia con alto remodelado o hiperpartiroidismo
secundario. En otras ocasiones, como sucede con
el hueso adiniamico, el bajo remodelado 6seo
determina una alteracion en la formacién y mine-
ralizacion 6sea, con la consiguiente menor utiliza-
cion del exceso de calcio y fosforo, 1o que favore-
ce también la calcificacion vascular'>*,

El incremento del estrés oxidativo que se observa
en los pacientes con ERC, también estaria estre-
chamente asociado con el desarrollo de la calcifi-
cacion vascular. Al igual que sucede con la hiper-
fosfatemia, este efecto estaria mediado a través de
la expresion de Runx2 en las CMLV". Ademads, en
un reciente estudio llevado a cabo en mujeres
postmenopdusicas, se comprobé que el aumento
del estrés oxidativo se asociaba con un mayor
riesgo de fractura de cadera, lo que sugiere que,
existirfa una relacion inversa entre el estrés oxida-
tivo y el metabolismo mineral'’.

Junto con el aumento de los niveles de calcio y
fosforo, la disminucion de algunos de los inhibi-
dores de la calcificacion, como la fetuina-A y el
pirofosfato, que se observa la ERC, puede contri-
buir al aumento de la calcificacion vascular en
estos pacientes'*S.

En este nimero de la Revista de Osteoporosis y
Metabolismo Mineral, Martinez Arias y cols.!® ana-
lizan los efectos del sistema RANK/RANKL/OPG
sobre la desmineralizacion 6sea y la calcificacion
vascular en la ERC. Estos autores, utilizando dos
modelos de calcificacion vascular —in vivo e in
vitro—, comprueban que las ratas con insuficiencia
renal crénica y dieta alta en foésforo presentan un
descenso en la densidad mineral 6sea, junto con
calcificaciones adrticas que se acompanan de un
aumento en la expresion génica de RANKL y una
disminucion de OPG. En la tibia de estos anima-
les aumento tanto la expresion de RANKL como
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de OPG, aunque el aumento de OPG ocurri6é en
fases mds tempranas. En las CMLV, la adicion de
suero urémico y medio calcificante indujo un
incremento del contenido de calcio y de la expre-
sion de RANKL y OPG, mientras que la adicion de
OPG vy el silenciamiento de RANK inhibieron este
fendbmeno. Por tanto, los resultados de estos
autores confirman la participacién del eje
RANK/RANKL/OPG en el proceso de calcifica-
cion vascular, y probablemente también en la
pérdida de masa 6sea que acompana a la ERC, y
abre las puertas a nuevas vias de investigacion
en esta area.

Tal y como comentan los autores'®, existen nume-
rosas evidencias cientificas que relacionan el siste-
ma RANK/RANKL/OPG con las calcificaciones
vasculares'*”'*?, La primera deriva del estudio con
ratones nulos para OPG llevado a cabo hace algu-
nos anos por Bucay y cols.”, quienes demostra-
ron que los ratones deficientes en OPG presenta-
ban calcificaciones vasculares, asi como una dis-
minucién intensa de la densidad mineral osea
(DMO) y una alta incidencia de fracturas.
Posteriormente se observd que el tratamiento con
OPG recombinante reducia significativamente la
calcificacion vascular en ratones deficientes en
receptores de LDL®. Por otra parte, los estudios
llevados a cabo en pacientes con ERC indican que
los niveles de RANKL y OPG aumentan conforme
lo hacen los de PTH vy fosfato, habiéndose senala-
do a su vez, que el aumento de Runx2 aumenta la
expresion de RANKL en las CMLV. En modelos
animales, el aumento del RANKL induce una pér-
dida de masa 6sea y calcificacion vascular, mien-
tras que la adicion de OPG ejerce el efecto contra-
rio. La via por la que el RAKL promoveria la cal-
cificacion seria a través de la unién a su receptor
RANK, con la consecuente activaciéon de la via
alternativa de NF-kB y de las proteinas morfogé-
nicas 6seas 2 y 4 (BMP2 y BMP4), favoreciendo de
esta forma la transiciéon osteogénica de las células
musculares lisas'***, Por otra parte, el RANKL
podria actuar también de un modo indirecto al
estimular la liberaciéon de citoquinas procalcifican-
tes por los macréfagos.

Finalmente, y como cabria esperar, la via Wnt tam-
bién parece estar implicada en este proceso. Ya
hemos comentado que la hiperfosfatemia activaria
esta via en las CMLV™. Por otra parte, la expresion
de esclerostina aumenta en las arterias con calcifi-
cacion vascular. Los niveles de esclerostina y de
otros inhibidores de la via Wnt, como el
Dickkopf-1 (DKK1) o el receptor soluble del
Frizzled (SFR), aumentan conforme se deteriora la
funcion renal y se correlacionan inversamente con
los parimetros histologicos de remodelado 6seo y
con el nimero y funciéon de los osteoblastos**.
Recientemente se ha sefialado que el aumento de
FGF23, que acompana al deterioro de la funcion
renal, también podria actuar inhibiendo este siste-
ma'l. Por tanto, la esclerostina y otros inhibidores
del sistema Wnt, liberados al medio desde los
vasos podria actuar deteriorando la estructura
Osea y retardando el proceso de mineralizacion.
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Figura 1. Regulacion de la calcificacion vascular en la enfermedad renal crénica
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Estas alteraciones, junto con las del sistema
RANK/RANKL/OPG, la hiperfosfatemia y otros
factores que hemos comentado, podrian ayudar-
nos a comprender la compleja relacion que existe
entre la calcificacion vascular y la pérdida de masa
Osea y aumento de fracturas que presentan los
pacientes con ERC (Figura 1).
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Resumen

Introduccion: En la enfermedad renal créonica (ERC) se producen alteraciones del metabolismo 6seo y
mineral que favorecen la calcificacion de tejidos blandos. Alteraciones del sistema RANK/RANKL/OPG
podrian estar favoreciendo la calcificacion vascular, importante causa de morbimortalidad en la ERC.
Objetivo: Valorar en un modelo experimental in vivo de insuficiencia renal cronica el efecto de la progre-
sion de la misma sobre la calcificacion vascular y sobre la pérdida de hueso correlacionando estos cam-
bios con alteraciones en el sistema RANK/RANKL/OPG, utilizando un sistema #n vitro para confirmar los
hallazgos encontrados.

Material y métodos: Se utilizaron dos modelos de calcificacion vascular: un modelo in vivo en ratas con
insuficiencia renal cronica alimentadas con dieta con diferente contenido en fésforo, y un modelo in vitro
en células de musculo liso vascular (CMLV) sometidas a diferentes estimulos calcificantes.

Resultados: A las 20 semanas, un 50% de los animales con dieta alta en fosforo present6 calcificaciones
adrticas que se acompand de aumento en la expresion aértica de RANKL. Por el contrario, la OPG dis-
minuy6 como consecuencia probablemente del componente inflamatorio.

A las 20 semanas en la tibia aumento la expresion de RANKL y OPG, mientras que el aumento de OPG
ocurrioé en fases mas tempranas.

En CMLV la adicion de suero urémico y medio calcificante indujo un incremento del contenido de calcio
y de la expresion de RANKL y OPG. La adicién de OPG vy el silenciamiento de RANK inhibieron este
aumento.

Conclusiones: Nuestros resultados confirman la participacion del eje RANK/RANKL/OPG en el proceso
de calcificacion vascular.

Palabras clave: RANK, RANKL, OPG, enfermedad renal crénica, calcificacion vascular.
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Effect of RANK/RANKL/OPG pathway on bone demineralization and

vascular calcification in chronic kidney disease

Summary

Introduction: In cases of chronic kidney disease (CKD), bone and mineral metabolism changes occur
which favor soft tissue calcification. Alterations in the RANK/RANKL/OPG system could also favor vascu-
lar calcification, a major cause of morbidity and mortality in CKD.

Objective: In an in vivo experimental model of chronic renal failure progression, we assess the effect of
CKD on vascular calcification and bone loss correlating these changes in the RANK/RANKL/OPG path-
way. An in vitro system was used to confirm findings.

Material and methods: Two models of vascular calcification were used: an in vivo rat model with chronic
renal failure fed on a diet with different phosphorus content, and an #7 vitro model in vascular smooth
muscle cells (VSMC) subjected to different calcifying stimuli.

Results: At 20 weeks, 50% of animals with a diet high in phosphorus presented aortic calcification accom-
panied by increased aortic expression of RANKL. In contrast, OPG decreased probably as a consequen-
ce of an inflammatory component.

At 20 weeks, expression of RANKL and OPG in the tibia increased, while the increase in OPG occurred
at earlier stages.

In VSMC, the addition of uremic serum and calcification medium increased calcium content and expres-
sion of RANKL and OPG. The addition of OPG and silencing of RANK inhibited this increase.
Conclusions: Our results confirm RANK/RANKL/OPG system involvement in the vascular calcification process.

Key words: RANK, RANKL, OPG, chronic kidney disease, vascular calcification.

Introduccion

La calcificacion vascular es un proceso en el que las
células del musculo liso vascular (CMLV) y otras
poblaciones de células del vaso sanguineo sufren una
transformacion y comienzan a asemejarse a osteoblas-
tos'. Este proceso estd regulado de manera semejante
a la mineralizacion del hueso, encontrandose implica-
das diversas proteinas 6seas*. Los osteoblastos son
células responsables de la formacion de hueso que
ademas regulan la actividad de los osteoclastos y, por
tanto, juegan un papel importante en la homeostasis
del calcio (Ca) y del fésforo (PY. Los osteoblastos
secretan el ligando del receptor activador de NF-xB
(RANKL) que se une a su receptor (RANK) en los pre-
cursores osteocldsticos promoviendo su formacion,
activacion y supervivencia®’. Ademas, los osteoblastos
secretan osteoprotegerina (OPG), que actia como un
receptor soluble sefiuelo de RANKL e inhibe la union
de este ligando a su receptor transmembrana RANK.
Existen numerosas evidencias cientificas que relacio-
nan el sistema RANK/RANKL/OPG con las calcifica-
ciones vasculares, pudiendo tratarse de un importan-
te sistema autocrino/paracino implicado en el proce-
so. La via por la que RANKL promoveria la calcifica-
cion seria a través de la union a su receptor RANK con
la consecuente activacion de la via alternativa de NF-
kB y de la proteina morfogénica 6sea 4 (BMP4), la
cual ha sido implicada en la transicion osteogénica de
las CMLV>™,

La enfermedad renal cronica (ERC) se caracte-
riza por producir cambios en el metabolismo 6seo
y mineral que favorecen la calcificacion de tejidos
blandos y vasos. Alteraciones en la expresion
génica del sistema RANK/RANKL/OPG podrian
estar favoreciendo la calcificacion vascular, una de
las principales causas de mortalidad en la ERC.

Resulta de interés investigar las diferencias en la
regulacion del sistema RANK/RANKL/OPG en
hueso y vaso para poder asi disefiar estrategias
dirigidas a proteger el hueso sin tener efectos
negativos sobre la calcificacion vascular.

Por tanto, los objetivos de este trabajo fueron:
a) valorar en un modelo de rata el efecto de la
ERC vy dietas con diferente contenido en P sobre
la calcificaciéon vascular, cuantificada mediante
andlisis de contenido de Ca, y sobre la densidad
mineral 6sea (DMO), cuantificada mediante densi-
tometria 6sea; b) correlacionar estos cambios con
alteraciones en la expresion génica del sistema
RANK/RANKL/OPG en arterias y huesos de estos
animales; y ¢) utilizar un sistema #7 vitro para con-
firmar los hallazgos encontrados in vivo.

Materiales y métodos

Estudios in vivo:

Modelo de calcificaciéon vascular

El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de
Oviedo.

El estudio se realiz6 con ratas Wistar macho
(n=55) de 4 meses de edad (350-400 g). La interven-
cién quirdrgica, previa anestesia con isoflurano por
via inhalatoria, consistié en la induccién de insufi-
ciencia renal crénica (IRC) (7/8) en un solo acto qui-
rargico. Se realiz6 nefrectomia completa del rinén
derecho y a continuacion nefrectomia subtotal del
rinén izquierdo, mediante incision lateral. Con este
procedimiento se conserva aproximadamente la
cuarta parte de la masa renal. Las ratas con IRC se
dividieron en dos grupos: uno, IRC C, alimentado
con dieta para roedores estindar con un contenido
normal de P (0,6% P, 0,6% de Ca, y contenido de pro-
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teina 20%; Panlab, Barcelona, Espafia), y el otro, IRC
P, alimentado con una dieta con alto contenido en P
(0,9% P, 0,6% de Ca, y contenido de proteina 20%;
Panlab). El estudio duré 20 semanas (IRC 20C e IRC
20P), tiempo necesario para inducir calcificaciones
vasculares. Se incluyé igualmente un grupo Sham
(n=10) que fue seguido hasta la semana 20. También
se realizaron evaluaciones intermedias a lo largo del
estudio, con sacrificios a las 8 y 12 semanas (IRC 8C,
IRC 12C, IRC 8P e IRC 12P). Veinticuatro horas antes
del sacrificio, las ratas se alojaron en jaulas metaboli-
cas y recibieron dieta y agua ad libitum. Se sacrifica-
ron usando como anestesia CO,, y se extrajeron
muestras de suero para su andlisis. De cada rata se
extrajo la aorta abdominal descendente hasta la bifur-
cacion de las crestas iliacas y se dividié en tres por-
ciones: el primer fragmento se utilizé para la extrac-
cién de RNA, el segundo fragmento para determinar
el contenido de Ca, y el tercer fragmento se incluyd
en parafina para estudios futuros.

En el momento del sacrificio se extrajeron las
dos tibias. La izquierda se conservé en alcohol
para medir la densidad mineral 6sea (DMO). La
tibia restante se congel6 a -80°C hasta su procesa-
miento para el estudio de la expresion génica.

Marcadores bioquimicos

Urea, creatinina, Ca y P séricos se midieron usan-
do un analizador automatico multicanal Hitachi
717 (Boehringer Mannheim, Berlin, Alemania). La
parathormona (PTH) sérica fue medida por ELISA
(Immutopics, San Juan Capristano, EE.UU.)
siguiendo los protocolos del fabricante.

Densitometria 0sea

La DMO se midi6 en tibia a tres niveles: octavo pro-
ximal, siete/octavos distal y tibia total, con un densi-
tometro radiolégico digital de doble energia Hologic
QDR-1000 (Hologic, Bedford, EE.UU.) equipado con
un programa especifico para animales pequenos.

Analisis de calcificacion aértica
La calcificaciéon de la aorta abdominal de las ratas
fue analizada mediante dos métodos: el contenido
total de Ca y tincion de von Kossa.

Para determinar el contenido total de Ca, un frag-
mento de la aorta abdominal (el cm préximo a la
bifurcacién iliaca) se homogeneiz6 con un
Ultraturrax (OmniHT) en HCI 0,6 N. Después de agi-
tar a 4°C durante 24 horas las muestras se centrifu-
garon. El contenido de Ca se determiné en el sobre-
nadante por el método de la o-cresolftaleina comple-
xona (Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU.), y el pellet se
resuspendié en tampdn de lisis (125 mM Tris y 2%
de SDS, pH 6,8) para la extracciéon de proteinas y
cuantificaciéon por el método de Lowry (Bio-Rad,
Hércules, EE.UU.). El contenido de Ca se normalizd
expresindose como pg de Ca por mg de proteina.

Para llevar a cabo la tincion de von Kossa, otro
fragmento de la aorta abdominal se incluy6 en meta-
crilato de metilo (Sigma-Aldrich). Cinco secciones de
5 mm de espesor se obtuvieron utilizando un Polycut
S Micrétomo (Reicher-Jung, Heildelberg, Alemania) y
se tineron siguiendo el método de von Kossa.

Estudio de expresion génica

La extraccion de RNA se realiz6 mediante el método
del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo. El
DNA copia (cDNA) se sintetizo usando el kit “High
capacity” (Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.).
La expresion génica de RANK, RANKL y OPG se
analiz6 por PCR en tiempo real (qPCR) en el equipo
ABI Prism 7000 de Applied Biosystems. Para cada
una de las PCRs se utilizaron ensayos assay on-
demand disenados por Applied Biosystems que
emplean oligos especificos y sondas Tagman fluo-
rescentes. Para la cuantificacion y normalizacion se
utilizé la expresion del gen constitutivo GAPDH.

Estudios in vitro:

Cultivo primario de células de muisculo liso
vascular (CMLV)

Se utilizaron CMLV procedentes de cultivo primario
de explantes de aortas de ratas Wistar sanas de 2
meses de edad, sacrificando a 12 ratas y usando
como anestesia CO,. Se extrajeron las aortas abdomi-
nales y se introdujeron en PBS frio con 100 unida-
des/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina
(Biochrom AG, Berlin, Alemania). Después de lavar
abundantemente con PBS frio, las aortas se cortaron
longitudinalmente; se elimind la capa endotelial cui-
dadosamente y posteriormente se cortaron en frag-
mentos (explantes) de 2 a 3 mm?. Los explantes se
colocaron en placas de cultivo de seis pocillos
(Sigma-Aldrich) pretratadas con fibronectina (10
mg/cm?;  Sigma-Aldrich). Una vez colocados los
explantes, se les anadié 1 mL de DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium, Biochrom AG) suplementa-
do con 20% suero bovino fetal (FBS) (Biochrom AG).
El medio se renovo cada 2 dias. Cuando las células
alcanzaron la subconfluencia, los fragmentos de teji-
do se eliminaron y las células se separaron enzimati-
camente (0,25% de tripsina y EDTA 1 mM).

Las células se sembraron con una densidad de
10° células por placa de cultivo (Sigma-Aldrich)
con DMEM suplementado con FBS (10%). Las
células obtenidas por este método se identificaron
como CMLV por los siguientes criterios: (1) las
células crecen en el patrén caracteristico de valle
y colina; y (2) la inmunotincién fue positiva para
alfa actina (mAb de Sigma-Aldrich).

Se utilizaron células entre los pases 2 y 8, uti-
lizando tres pocillos por condicién y realizandose
los experimentos por triplicado.

Induccion de la calcificacion en CMLV

Para analizar la calcificacion inducida por la ure-
mia y conocer la implicacion del sistema
RANK/RANKL/OPG, se utilizaron dos condiciones
diferentes.

Para la primera condicion, los cultivos de
CMLV se trataron con DMEM suplementado con
15% de suero de rata urémico (un conjunto de
sueros de ratas con IRC de 8 semanas que contie-
ne 10,8 mg/dL de Ca, 6,7 mg/dL de P, y 898 pg/mL
de PTH). Como condicién control se us6 DMEM
con 15% de suero de ratas sanas (un grupo de
sueros que contiene 10,4 mg/dL de Ca, 3,6 mg/dL
de Py 25 pg/mL de PTH).



En una segunda condicion, para confirmar el
efecto del P, las CMLV se cultivaron con medio cal-
cificante: DMEM F12+0,1% de albumina bovina
sérica (BSA) con 2 mM de Ca y 3 mM de P. Se uti-
liz6 como condicion control DMEM F12+0,1% de
BSA. En ambos casos, la deposicion de Ca se
determiné a 4 y 8 dias después de la adicion de
los estimulos.

El efecto de OPG (100 pM), del silenciamiento
del receptor RANK (concentraciones crecientes
entre 100 pM y 100 nM) se testd en CMLV en las
que se indujo calcificaciéon con DMEM F12+0,1%
de BSA con 2mM de Ca y 3 mM de P.

Estudio de expresion génica
Se procedié de la misma manera que se detallé en
el apartado de estudios in vivo.

Produccion e infeccion lentiviral/Silenciamiento
de RANK mediante shRNA

El gen RANK se silencié en las CMLV mediante
horquillas pequenas de RNA (shRNA), las cuales
se clonaron en un vector basado en lentivirus
(FSVsi). En €l se introdujeron shRNAs cuya diana
era TTAGCTGAGGATGCTGAGGAT y secuencias
scramble. Todos ellos se cotransfectaron con los
elementos de embalaje del virion (VDV-G) en un
cultivo de células 293T mediante polietilenimina.
Se produjeron particulas infecciosas cultivando
las células 3-4 dias en medio para CMLV. A conti-
nuacion, el medio se centrifugd a 1.000 g duran-
te 5 min y el sobrenadante se adicion6 a un cul-
tivo de CMLYV, sustituyéndose por el medio con-
vencional tras una noche de incubacion. Por ulti-
mo, las CMLV se recogieron tras 4 dias y se com-
probé el silenciamiento de RANK con qPCR y
Western Blot.

Western Blot

Después de la transferencia, las membranas se
incubaron durante 12 horas con anticuerpos anti-
RANK (1:1.000, Cells Signaling Technology,
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Danvers, EE.UU.), y anti-tubulina (01:10.000,
Sigma-Aldrich). La unién del anticuerpo secunda-
rio se detecto con el kit de deteccion para Western
Blot ECL Advance (Amersham Bioscience,
Buckinghamshire, Reino Unido) y con el sistema
de modelo de imagenes VersaDoc 4000 (Bio-Rad).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se
emple6 el programa SPSS 17.0. En el caso de
variables con distribucién normal la comparacion
de los grupos de tratamiento se realizé por medio
del analisis ANOVA con el test de Bonferroni. En
el caso de variables con distribucién no normal, se
utilizo el test Kruskal-Wallis.

Resultados

1. Bioquimica

En los grupos que recibieron la dieta con alto con-
tenido en P (IRC 8P, IRC 12P, IRC 20P) se observo
un discreto empeoramiento de la funcién renal
con respecto a sus controles (IRC 8C, IRC 12C, IRC
200), el cual se agravo a las 20 semanas (Tabla 1).
En el grupo de dieta con P alto el Ca sérico dismi-
nuyo significativamente sélo en la semana 20 (IRC
20P), mientras el P sérico se incrementd en todos
los grupos con dieta alta en P, particularmente a
las 20 semanas de tratamiento. De forma paralela
al P, la PTH se incrementé a medida que aumen-
t6 el tiempo de tratamiento, siendo estadistica-
mente significativa a partir de la semana 12 y en
particular en la semana 20, donde se observd un
hiperparatiroidismo secundario severo (Tabla 1).

2. Estudio densitométrico

Si bien hubo un discreto descenso en la DMO de los
grupos de animales con dieta alta en P respecto a
sus controles en todos los sectores estudiados, éste
solo fue significativo a las 20 semanas (Tabla 2).
Predominaron las pérdidas a nivel distal, donde hay
mayor contenido de hueso cortical, sobre las pérdi-
das a nivel proximal (Tabla 2).

Tabla 1. Bioquimica general en los distintos grupos de tratamiento

SHAM IRCSC | IRC8P | IRC12C | IRC12P | IRC20C | IRC20P
(n=10) (n=9) (n=9) (n=7) 0=10) | (@=10) | (n=10)
Urea (mg/dL) 3449 108+27 137+45 119429 143+51 100£70 20070
Creatinina (mg/dL) | 0,420,1 1,0+0,3 14405 1304 1306 15+1,3 2,240 8*
Calcio (mg/dL) 11,440,6 11,840, 11,4+0,8 12,4%0,6 11,4%2,0 125406 | 11,1%0,4*
Fosforo (mg/dL) 48+1,0 5,7+1,1 10,0£3,7* 6,0£1,9 9,443 4* 5,6%0,8 12,142,8*
PTH (pg/ml) o a3 | 99 (27?1221> awt .6115)* se119 | arasy

IRC 8C, IRC 12C, IRC 20 C: grupos de ratas alimentadas con dieta con contenido normal en fésforo sacrifica-
das a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; IRC 8P, IRC 12P, IRC 20 P: grupos de ratas alimentadas con dieta
con alto contenido en fosforo sacrificadas a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; *p<0,005 respecto a su

grupo control con dieta normal en P.
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Tabla 2. Valores de DMO en la tibia en los distintos grupos de tratamiento

SHAM IRC 8C IRC 8P IRC 12C IRC 12P IRC 20C IRC 20P
(n=10) (n=9) (n=9) (n=7) (n=10) (n=10) (n=10)

T. proximal (mg/cm?) 335422 307x13 303+24 318+19 302+19 332+18 311429
T. distal (mg/cm?) 276%10 243412 23615 247412 23919 26313 236+20*
T. total (mg/cm?) 288+12 256%11 250+14 26113 252+11 277£12 251+21*

IRC 8C, IRC 12C, IRC 20 C: grupos de ratas alimentadas con dieta con contenido normal en fésforo sacrifica-
das a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; IRC 8P, IRC 12P, IRC 20 P: grupos de ratas alimentadas con dieta
con alto contenido en fésforo sacrificadas a las 8, 12 y 20 semanas, respectivamente; *p=0,001 respecto a su
grupo control con dieta normal en P.

3. Efecto in vivo de la uremia y la sobrecarga Figura 1. A) Contenido de Ca en las aortas de ratas
de P sobre calcificacion vascular, actividad con nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con con-
6sea y sistema RANK-RANKL-OPG tenido normal en P (0,6%) (barras grises) y alto con-
Si bien el contenido en Ca de las aortas de los ani- tenido en P (0,9%) (barras negras), sacrificadas a las
males alimentados con dieta con contenido en P geﬁviza(liséimeasrgz d'ifs* djgogsrigrer;?sngansleamr;:flgoi
normal se vio ligeramente afectado por la uremia, a P 1 (0.6%) B) "IP ) d K de 1

ir de la semana 12 de IRC la administraciéon de normaT 90T ) Tinciones de von hossa de as
partir de . ‘ aortas en los distintos grupos de tratamiento
una dieta con alto contenido en P aument6 el con-
tenido en Ca de forma significativa de forma tiem- A
po-dependiente respecto al grupo Sham. Los anima-

les que recibieron la dieta con P elevado incremen- E‘ 600
taron el contenido aértico de Ca respecto a sus res- 3 500 i
pectivos controles a partir de la semana 12, magni- g8 400
ficandose este efecto en la semana 20. A pesar del g 300
incremento generalizado del contenido en Ca aorti- £ 200
co, la tincion de von Kossa revel6 calcificaciones S 100
P . en
visibles en la aorta en solo el 50% de los animales = _ o
con dieta con alto contenido en P (Figura 1). Sham 8 semanas 12 semanas 20 semanas
Parale.lamente al 1n.c/remento del co.r}temdo de Ca P normal 0,6% [P alio 099
se produjo una elevacion de la expresion de RANKL B

en la aorta (Figura 2A). La expresion de RANK no
mostré diferencias a lo largo de la evolucion de la IRCSC IRC12C
IRC (Figura 2B), mientras que la OPG disminuy6 en ¥
todos los grupos urémicos, particularmente en los
que recibieron dieta con P elevado (Figura 2C).

En las tibias se observé un incremento de la
expresion de RANKL y OPG en la semana 20 del 2
grupo que recibié dieta con P elevado (Figuras IRC20C IRCSP
3A, 30). La expresion de OPG también se incre-
menté en todos los grupos que recibieron dieta
con P elevado, destacando el aumento observado
en la semana 20. Por el contrario, la expresion de
RANK se mantuvo similar en todos los grupos.

4. Efecto in vitro de la uremia y la sobrecarga el [RC20P

de P sobre la calcificacion vascular y el siste-
ma RANK-RANKL-OPG
El suero urémico indujo un incremento significati-
vo del contenido de Ca a los 4 y 8 dias (Figura
4A). Se produjo un incremento significativo de la
expresion de RANKL (a los 4 y 8 dias) y OPG (a Sham
los 8 dias de tratamiento) (Figuras 4B, 4C y 4D).
Las CMLV tratadas con medio calcificante (DMEM
F12, 2 mM de Ca, 3 mM de P) mostraron un incremen-
to significativo del contenido de Ca tiempo depen-
diente (Figura 5A). De manera paralela aumento la
expresion de RANKL y OPG (Figuras 5B, 5C y 5D).




Figura 2. Expresion de RANKL (A), RANK (B) y OPG (C)
en las aortas de ratas con nefrectomia 7/8 alimenta-
das con dieta con contenido normal en P (0,6%)
(barras grises) y alto contenido en P (0,9%) (barras
negras), sacrificadas a las 8 y 20 semanas, determina-
do por g-PCR. Los datos representan la media + des-
viacién estandar. *p<0,05 vs. grupo Sham #p<0,05 vs.
mismas semanas con P normal (0,6%)
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Figura 3. Expresion de RANKL (A), RANK (B) y OPG (C)
en las tibias de ratas con nefrectomia 7/8 alimenta-
das con dieta con contenido normal en P (0,6%)
(barras grises) y alto contenido en P (0,9%) (barras
negras), sacrificadas a las 8 y 20 semanas, determina-
do por g-PCR. Los datos representan la media + des-
viacion estdndar. *p<0,05 vs. grupo Sham #p<0,05 vs.
mismas semanas con P normal (0,6%)
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5. Efecto in vitro de la adicion de OPG sobre la
calcificacion inducida por el suero urémico
Para confirmar la idea de que el incremento de la
expresion de RANKL es responsable del aumento
contenido en Ca en CMLV tratadas con suero uré-
mico, se adicion6 al medio de cultivo 100 pM de
OPG, lo que produjo un descenso significativo de
la misma (Figura 6).

6. Efecto in vitro del silenciamiento de RANK
sobre la calcificacion inducida por el suero
urémico

Del mismo modo, el silenciamiento del receptor
RANK mediante la técnica de shRNA redujo de
manera significativa el contenido de Ca de las
CMLYV tratadas con suero urémico (Figura 7).

Discusion

La ERC, una enfermedad caracterizada por una
pérdida progresiva de la funcion renal, conlleva la
aparicion de multiples complicaciones y alteracio-
nes del sistema cardiovascular. Para simular la ERC
hemos utilizado el modelo animal con IRC habi-
tual de nuestro laboratorio.

De acuerdo con lo observado en los marcadores
bioquimicos analizados, el desarrollo de IRC se
acompané de alteraciones en el metabolismo 6seo
y mineral que se agravaron con la hiperfosforemia
y el desarrollo de hiperparatiroidismo secundario.
Es bien reconocido que este ultimo aumenta el
recambio Oseo, afectando negativamente primero y
de forma mds severa al hueso cortical (siete/octavos
de la tibia o zona distal) que al trabecular (octavo
de la tibia o zona proximal), hecho corroborado en
nuestros animales. Si bien la PTH es capaz de esti-
mular la expresion de OPG, como se demuestra en
las tibias de los animales con IRC con hiperfosfore-
mia severa, esta hormona es también capaz de indu-
cir la expresion de RANKL en los osteoblastos",
pudiendo ser este gen responsable del descenso en
la DMO registrado en el estudio densitométrico.

El sistema RANK/RANKL/OPG también se ha
asociado a la calcificacion vascular. La primera
evidencia de su implicacion en este proceso deri-
va del estudio con ratones nulos para OPG que
presentaban, ademds de una severa disminucion
de DMO v alta incidencia de fracturas, calcificacio-
nes de las arterias aorta y renales®.
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Figura 4. Contenido en Ca (A) y expresion de RANKL, RANK y OPG en las CMLV de ratas tratadas con DMEM
suplementado con 15% de suero control (barras grises) o urémico (barras negras) a tiempo basal (0), 4 y 8
dias, determinado por q-PCR. Los datos representan la media + desviacion estindar. *p<0,05 vs. basal; #p<0,05
vs. mismo tiempo con DMEM vy suero control
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Figura 5. Contenido en Ca (A) y expresion de RANKL (B), RANK (C) y OPG (D) en las CMLV de ratas tra-
tadas con DMEM control (1ImM Ca 1mM P) (barras grises) o calcificante (2mM Ca 3mM P) (barras negras).
Los datos representan la media + desviacion estindar. *p<0,05 vs. basal; #p<0,05 vs. mismo tiempo con
DMEM control
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Figura 6. Contenido en Ca en CMLV de ratas trata-
das con DMEM + 15% suero control (DMEM SC) o
DMEM + 15% suero urémico (DMEM SU) con o sin
100 pM OPG. Los datos representan la media + des-
viacién estindar. *p<0,05 vs. DMEM SC; #p<0,05 vs.
DMEM SU
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Figura 7. Contenido en Ca CMLV de ratas transfectadas
con scramble (control) o con sh-RANK con DMEM +
15% suero control (DMEM SC) o DMEM + 15% suero
urémico (DMEM SU). Los datos representan la media
+ desviacion estandar. *p<0,05 scramble con DMEM
SC; #p<0,05 vs. scramble con DMEM SU
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La OPG tiene la habilidad de inhibir la actividad
osteoclastica y por tanto de prevenir la aparicion de
calcificacion vascular. De hecho, en nuestro mode-
lo in vitro, la calcificacion vascular inducida por
suero urémico se vio atenuada al afiadir OPG.

Como han descrito algunos autores, se ha
observado una relacion directa entre la calcifica-
cion y el aumento de RANK/RANKL/OPG a nivel
6seo. La bajada de OPG en tejido adrtico induci-
da en nuestro modelo animal por la uremia esta
en consonancia con lo referido por otros autores.
Mientras RANKL fue claramente detectable en
pacientes con estenosis adrtica calcificada, los
niveles de OPG no eran detectables®. Estos des-
censos de OPG a nivel aértico por la uremia
podrian deberse al proceso de inflamacién duran-
te la calcificacion que cursa con descensos en
OPGIA&_]%l

Algunos autores han descrito la calcificacion
vascular como un proceso activo y regulado por
diversos factores. Las CMLV en las primeras etapas
del proceso de calcificacion sufren un cambio de
su fenotipo y empiezan a expresar marcadores
osteogénicos, que permitirfan la mineralizacion de
la matriz extracelular. Una de estas proteinas es
RANKL, cuya expresion es abundante en osteo-
blastos. Tanto en las aortas y tibias de las ratas
como en las CMLV se ha producido un aumento
en la expresion de RANKL, agravado por el
aumento de P en la dieta. En nuestro trabajo se
muestra la relacion directa existente entre el
aumento en la calcificacion y el incremento de
RANKL. Los osteoblastos secretan RANKL, proceso
que puede revertirse por accion de OPG, proteina
que secuestra RANKL inhibiendo asi la formacion
de osteoclastos al impedir que RANKL se una a su
receptor RANK. El silenciamiento de RANK en
nuestro modelo in vitro de calcificacion con suero
urémico inhibi6é el proceso de calcificacién al
impedir la unién del RANKL al RANK.

Otros estudios también han demostrado que la
expresion de RANKL se incrementa en dreas calci-
ficadas'**®, como sucedi6 en las aortas de los anima-
les estudiados. Mientras que en hueso un incre-
mento de RANKL favorece la desmineralizacion por
un aumento de la actividad osteoclastica, en los
vasos estimula la osteogénesis y, por tanto, la calci-
ficacion®. De hecho, Kindle L y cols. sugieren que
las células endoteliales del vaso producen un
microambiente favorable a la formacion de tejido
calcificado, estimulando la migracion y adhesion de
monocitos a través del endotelio que pueden dife-
renciarse en osteoclastos en presencia de RANKL?.
Recientemente se ha demostrado que CMLV incu-
badas en medio calcificante al que se anade RANKL
incrementan su contenido de Ca y la actividad fos-
fatasa alcalina, mientras que la coincubacién con
OPG es capaz de inhibir la calcificacion inducida
por RANKL®.

La hipétesis de que el sistema RANK/RANKL/OPG
podria explicar parte de la relaciéon existente entre
osteoporosis y calcificacion vascular se basa en
multiples estudios epidemioldgicos que han puesto
de manifiesto la asociacion entre metabolismo 6seo
y vascular, constatando que la disminucion de masa
O6sea y aumento de las fracturas se asocia con
mayor prevalencia y progresion de calcificaciones
vasculares en poblacién general y en poblaciones
de riesgo®*, encontrindose entre estas Ultimas los
enfermos con ERC.

La via de Wnt es una via de sefalizacion intra-
celular que participa en la formacién de hueso.
Debido a las similitudes entre la formaciéon 6sea y
la calcificacion, se ha sugerido que la inactivacion
de la via de Wnt podria atenuar el proceso de la
calcificacion, como asi ha sido descrito por varios
autores”®. Datos de nuestro grupo, en el mismo
modelo experimental, han mostrado un incremen-
to en la expresion génica de inhibidores de la via
de Wnt en el grupo de animales con calcificacion
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vascular, sugiriendo un mecanismo protector de la
progresion de la calcificacion®. Por otro lado, no
debemos olvidar que un balance negativo de los
inhibidores de la calcificacion, como la fetuina A,
podria igualmente favorecer el proceso de calcifi-
cacion® 2,

Nuestros resultados 7 vivo indican la participa-
cién del eje RANK/RANKL/OPG en la calcificacion
vascular y en cambios en DMO como consecuen-
cia de la ERC y de estimulos que favorecen la pri-
mera. Ademas, en nuestro modelo in vitro, la adi-
cion de OPG asi como el silenciamiento de RANK
redujeron la calcificacion, indicando que el siste-
ma RANK/RANKL/OPG actia en dicho proceso,
abriendo las puertas a nuevas investigaciones en
esta area. Debido a su importancia en la regula-
cion del recambio 6seo, los miembros del eje
RANK/RANKL/OPG podrian ser utilizados en un
futuro como biomarcadores ttiles en la evaluacion
de la funcién 6sea en pacientes con ERC.
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Resumen

Introduccion: La causa mds frecuente de estenosis adrtica es la acumulacion activa de calcio en los velos
valvulares, lo que conlleva graves consecuencias clinicas. Diversas metaloproteasas de matriz extracelular
(MMPs) han sido implicadas en el desarrollo de esta enfermedad. Por ello, se estudio la posible asociacion
entre un polimorfismo funcional de MMP1 y la cantidad de calcio depositado en la vilvula adrtica.
Pacientes y métodos: Se incluyeron en el estudio 45 pacientes sometidos a reemplazo valvular. El conte-
nido en calcio de los velos de las vilvulas extraidas en la cirugia se determiné mediante microtomogra-
fia computarizada. De muestras de sangre periférica se extrajo ADN para genotipar el polimorfismo -1607
1G>2G de MMP1 por PCR y posterior digestion.

Resultados: Se observaron diferencias significativas en el contenido en calcio de las vilvulas aérticas en
individuos con distintos genotipos de -1607 1G>2G (p=0,042). Asi, los portadores del alelo 2G (en homo-
cigosis o heterocigosis) presentan valores mas altos de calcio medido tanto como DMO (p=0,004) como
BV/TV (p=0,002). La asociacion con BV/TV fue independiente del sexo, la edad, el grado de funcion
renal y la anatomia de la valvula (p=0,02), y se observé también una tendencia con la DMO (p=0,07).
Conclusion: La asociacién entre el polimorfismo 1G>2G de MMP1 y el contenido en calcio de la vilvula
aortica sugiere que el alelo 1G tendria un efecto protector ante el depdsito de calcio. Estos resultados
apoyarian la importancia de ampliar el estudio para confirmar si este polimorfismo se podria usar como
un posible predictor del desarrollo de estenosis adrtica.

Palabras clave: valvulopatia adrtica, metaloproteasa de matriz extracelular, polimorfismos, microCT, contenido en calcio.
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The association of MMP1 1G>2G polymorphism with aortic
valve calcification

Summary

Introduction: The most common cause of aortic stenosis is active calcium accumulation in the valve
cusps, which implies serious clinical consequences. Various extracellular matrix metalloproteases (MMPs)
have been implicated in the development of this disease. Therefore, the possible association between a
functional MMP1 polymorphism and the amount of calcium deposited on the aortic valve is studied.
Patients and methods: 45 patients undergoing valve replacement were included in the study. The calcium
content in valve cusps removed during surgery was determined by computed micro-tomography. DNA
was extracted from peripheral blood samples for genotyping the -1607 1G>2G polymorphism of MMP1
by PCR and subsequent digestion.

Results: Significant differences were observed in the calcium content in aortic valves in individuals with
different -1607 1G>2G genotypes (p=0.042). Thus, 2G allele carriers (homozygous or heterozygous) pre-
sent higher calcium levels measured as BMD (p=0.004) as well as BV/TV (p=0.002). The association with
BV/TV was independent of sex, age, degree of renal function and anatomy of the valve (p=0.02). BMD
tendency (p=0.07) was also observed.

Conclusion: The association between 1G>2G MMP1 polymorphism and calcium content of the aortic
valve suggests that the 1G allele would have a protective effect against calcium deposits. These results
support the importance of further study to confirm whether this polymorphism could be used as a pos-

sible predictor of aortic stenosis development.

Key words: aortic valve disease, matrix metalloproteinase polymorphisms, microCT, calcium content.

Introduccién

La estenosis adrtica por degeneracion es la valvu-
lopatia mas frecuente en los paises desarrollados'.
Inicialmente considerada un proceso pasivo, en la
actualidad se describe como una acumulacion
activa de calcio en los velos valvulares, acompa-
fnada de cambios en la morfologia y funcion de las
células valvulares, caracterizados por una marcada
diferenciacion osteoblastica que aumenta la rigi-
dez valvular. Todo ello lleva a una reduccion en el
orificio de apertura de la valvula y un incremento
en el gradiente de presion de sangre que la atra-
viesa, con graves consecuencias clinicas?.

Existen numerosas evidencias que implican a
las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs)
en este proceso’. Las MMPs constituyen una
amplia familia de enzimas dependientes de zinc
que ejercen su funcion tanto en condiciones fisio-
logicas como patolégicas’. Tradicionalmente se
han agrupado segin su capacidad para degradar
diversos componentes de la matriz extracelular,
aunque también ejercen funciones en otras locali-
zaciones. De hecho, de manera reciente se ha
sugerido que actian también sobre proteinas no
relacionadas con la matriz y se destaca su papel
en procesos inflamatorios®*. Ademas, se ha encon-
trado una mayor expresion de MMP-1, -2 y -3 en
valvulas aérticas calcificadas que en valvulas aé6r-
ticas normales, asi como la presencia de MMP-9
exclusivamente en valvulas enfermas’.

La asociacion de las MMPs con valvulopatias tam-
bién se ha estudiado desde el punto de vista genéti-
co. Asi, se ha descrito que el polimorfismo 1G>2G
de la posicion -1607 del gen MMP1 se asocia con la
presencia de valvula aértica bicaspide®. Este mismo

polimorfismo también se ha asociado con los nive-
les de densidad mineral 6sea en mujeres postmeno-
pausicas’. En funcion de los datos expuestos y con
objeto de identificar un posible marcador precoz de
enfermedad de la valvula adrtica calcificada, se estu-
di6 la asociacion del polimorfismo 1G>2G con para-
metros indicativos de mineralizacion en valvulas aor-
ticas procedentes de reemplazo valvular.

Pacientes y métodos

Poblacién

Se estudiaron las valvulas adrticas procedentes de
45 pacientes con diagnéstico de valvulopatia adr-
tica (91% estenosis, 9% insuficiencia) sometidos a
recambio valvular adrtico entre abril de 2012 y
mayo de 2014 en el Servicio de Cirugia Cardiaca
del Hospital Universitario Central de Asturias. En
la tabla 1 se muestran algunas caracteristicas de
mayor interés clinico, incluidos factores de riesgo
cardiovascular.

Se consider6 fumador actual a cualquier indivi-
duo fumador activo durante el Gltimo ano, ex-fuma-
dor a aquel individuo que haya abandonado el
habito tabaquico en un periodo mayor a un ano y
no fumador a aquella persona que nunca haya
adquirido el habito tabaquico. La dislipemia se defi-
ni6 de acuerdo al cumplimiento de alguno de los
siguientes criterios: historia de hiperlipidemia diag-
nosticada y/o tratada con medicacion, dieta y/o
ejercicio, cifras de colesterol total superior a 200
mg/dl, colesterol-LDL superior o igual a 130 mg/dl,
colesterol-HDL inferior a 40 mg/dl o tratamiento
hipolipemiante. La hipertension arterial se definio
como el cumplimiento de alguno de los siguientes
criterios: historia de hipertension diagnosticada o
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tratada con medicacion, dieta
y/0 ejercicio; presion arterial

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antropométricas de la poblacion estudiada

sistolica igual o superior a Caracteristicas Valores
140 mmHg o diastolica igual

o superior a 90 mmHg, al Edad® (afios) 69+11
menos en dos determinacio-

nes; o tratamiento antihiper- Hombres 63%
tensivo que no es administra-

do como terapia a otra altera- Fumadores 17,4%
cion distinta a la hipertension

arterial. Se considero la exis- Dislipemia 43.5%
tencia de diabetes mellitus en

funcién de la presencia de Hipertension 67,4%
alguna de las siguientes pre-

misas: historia de diabetes Diabetes 21,7%
mellitus acreditada en un

informe médico, glucemia en MDRD-4" (ml/min) 82428
ayunas superior o igual a 200

mg/dl en cualquier situacion Vilvula aértica bicuspide 20%
y sintomas de diabetes melli-

tus, al menos dos determina-
ciones de glucemia en ayu-
nas superiores o iguales a 126
mg/dl (entendiéndose como
ayunas un periodo sin ingesta de al menos 8 horas)
o utilizacién actual de tratamientos hipoglucemian-
tes orales y/o insulina. La estimacion del filtrado glo-
merular se realiz6 mediante la ecuacion MDRD-4. La
clasificacion de la anatomia valvular se realiz6 en
base a los hallazgos intraoperatorios, ademas de la
descripcion ecocardiografica previa a la cirugia.

Los tejidos extraidos durante la intervencion
fueron tratados durante 24 h con formol al 4% v,
tras varios lavados con agua, conservados en eta-
nol 70% a 4°C en el Biobanco del Principado de
Asturias. También se extrajo una muestra de san-
gre periférica en tubo con EDTA, que fue proce-
sada en el Biobanco para la extraccion del ADN
genomico, que fue almacenado a -20° C hasta su
utilizacion. Los pacientes firmaron un consenti-
miento informado para la utilizacién de sus mues-
tras biologicas y el estudio fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica Regional del
Principado de Asturias.

Genotipado
El polimorfismo 1G>2G en la posicion -1607 del

gen MMP1 (151799750) fue genotipado por reaccion
en cadena de la polimerasa y posterior digestion
con un enzima de restriccion (PCR-RFLP), siguien-
do un procedimiento descrito previamente'.

Cuantificacién del contenido en calcio del velo
aortico

Las muestras de tejido valvular conservadas en eta-
nol fueron analizadas mediante microtomografia
computarizada (microCT) en un equipo SkyScan
1174 (Bruker, Kontich, Bélgica) disponible en el
Bioterio de la Universidad de Oviedo. Las imagenes
fueron obtenidas utilizando unos parametros de 50
kV y 800 pA. Se obtuvieron unas 1.300 imagenes de
cada una de las muestras con un paso de rotaciéon
de 0,3° y un promedio de marco de 2 para un esca-
neo de 180°. El escaneo de cada una de ellas duro

* media + desviacion estandar.
" filtrado glomerular en ml/min/1,73 m? (media + desviacion estandar).

entre 10 y 20 minutos (dependiendo del tamano de
la valvula) usando un tiempo de exposicion de
6.200 ms. Se realizo la correccion de campo plano
al principio de cada escaneo.

Las imagenes obtenidas fueron reconstruidas
con el programa informatico NRecon (Bruker)
(Figura 1). Los valores de correccion del coeficien-
te de atenuacion, dureza del rayo, suavizado y
artefactos de anillo fueron los mismos en todas las
muestras.

El andlisis morfométrico en 3D fue realizado
mediante el programa informatico CTAn (Bruker).
El volumen de interés fue delimitado manualmen-
te en cada una de las muestras. El umbral que se
usd para todas ellas fue de 0,74-3,39 g/cm?® de
densidad mineral 6sea (DMO).

Se consideraron los parimetros de DMO vy el
cociente volumen Oseo/volumen total (BV/TV)
como medidas de la cantidad de calcio depositado.

Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo
utilizando el programa informatico SPSS version
15.0. En primer lugar se confirmé que las frecuen-
cias alélicas y genotipicas del polimorfismo estu-
viesen en equilibrio de Hardy-Weinberg mediante
una prueba 2. Se utiliz6 una prueba ANOVA para
comparar los valores medios de los parimetros
estudiados en los diferentes genotipos y, posterior-
mente, un test de Bonferroni para discriminar a qué
parejas de genotipos se debia la significacion esta-
distica. Seguidamente, en funcién de estos resulta-
dos, se agruparon los genotipos en dos categorias
cuyos valores medios para la DMO y el BV/TV se
compararon mediante una prueba T. Por Gltimo, se
realiz6 un analisis de regresion lineal corregido por
las variables sexo, edad, filtrado glomerular medido
utilizando la férmula MDRD-4 y presencia de val-
vula aértica bicaspide. Un p-valor <0,05 fue consi-
derado como estadisticamente significativo.
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Figura 1. Imagenes obtenidas tras el andlisis mediante microtomografia com-
putarizada (microCT) de los velos valvulares adrticos. Se muestran 4 ejem-
plos de velos valvulares con distintos grados de calcificacion

BV/TV tras el ajuste por
sexo, edad, presencia de val-
vula adrtica bicuspide y fil-
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) |
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Resultados

Los individuos analizados se encuentran en equili-
brio de Hardy-Weinberg para el polimorfismo -1607
1G>2G, con una frecuencia de 0,49 para el alelo
minoritario (1G en nuestra poblacion), similar a la
de otras poblaciones europeas (dbSNP).

Se calcularon los valores medios de DMO vy
BV/TV en los grupos de poblacion definidos por
los distintos genotipos para el polimorfismo -1607
de MMP1 y se encontraron diferencias en ambas
variables, aunque éstas eran estadisticamente sig-
nificativas solo en el caso del BV/TV (Tabla 2).

Mediante un analisis post hoc se comprob6 que
presentaban diferencias significativas los individuos
homocigotos para el alelo 2G frente a los homoci-
gotos para 1G (p=0,042), con valores de contenido
en calcio en los individuos heterocigotos similares
a los de los homocigotos para el alelo 2G. Asi, apli-
cando un modelo de herencia recesiva para el efec-
to del alelo 1G, se comprob6 que los portadores
del alelo 2G presentaban valores significativamente
mds altos de contenido en calcio en la valvula aor-
tica (3 veces en la DMO y 2 veces en el BV/TV) que
los no portadores (valores de DMO de 62,52+10,99
mg/cm® en portadores del alelo 2G frente a
20,08+8,54 mg/cm® en homocigotos para el alelo
1G; y valores de BV/TV de 5,44+0,62% en portado-
res del alelo 2G frente a 2,52+0,59% en homocigo-
tos para el alelo 1G) (Figura 2). Estas diferencias
significativas se mantuvieron para los niveles de

| 1 | | I |
75 100 125 150 175 200

T T T T 1
75 100 125 150 175 200

trado glomerular (p=0,021),
manteniendo la tendencia,
aunque sin llegar a ser signi-
ficativa, para los niveles de
DMO (p=0,073).

Discusion

Este estudio es el primero
en el que se describe una
asociacion entre un poli-
morfismo del gen MMP1 y
la cantidad de calcio presen-
te en las valvulas aorticas.
La literatura recoge diversas
asociaciones de variantes de
este gen con otras afeccio-
nes cardiovasculares' . Entre
estas variantes, una de las
mas estudiadas es el poli-
morfismo 1G>2G en la
region promotora del gen,
pues el alelo de la insercion
confiere una mayor activi-
dad transcripcional que
puede tener efectos en la
\ célula y, por tanto, en el
organismo. Asi, se observo
un incremento significativo
del riesgo de padecer ate-
rosclerosis en la arteria caro-
tida en individuos portado-
res del alelo 2G" y una mayor presencia de este
alelo en pacientes que habian sufrido ictus isqué-
mico’. Sin embargo, hasta ahora no se habian
descrito asociaciones de este polimorfismo y la
enfermedad de la valvula adrtica calcificada, a
pesar de que las MMPs juegan un papel importan-
te en su fisiopatologia'”*.

Dos aspectos importantes en el desarrollo de la
enfermedad de la valvula adrtica calcificada son la
inflamacién y el remodelado de la matriz extrace-
lular’. Ambos son modulados por las células
intersticiales de la valvula (VIC), las cuales pasan
de un estado de reposo en el que conservan la
homeostasis tisular, a un estado activado en el que
toman caracteristicas de miofibroblastos®. Las VIC
activadas responden a la inflamacién secretando,
entre otros muchos factores, MMPs, lo que contri-
buird a la acumulacién de tejido fibroso desorga-
nizado, a mantener las valvulas en un estado de
inflamacién crénica e inducird la diferenciacion
osteoblastica de las VIC. Este tltimo acontecimien-
to favoreceria y aceleraria el depdsito de calcio,
que tendria como consecuencia la reduccion de la
funcion valvular®.

La interaccion entre las células y la matriz
extracelular que las contiene es fundamental en la
fisiologia y funcionalidad del tejido valvular y
puede afectar al fenotipo de las VIC®. La matriz
extracelular de las valvulas cardiacas esta consti-
tuida hasta en un 90% por colidgeno y, de hecho,
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un depésito excesivo de la proteina, acompanado
de un alineamiento alterado de sus fibras, incre-
menta la rigidez del tejido*. Existen diversos estu-
dios en los que se ha demostrado el papel crucial
del colageno en la calcificacion de las valvulas
adrticas®?. En concreto, en cultivo in vitro de
velos de vilvula adrtica porcina tratados con cola-
genasa se observo un aumento en la cantidad de
colageno y, simultaneamente, una disminucion en

la cantidad de otros componentes de la matriz
extracelular como el 4cido hialurénico®.
Asimismo, se detecté un incremento tanto en la
proliferaciéon como en la apoptosis de las VIC, las
cuales expresaron marcadores asociados a un
fenotipo de miofibroblasto (alfa-actina de muscu-
lo liso) y de osteoblasto (fosfatasa alcalina, osteo-
calcina y sialoproteina 6sea) resultando en un
aumento de la mineralizacion del tejido®.

Tabla 2. Valores de DMO y BV/TV para cada genotipo del polimorfismo -1607 de MMP1

Genotipo DMO BV/TV
-1607 MMP1 (mg/cm?) (%)
e 66,72465,31 5,87+3,76
e 59,79+63,22 5,16+3,51
oS 20,08£29,59 2,5242,03
(§2t4a51) 51,20+58,96 4,66+3,46
p-valor 0,095 0,033

Los datos se representan como media + desviacion estindar. P-valor obtenido mediante ANOVA.

Figura 2. Valores de DMO y BV/TV para los genotipos de -1607 de MMP1 segiin un modelo de herencia rece-
siva para el alelo 1G. Se representa media + error estindar. *p=0,004; #p=0,002
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La MMP-1, también conocida como colagenasa
de fibroblastos, degrada los tipos de coligeno
intersticial I, IT y III. En consecuencia, el incremen-
to de su actividad favoreceria la destruccion de
colageno, la diferenciacion osteoblastica y la calci-
ficacion. Los resultados experimentales obtenidos
en este estudio sustentan este razonamiento, aso-
cidndose las mayores cantidades de calcio en las
valvulas a aquellos individuos portadores del alelo
que produce una mayor transcripcion del gen v,
consecuentemente, una mayor cantidad de protei-
na MMP-1. Visto de otro modo, la falta del efecto
protector que ejerceria en los pacientes una menor
transcripcion (proporcionada por el alelo menos
activo) facilitaria el desarrollo de calcificacion en la
vélvula aértica.

Una limitacion de este trabajo es que el nime-
ro de pacientes estudiados es reducido y ademas
se trata de un estudio transversal. No obstante, se
ha constatado la asociaciéon con el polimorfismo
1G>2G, sugiriendo un efecto protector del alelo
1G que serd necesario comprobar en muestras de
mayor tamafno y en otras poblaciones con objeto
de comprobar si este hallazgo podria utilizarse en
el futuro como predictor de calcificacion y esteno-
sis valvular aortica.
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Resumen

La esclerostina, codificada por el gen SOST, es un inhibidor de la via Wnt, y por ello tiene una influen-
cia negativa sobre la masa 6sea. Algunos polimorfismos del promotor de SOST se han asociado a dife-
rencias en la densidad mineral 6sea (DMO) en varios estudios, pero se desconocen cudles son los meca-
nismos moleculares implicados. El objetivo de este estudio fue comprobar las consecuencias funcionales
de uno de esos polimorfismos in vitro. Para ello se clond la region promotora proximal del gen SOST,
con diferentes alelos del polimorfismo rs851054, y se transfectaron en células HEK-293T, SAOS-2 y HOS-
TES85. En ningin caso se observaron diferencias significativas en la actividad transcripcional entre los vec-
tores con el alelo A y los vectores con el alelo G. La co-transfeccion de vectores de expresion de los fac-
tores de transcripcion RUNX2 y OSX estimul6 claramente la actividad transcripcional (2,5+0,9 veces sobre
el valor basal para el alelo A y 1,9+0,8 veces para el alelo G; en ambos casos, p<0,05), sin que hubiera,
sin embargo, diferencias entre los alelos. Tampoco se hallaron diferencias en la fijacion a proteinas nuclea-
res analizadas en experimentos de retardo de la movilidad electroforética.

En conclusion, la region situada antes del inicio de la traduccién del gen SOST tiene una potente activi-
dad promotora, que es aumentada por los factores RUNX2 y OSX. Las variantes frecuentes de esta region
se han asociado con la DMO, pero los mecanismos implicados son ain desconocidos, puesto que los
alelos analizados no muestran diferencias en la actividad transcripcional in vitro.

Palabras clave: esclerostina, regulacion génica, polimorfismos, transfeccion.
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Functional study of promoter gene polymorphisms of sclerostin

Summary

Sclerostin, encoded by the SOST gene, inhibits the Wnt pathway and, consequently, tends to decrease
bone mass. Some polymorphisms of the SOST promoter have been associated with bone mineral density
(BMD), but the molecular mechanisms involved are unknown. The aim of this study was to study the
functional role of one polymorphism in vitro. We cloned the proximal promoter region of SOST gene,
containing different alleles at the rs851054 SNP, in luciferase reporter vectors and transfected them into
the cell lines HEK-293T, SAOS-2 and HOS-TE85. We did not find significant differences in the transcrip-
tional activity of vectors with either the A or the G allele of the SNP. The co-transfection of vectors expres-
sing RUNX2 and OSX markedly increased the transcriptional activity of the SOST promoter constructs (A
allele, 2.5+£0.9 fold, p<0.05; G allele, 1.9+0.8 fold, p<0.05), without significant differences between the
rs851054 alleles. Moreover, no allele differences were detected in EMSAs.

In conclusion, the DNA region upstream of the TSS of the SOST gene has a strong promoter activity that
is enhanced by RUNX2 and OSX. Frequent allelic variants in this region have been associated with BMD,
but the mechanisms involved remain to be elucidated because no functional differences between alleles

were detected in vitro.

Key words: sclerostin, gene regulation, polymorphisms, transfection.

Introduccion

La evolucién de la masa 6sea a largo plazo viene
determinada por el balance entre la resorcion y la
formacion de hueso, de manera que una actividad
formadora de hueso insuficiente para sustituir el
destruido durante la resorcion inevitablemente con-
duce a la disminucién del tejido 6seo, caracteristica
propia de la osteoporosis. Los osteoblastos, encar-
gados de la formacion 6sea, derivan de células tron-
cales mesenquimales que pueden dar lugar también
a otros tipos celulares, como adipocitos o condroci-
tos. La proliferacion y la diferenciacion de los pre-
cursores osteoblasticos esta controlada por diferen-
tes factores, intracrinos, paracrinos y endocrinos.
Asi, algunos factores de transcripcion, como RUNX2
y Osterix (OSX), se consideran esenciales en las pri-
meras etapas de la diferenciacion osteoblastica. La
via Wnt desempena también un papel importante'.
Los ligandos Wnt se unen a sus receptores presen-
tes en la membrana celular y, a través de diversos
mediadores intracelulares, modifican la expresion
de sus genes diana que, en general, actian favore-
ciendo la formacion Osea y aumentando la expre-
sion de OPG, lo que secundariamente resulta en
una disminucién de la resorcion. Los receptores de
los ligandos Wnt son complejos moleculares que
incluyen al menos dos proteinas: Frizzled y LRP, de
las cuales existen varias formas*’. Como en el caso
de muchos otros sistemas reguladores, también
existen inhibidores de la via Wnt. Uno de los mas
estudiados es la esclerostina, codificada por el gen
SOST. Este gen se expresa de manera preferente en
los osteocitos™. Siendo un inhibidor de la via Wnt,
la esclerostina ejerce una influencia negativa sobre
la masa Osea. Su papel en la biologia esquelética
parece importante. De hecho, los anticuerpos neu-
tralizantes de la esclerostina ejercen un potente
efecto anabodlico sobre el esqueleto, y las mutacio-
nes inactivadoras del gen SOST provocan un
aumento exagerado de la masa Osea®!.

En consonancia con el papel biolégico de la
esclerostina, las variantes alélicas del gen SOST
parecen influir en la masa 6sea. Asi, en algunos
estudios de barrido genémico (GWAS) y en otros
estudios de asociacion genética, se ha encontrado
una relacion entre algunos polimorfismos frecuen-
tes del gen SOST y la densidad mineral 6sea
(DMO). De hecho, nuestro grupo encontré una
asociacion entre unos polimorfismos situados en
la region promotora de SOST y la DMO en muje-
res postmenopdusicas?. El objetivo del presente
estudio fue explorar la capacidad reguladora de
uno de esos polimorfismos mediante estudios fun-
cionales in vitro. Para ello hemos utilizado vecto-
res en los que el promotor de SOST se ha inserta-
do delante de un gen reportero que codifica una
proteina (luciferasa) cuya actividad es facilmente
medible, y hemos realizado experimentos para
comprobar la capacidad de fijacion de proteinas
nucleares a esas regiones valorando el retardo de
la movilidad electroforética.

Material y métodos

Construccion de vectores reporteros

El promotor de SOST (1-1440) se clon6 a partir de
ADN genémico de dos individuos con genotipo
conocido, homocigotos para los alelos A y G, res-
pectivamente, del polimorfismo rs851054 (Figura 1).
Ambos fragmentos tenfan, por lo demds, secuen-
cias idénticas e iguales a la secuencia de referen-
cia del genoma humano. La extraccién de ADN se
produjo tras el consentimiento informado, en el
seno de un estudio de factores genéticos implica-
dos en la osteoporosis, autorizado por el Comité
de Etica en Investigacion Clinica. Para la amplifi-
cacion de los correspondientes fragmentos genoé-
micos por PCR se utilizaron cebadores disefiados
con el programa Primer3 que incluian secuencias
para las enzimas de restriccion Smal y Xhol, a fin
de facilitar su posterior clonaje. Se cortaron con
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estas enzimas los amplicones y el vector PGL2 y
se unieron los fragmentos mediante T4 DNA
Ligasa (NE Biolabs). Los vectores se transfectaron
en células competentes DH5a (Invitrogen), las
cuales se cultivaron después en placas con agar y
medio suplementado con ampicilina. Las colonias
seleccionadas se expandieron en cultivo liquido, y
posteriormente se extrajeron los plasmidos y se
comprobé que contenian los insertos correctos,
sin mutaciones, mediante secuenciacion conven-
cional. Por tanto, en estos vectores se encontraba
la secuencia promotora de SOST dirigiendo la
transcripcion del gen reportero, codificador de
luciferasa. Asi, la medida de la actividad luciferasa
era reflejo de la actividad promotora de la trans-
cripcion de la secuencia del alelo del promotor
SOST que se clon6 en el vector.

Transfeccion y analisis de la actividad trans-
cripcional

Las células HEK-293T (una linea derivada de rindén
humano) y las lineas osteoblasticas humanas SaOS-2
y HOS-TES5 se transfectaron con los vectores con-
teniendo las secuencias promotoras de SOST y un
vector control RSV-BGAL, que expresa constitutiva-
mente el gen LacZ, que codifica para la B-galacto-
sidasa, a fin de normalizar los resultados en funcién
de la eficiencia de la transfeccion. Como control
negativo y en paralelo se realizé también la trans-
fecciéon con el vector vacio. Para la transfeccion se
sembraron 125.000 células HEK-293T (o 50.000
SAOS-2 0 HOS-TE85) en cada pocillo de una placa
de 24 pocillos. Una vez alcanzada una confluencia
del 80% se transfectaron 500 ng de los vectores, uti-
lizando Lipofectamina 3000, segin las recomenda-
ciones del fabricante (Invitrogen). A las 48 horas se
aspir6 el medio y se lisaron las células con 70 pl de
tampon, tras lo que se midio la actividad de galac-
tosidasa (Galacto-Light Plus™ p-Galactosidase
Reporter Gene Assay System, Applied Biosystems)
y de luciferasa (Luciferase Assay System, Promega)
mediante luminometria. La co-transfecciéon con
vectores de expresion de RUNX2 y de OSX" se
realizé siguiendo un procedimiento similar, pero
asegurando que la cantidad total de ADN exoge-

no a transfectar se mantenia constante en todos
los pocillos.

De cada transfeccion se realizaron duplicados
y triplicados técnicos. Ademads cada experimento
se repitid6 en al menos tres ocasiones diferentes
para obtener triplicados biolégicos. Los resultados
se expresaron como el cociente entre la actividad
luciferasa y la actividad galactosidasa en los lisa-
dos celulares.

Analisis de la fijacion de proteinas nucleares
Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de
50x106 células HOS-TESS. Para ello, se lisaron en un
tampon conteniendo inhibidores de proteasas (50 mM
KCl, 0,5% NP-40, 25 mM HEPES, 1,5 pM Leupeptina,
46,88 uM Aprotinina, 125 uM DTT, 1 mM PMSF), y se
centrifugaron durante 1 minuto a 10.000 rpm a 4°C.
Tras lavarlo, se resuspendieron las células en 100 pl
de tampon de extraccion (500 mM KCl, 25 mM
HEPES, 10% glicerol, 1,5 pM Leupeptina, 46,88 uM
Aprotinina, 125 pM DTT, 1 mM PMSF) y se centrifugd
durante 5 minutos a 14.000 rpm a 4°C. Se recupero el
sobrenadante, se cuantificé la concentracion de pro-
teinas y se ajusto a 5 pg/pl.

Para el ensayo de retardo de la movilidad elec-
troforética (EMSA) se utilizaron parejas de oligo-
nucledtidos, incluyendo marcaje con IR dye 700
en el extremo 5 del componente “forward” de
cada pareja (Biolegio). La secuencias fueron las
siguientes:

18851054 alelo A Fwd: AACAGAAACACCTTGGGCCA
1s851054 alelo A Rev: TGGCCCAAGGCGTTTCTGTT
18851054 alelo G Fwd: AACAGAAACGCCTTGGGCCA
1$851054 alelo G Rev: TGGCCCAAGGCGTTTCTGTT

Para el retardo se utilizaron geles prefabricados
de poliacrilamida al 6% (Invitrogen) y el kit Odissey
Infrared EMSA. Tras anillar los oligonucledtidos se
incubaron con el extracto proteico durante 20 minu-
tos, se cargaron en el gel y se corrieron a 70 V duran-
te 60 minutos, tras lo que se capturaron las imige-
nes de los geles. En estos experimentos, si las son-
das fijan proteinas nucleares se produce un retar-
do en su movilidad electroforética en compara-
cién con la migracién experimentada por la sonda
aislada.

Figura 1. Esquema de la regiéon promotora del gen SOST vy localizacion de algunos polimorfismos frecuentes

(frecuencia del alelo menor mayor del 5%)
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Resultados

Las construcciones con la secuencia promotora de
SOST mostraron una elevada capacidad activado-
ra de la transcripcion, aumentando los niveles de
expresion de luciferasa hasta 1.000 veces en com-
paracién con los vectores vacios. La actividad fue
aparentemente mayor en las células HEK-293T
que en las otras lineas (Figura 2).

Sin embargo, no encontramos diferencias signi-
ficativas entre los dos alelos del promotor de
SOST en ninguna de las lineas celulares analiza-
das. De hecho, la relacion entre la actividad trans-
cripcional de los alelos A y G (cocientes A/G) en
las células SAOS-2, HOS-TE85 y 293T fueron de
1,3+0,7, 1,0£0,4 y 0,8+0,7, respectivamente. En
ninguno de los tres result significativamente dife-
rente de la unidad (Figura 2).

La co-transfeccion de vectores que expresan
constitutivamente RUNX2 y OSX aument6 la acti-
vidad transcripcional del promotor de SOST (en
promedio, 2,5+0,9 veces sobre el valor basal para
el alelo A y 1,9+0,8 veces para el alelo G; en
ambos casos p<0,05). Este aumento también resul-
t6 ser independiente de qué alelo estaba presente
en el promotor de SOST (Figura 3).

Por otro lado, en los experimentos de retardo
de la movilidad electroforética comprobamos que
la region donde radica ese polimorfismo era capaz
de fijar proteinas nucleares, presumiblemente con
funcion reguladora, sin que observaramos diferen-
cias entre ambos alelos (Figura 4). Por ello, no se
efectuaron estudios ulteriores para identificar la
naturaleza de esas proteinas.

Discusion

El papel de la esclerostina en la biologia 6sea es
indudable, como lo revelan el marcado aumento
de la DMO que se observa tras la administracion
de romosozumab, un anticuerpo monoclonal que
bloquea la accion de la esclerostina, y la masa
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Osea excesiva que presentan los pacientes con
esclerosteosis o con enfermedad de Van Buchem,
portadores de mutaciones poco frecuentes que
inducen una pérdida de funciéon del gen SOST,
poco frecuentes'. Aunque la evidencia es menor,
varios estudios sugieren que las variantes alélicas
frecuentes del gen pueden influir también, en
menor grado, sobre la DMO vy el riesgo de sufrir
fracturas osteoporéticas. De hecho, en un estudio
de barrido genémico con un elevado tamano
muestral se encontré una asociacién del polimor-
fismo rs4792909 con la DMO®. Este polimorfismo
se encuentra en una region intergénica, siendo
SOST el gen mas cercano, situado a unas 40 kb.
Por otro lado, varios grupos, incluido el nuestro,
han analizado la relaciéon de algunos polimorfis-
mos frecuentes de la region promotora de SOST
con la DMO. Asi, nosotros hallamos una asocia-
cion significativa de los polimorfismos rs851054 y
1$851056, separados s6lo por 560 pb e integrantes
de un mismo bloque haplotipico con la DMO de
columna en mujeres'?. Algunos autores han confir-
mado la asociacion de los polimorfismos del pro-
motor de SOST con la DMO en otras poblacio-
nes'“®. Por otro lado, en un estudio reciente que
incluyé6 un pequeio grupo de pacientes, se
encontré una asociacion de los alelos de rs851054
con la expresion de SOST en el tejido 6seo?.

El objetivo principal de este estudio fue explo-
rar la posible repercusion funcional de uno de esos
polimorfismos, en concreto se traté de analizar su
influencia sobre la actividad transcripcional del
promotor del gen SOST. Los experimentos de
transfeccion con vectores reporteros y los de retar-
do de la movilidad electroforética no han revelado
diferencias entre las variantes alélicas estudiadas.
Son diversas las limitaciones de los modelos utili-
zados y por ello hay varios motivos que podrian
explicar estos resultados negativos. En primer
lugar, podria plantearse que el modelo in vitro no

Figura 2. Actividad transcripcional de la secuencia promotora de SOST tras su transfeccion en células de tipo
osteoblastico (SAOS y HOS-TES85) y la linea HEK-293T. En el panel izquierdo se representa el conjunto de los
experimentos (barras blancas, vector vacio; barras negras, vectores con las secuencias promotoras de SOST);
en el de la derecha, la relacion de la actividad de las construcciones con los alelos A y G en cada uno de los
experimentos. Se representan los valores promedios de 5-6 experimentos independientes realizados en dupli-
cado o triplicado. Las lineas verticales indican el error estindar
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refleja adecuadamente la situacion in
vivo. Por ejemplo, no puede excluir-
se la posibilidad de que la actividad
reguladora requiera de regiones
gendmicas con actividad enhbancer,
alejadas del promotor y no incluidas,
por tanto, en la region clonada en los
vectores. Por otro lado, al menos te6-
ricamente podria pensarse que la
diferencia en la actividad de los ale-
los s6lo se manifiesta en respuesta a
factores reguladores que Unicamente
se expresan en determinados tipos
celulares, como los osteocitos, mien-
tras que estin ausentes en los tipos
celulares utilizados en nuestros expe-
rimentos. En segundo lugar, cabe
pensar que la asociacion con la DMO
pudiese depender de otros polimor-
fismos frecuentes, en desequilibrio
de union con los aqui estudiados. De
ser asi, deberian encontrarse en
regiones lejanas, alejadas del promo-
tor, puesto que en esta region existe
un fuerte ligamiento. En este sentido,
cabe senalar que hay una region
reguladora de SOST situada a unas 50
kb, que contiene algunos polimorfis-
mos que se han relacionado de
manera inconsistente con la DMO**,
Esa region es capaz de fijar el factor
de transcripcion MEF2C y desempefia
un papel importante en la regulacion
de SOST, porque su falta ocasiona el
fenotipo de la enfermedad de Van
Buchem en humanos y un incremen-
to de la masa 6sea en modelos muri-
nos*?'. Una tercera posibilidad es que
la asociaciéon con la DMO dependa
de algunos polimorfismos de baja fre-
cuencia, situados en la region promo-
tora. Finalmente, los polimorfismos
podrian actuar a través de mediado-
res epigenéticos que no pueden ser
recapitulados adecuadamente en los
modelos in vitro. Por tanto, se preci-
san otros estudios, incluyendo el ana-
lisis sistematico de las variantes de las
regiones 5’y 3’ del gen y de otras que
se encuentren asociadas a €l tenien-
do en cuenta la estructura tridimen-
sional de la cromatina, asi como estu-
dios de mutagénesis en vivo para
esclarecer los mecanismos por los
que estas variantes alélicas pueden
modular la actividad de la esclerosti-
na y asociarse a diferencias en la
masa Osea”.

En este estudio hemos corrobora-
do los resultados previos que indican
que RUNX2 y OSX aumentan la
expresion de SOST en humanos®.
Eso indica que estos factores de
transcripcion tienen un papel com-
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Figura 3. Comparacion de la actividad transcripcional de los vecto-
res con alelos A y G en células HEK-293T, en condiciones basales
y tras la co-transfeccion de vectores de expresion de RUNX2 y OSX

ns
2,5 —
% A
% 2,0 ns OG
z —
g 1,5 —"
=
50
~
g 10 —‘7
]
&
g 05
—
0,0
Basal RUNX2+OSX

Figura 4. Ensayo de retardo de la movilidad electroforética. Se
observa la aparicion de una banda retardada cuando se anade el
extracto proteico nuclear, cuya intensidad disminuye al anadir
sonda no marcada. Existe alguna diferencia en la intensidad de las
bandas entre los alelos A y G, paralelas a la intensidad de la senal
de la sonda no retardada. Sin embargo, en varios experimentos no
se observaron diferencias consistentes entre la sonda con el alelo
A y la sonda con el alelo G
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plejo sobre la linea osteoblastica. Por un lado, esta
bien establecido su papel como determinantes de
las etapas iniciales de diferenciacion de las células
mesenquimales hacia osteoblastos, lo que posibi-
lita que haya un nimero adecuado de osteoblas-
tos formadores de hueso. Por otro, promueven la
actividad del promotor de SOST. Por tanto, en
células capaces de expresar este gen, como los
osteocitos, podrian promover la secrecion de
esclerostina y asi contribuir a evitar una formacion
Osea exagerada. En todo caso, las variantes del
promotor de SOST no parecen influir en la res-
puesta a estos factores.

En conclusion, en este estudio hemos confir-
mado que la region situada antes del inicio de la
traduccion del gen SOST tiene una potente activi-
dad promotora, que es ademas inducida por los
factores de transcripcion RUNX2 y OSX. Las
variantes frecuentes de esta region se han asocia-
do con la masa 6sea, pero los mecanismos impli-
cados son aun desconocidos, puesto que los ale-
los no muestran diferencias en la actividad trans-
cripcional in vitro.
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Resumen

Introduccion: La vitamina D ha sido implicada en diversas patologias, entre las que se encuentra el can-
cer. Diversos estudios han relacionado los niveles de vitamina D con el cincer de mama. El objetivo de
este estudio fue establecer la importancia de concentraciones adecuadas de vitamina D en la prevencion
del cancer de mama.

Materiales y métodos: Estudio transversal de casos/controles que incluyé a 76 mujeres: 24 eran pacientes
con cancer de mama (grupo de casos), mientras que 52 mujeres sin cincer de mama fueron asignadas al
grupo control. En todas ellas se evaluaron los habitos alimenticios, la exposicion solar, el indice de masa
corporal (IMC) y el tipo de piel. Se midi6 la vitamina D mediante cromatografia de liquidos. Se analiz6
el pleomorfismo del receptor de vitamina D mediante inmunohistoquimica.

Resultados: La ingesta de vitamina D fue deficiente en 18 pacientes y 22 controles, y suficiente en 6
pacientes y 30 controles (odds ratio=4,09, intervalo de confianza (IC) 95%: 1,04-11,0; p=0,016). La expo-
sicion solar estuvo presente en 9 pacientes y 15 controles; 15 pacientes y 37 controles estuvieron menos
expuestas a la radiacion solar y usaban proteccion. Dos pacientes y 13 controles tuvieron niveles norma-
les de vitamina D (30-60 ng/mL); dos pacientes y 26 controles tuvieron niveles bajos (20-30 ng/mL); y 18
pacientes y 12 controles tuvieron niveles muy bajos (<20 ng/mL). La odds ratio entre las pacientes con
niveles séricos de vitamina D =20 ng/mL o mayores fue 9, IC 95%: 2,95-27,5, (p<0,001). Estos niveles fue-
ron independientes del IMC.

Conclusion: Existe una estrecha relacion entre bajas concentraciones de vitamina D y desarrollo de can-
cer de mama en una region con alta exposicion solar. Se requieren otros estudios para confirmar esta
observacion.

Palabras clave: cincer de mama, vitamina D, factor de riesgo, exposicién solay, dieta, tipo de piel.
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Prevalence of low levels of vitamin D in patients with breast cancer who
live in Northern latitudes 21-22°

Summary

Objective: Vitamin D has been involved in various diseases, including cancer. Several studies have linked
vitamin D levels with breast cancer. The aim of our study was to establish the importance of adequate
vitamin D concentrations to prevent breast cancer.

Materials and methods: The study included 76 patients. Dietary habits, sun exposure, body mass index
(BMD), and skin type were evaluated. Vitamin D determination in serum was measured by liquid chro-
matography. Vitamin D receptor pleomorphism was analyzed by immunohistochemistry.

Results: Vitamin D ingestion was deficient in 18 patients and 22 controls; and sufficient in 6 patients and
30 controls, odds ratio of 4.09, confidence interval 95% 1.04-11.0, (p=0.016). Sun exposure was present
in 9 patients and 15 controls; 15 patients and 37 controls had less sun exposure or used protection. Two
patients and 13 controls had normal levels of vitamin D (30-60), two patients and 26 controls had low
levels (20-30), and 18 patients and 12 controls had very low levels (<20). Odds ratio for patients with
vitamin D serum levels of 20 ng/mL or less, or higher was 9, CI 95% 2.95-27.5, (p<0.001). These levels
were independent from BMI.

Conclusion: Low concentrations of vitamin D are strongly related to breast cancer in a region with high

solar exposure. More studies are needed to confirm this relationship.

Key words: breast cancer, vitamin D, risk factor, sun exposure, diet, skin type.

Introduccion

La importancia de la vitamina D en el manteni-
miento de la mineralizacion 6sea ha sido recono-
cida por décadas. Actualmente, concentraciones
plasmadticas entre 30 a 60 ng/mL de esta vitamina
se han relacionado con mejoria en otras condicio-
nes de salud como hipertension, enfermedad car-
diovascular, diabetes, enfermedades autoinmunes
y cancer’.

El cancer de mama es la primera causa de
muerte por ciancer en mujeres en el mundo?. Se
calcula que en 2012 se diagnosticaron 1,67 millo-
nes de nuevos casos a nivel mundial’, aumento
significativo si se compara con 12.433 nuevos
casos de cancer de mama en mujeres de 40 a 59
anos del Registro Nacional de Neoplasias Malignas
en México de 2003. La frecuencia de esta enferme-
dad en México es de 18,7 por 100.000 mujeres de
25 anos, lo cual significa un incremento del 49,5%
en los Gltimos 20 anos'.

Debido al impacto global del cancer de mama,
se han dedicado numerosos esfuerzos para identi-
ficar factores de riesgo hacia los cuales dirigir
medidas preventivas.

Un estudio reciente de 44.778 pares de gemelos
con cancer identific6 una contribuciéon de aproxi-
madamente el 5% de factores genéticos heredables
para el desarrollo de cancer. Este estudio sugirio
que entre uno y dos tercios de los casos de cancer
podrian prevenirse con factores dietéticos’. De
modo que se ha tratado de relacionar niveles bajos
de vitamina D con baja exposicion solar y, particu-
larmente, con ciancer de mama en mujeres que
viven en latitudes altas®®. Incluso, otros estudios
epidemiologicos han demostrado que niveles altos
de metabolitos de la vitamina D se asocian consis-
tentemente con disminucién del riesgo de cancer

de mama’, mientras que concentraciones bajas se
han asociado significativamente con caracteristicas
negativas de tumores mamarios, tales como mayor
tamano tumoral o mayor grado'. Ademas de la evi-
dencia epidemioldgica, se ha demostrado que el
tejido mamario contiene receptores para la vitami-
na D, y varios polimorfismos del gen que codifica
dicho receptor se han relacionado con peor pro-
nostico''.

Para la mayor parte de las personas, entre el 80
y el 90% de las reservas circulantes de vitamina D
se derivan de la exposicion casual a la radiacion
solar?, la cual es limitada en dreas en las que
dicha radiacion es baja. Esa escasa exposicion
solar también se debe a habitos culturales, vesti-
menta y a recomendaciones de salud publica que
se difunden para no desarrollar otro tipo de neo-
plasias como las dermatologicas, por ejemplo®.
Igualmente, es menester considerar que, pese a la
existencia de leche fortificada con vitamina D,
pescados grasos y aceite de higado de bacalao, las
fuentes alimentarias que contienen dicha vitamina
son limitadas, y en muchos paises los productos
lacteos no son fortificados con vitamina D",

Con el objetivo de confirmar la relacién entre
niveles bajos de vitamina D con el cancer de mama
realizamos un estudio de casos y controles en
mujeres que viven en una region que recibe altas
dosis de radiacién UVB a lo largo del ano. Tratamos
de eliminar variables de confusion mediante la eva-
luacion de la ingesta de vitamina D, el indice de
masa corporal, los antecedentes familiares, la histo-
ria hormonal y el nivel circulante de receptor de
vitamina D. Nuestra hipétesis fue que las concen-
traciones de vitamina D serian significativamente
menores en mujeres con diagnéstico de cancer de
mama que las del grupo control.
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Material y métodos

Poblacion de estudio

Disefiamos un estudio de casos y controles con
informacion de la poblacion de Aguascalientes, un
estado de la Republica Mexicana, localizado entre
los 21 y 22° de latitud Norte con temperatura pro-
medio de 19,2°C y que recibe una dosis diaria de
entre 6 a 7 kWh/m? de energia solar'’. En 2010, la
poblacion de Aguascalientes era de 1.184.996
habitantes (Instituto Nacional de Estadistica
Geografia e Historia de México, INEGD), y en 2012
se diagnosticaron y trataron 150 nuevos casos de
cancer de mama®.

El protocolo fue presentado al Comité de Etica
Institucional el 22 de diciembre de 2011, aproba-
do el 26 de enero de 2012 y registrado en la
Comisién Federal para la Protecciéon contra
Riesgos Sanitarios de la Secretaria de Salud de
México (COFEPRIS) el 19 de diciembre de 2012
(CAS/OR/01/CAS/123300410D0034-3789/2012).
Todos los procedimientos del estudio se llevaron
a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.
Todas las participantes del estudio firmaron el
consentimiento informado.

Las pacientes del grupo de casos fueron inclui-
das si tenfan diagnostico confirmado de cancer de
mama mediante histopatologia, previo a cualquier
terapia sistémica entre marzo de 2012 y marzo de
2013. Incluimos dos mujeres controles por cada
paciente, las cuales tenian mastografia negativa
(BIRADS 0-2, confirmada por un radiélogo central)
o un informe de biopsia benigna, y se les empare-
jo por la edad y lugar de residencia en los dltimos
tres anos. Las pacientes y las mujeres del grupo
control fueron referidas por los Servicios de
Oncologia del Hospital Médica Avanzada Contigo-
Central Médico-Quirtrgica; del Hospital General de
Zona Nuamero 1 de la Delegacion Aguascalientes
del Instituto Mexicano del Seguro Social; del
Hospital General del Instituto de Salubridad vy
Seguridad Social de los Trabajadores del Estado en
Aguascalientes; y del Hospital de la Mujer. Todas
las pacientes participantes en el estudio fueron eva-
luadas entre 7 y 15 dias después del diagnéstico de
cancer mediante una historia clinica completa,
incluidos los habitos alimenticios, exposicion solar
y tipo de piel. A todas se les tomo registro de vita-
mina D (25 OH) en suero. Dos pacientes declina-
ron la invitacién a participar en el estudio. Ninguna
de las controles se negd a participar en el estudio.

Los criterios de exclusién para ambos grupos
fueron: el diagnostico previo de hiperparatiroidis-
mo, la ingestion de suplementos de vitamina D
prescritos o de venta libre, existencia de herida
previa por quemadura que haya necesitado de un
injerto de piel, malabsorcion intestinal, terapia de
reemplazo hormonal tiroideo, cualquier otra neo-
plasia, asi como pacientes con alteraciéon de los
niveles de calcio sérico, fésforo o magnesio.

Todos los casos y controles fueron sometidos a
dos interrogatorios separados, uno para evaluar
los factores de riesgo de cancer de mama y los
habitos de exposicion solar, y el segundo para una
encuesta nutricional de ingesta de vitamina D. Los

factores de riesgo para cancer de mama son los
comprendidos en la Breast Cancer Risk
Assessment Tool'®, pero en nuestro estudio exclui-
mos la raza porque dicho modelo soélo estd dise-
fnado para mujeres anglosajonas.

Los habitos de radiacion solar fueron evalua-
dos mediante un cuestionario sobre el uso de blo-
queadores solares, de ropa con manga larga, la
exposicion a radiacion por ocupaciéon o recrea-
cion (o ambas), y el horario y la duracion de
exposicion a la radiacion solar.

En nuestro estudio determinamos los niveles
séricos de calcio, fésforo y magnesio, asi como de
vitamina D (25 hidroxi-vitamina D5) y del receptor
de la vitamina D (RVD).

La funcion de la vitamina D en la homeostasis
del calcio fue evaluada mediante biomarcadores
como los niveles de hormona paratiroidea, la
absorcién de calcio y la densidad mineral 6sea’.

Debido a que se ha demostrado que una inges-
ta adecuada de calcio y vitamina D reduce de
manera importante la pérdida ésea®, hicimos una
densitometria 6sea mediante DXA en columna
lumbar y fémur proximal en todas las pacientes
para tratar de determinar la cronicidad en la defi-
ciencia de vitamina D.

Se tomaron muestras de tejido tumoral de las
pacientes con cancer para ser examinadas por un
mismo patélogo (ARP).

Todas las mujeres participantes (casos y con-
troles) tuvieron una entrevista directa con uno de
los investigadores (RGF/SP)) en la que se revela-
ron sus resultados. Las que tuvieron concentracio-
nes anormales de vitamina D o densitometria Osea
con diagnéstico de osteopenia u osteoporosis fue-
ron referidas a su médico de Atenciéon Primaria
para que les prescribiera tratamiento.

Determinacion de vitamina D y su receptor
La 25(OH) vitamina D fue medida mediante croma-
tografia de liquidos. El pleomorfismo del receptor
de la vitamina D fue analizado por inmunohistoqui-
mica. Los polimorfismos del gen del RVD (Bsm-1,
Fork-1) se conformaron por ADN genémico toma-
dos de células de sangre venosa periférica (5 ml de
sangre almacenada en tubos cuyo contenido fue
acido etilenediaminetetra-acético-EDTA-).

El ADN fue extraido mediante el método Lahiri
y Numberger”. El ADN gendomico (100 ng) fue
amplificado por una técnica de PCR en condicio-
nes estandar: 1,5 mM MgCI2, 20 pM dNTPs, 1 UI
Taq DNA polimerasa, volumen final de 50 pl.

Analisis estadistico

Para estimar la asociacién entre niveles bajos de
vitamina D y ciancer de mama utilizamos la odds
ratio, debido a que las participantes del estudio
fueron seleccionadas en base a la presencia o
ausencia de cancer de mama, y no por sus niveles
de vitamina D. Para cuantificar la precision de la
asociacion se calcul6 un intervalo de confianza del
95%, y para evaluar el riesgo ponderado ante la
presencia de wvariables confusas utilizamos el
método de Cochran-Mantel-Hanenzel.



Resultados

Entre marzo de 2012 y marzo de 2013 se incluye-
ron un total de 76 mujeres en el estudio. Todas ellas
cumplieron con los criterios de inclusion y ninguna
fue excluida a causa de anormalidades de electroli-
tos en suero.

De ellas, 24 tuvieron diagnéstico confirmado de
cancer de mama con edades de 22 a 79 anos
(mediana de 50,5 y media de 53,6), siendo inclui-
das en el grupo de casos. Las 52 mujeres restantes,
cuyas edades oscilaban entre 24 y 67 anos (media-
na de 51 y media de 51,09), fueron asignadas al
grupo control.

El riesgo de cidncer de mama fue analizado
mediante modificacion de la Breast Cancer Risk
Assessment Tool (a la que se elimino el factor de
etnicidad); dicho riesgo a 5 afos fue similar en
ambos grupos.

La exposicion solar, de al menos 30 minutos al
dia, estuvo presente en 9 pacientes y 15 controles;
mientras que 15 pacientes y 37 controles tuvieron
menos exposicion solar o usaron proteccion ade-
cuada (odds ratio=1,48; intervalo de confianza (IC)
95%: 0,53-4,11; p=0,625) (Tabla D).

La ingesta de vitamina D fue evaluada y clasifi-
cada como deficiente en 18 pacientes y 22 contro-
les, y suficiente en 6 pacientes y 30 controles (odds
ratio=4,09; I1C 95%: 1,04-11,0; p=0,016) (Tabla 1).

Seis pacientes y 20 controles tuvieron IMC normal
(18,5 a 24,9), 6 pacientes y 21 controles tenian sobre-
peso (IMC 25-9,9); 12 pacientes y 10 controles fueron
clasificadas como obesas IMC de 30 o mais) (odds
ratio=4,42; 1C 95%: 1,51-13,1; p=0,01) (Tabla D).

Dos pacientes y 13 controles tuvieron niveles nor-
males de vitamina D (30-60 ng/mL); 2 pacientes y 26
controles tuvieron niveles bajos (20-30 ng/mL); y 18
pacientes y 12 controles tuvieron niveles muy bajos
(<20 ng/mL) (Figura 1). Al observar la distribucion,
calculamos la odds ratio para las pacientes con nive-
les séricos de vitamina D de <20 ng/mL con respec-
to a aquéllas con niveles superiores a 20 ng/mL, sien-
do de 9 (IC 95%: 2,95-27,5; p<0,001) (Tabla 1).

Las densitometrias 6seas fueron normales en el
40,4% de las mujeres del grupo control, mientras
que Unicamente lo fueron en el 20,8% de las
pacientes con cancer de mama; el 16,7% de las
pacientes con cancer y solo el 9,6% de las del
grupo control fueron clasificadas como osteoporé-
ticas. Estos hallazgos sugieren que hubo niveles
bajos de vitamina D durante un largo periodo de
tiempo; sin embargo, la densidad mineral 6sea no
se relaciono con los niveles de vitamina D actuales.

El polimorfismo Bsm-1 del receptor de la vita-
mina D circulante en sangre fue positivo en 4 casos
y 5 controles, pero no se relacioné con los niveles
de vitamina D circulantes; mientras que el polimor-
fismo Fork-1 fue positivo en 3 controles y en 1
caso, y tampoco se relaciond con los niveles circu-
lantes de vitamina D.

Al evaluar los factores de riesgo analizados y el
cancer de mama en nuestras pacientes encontramos
una asociacion positiva. Dicho de otro modo, el ries-
go de padecer cancer de mama es 1,48 veces mayor
en mujeres con exposicion solar menor a 30 minutos
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diarios, comparado con mujeres con exposicion solar
de 30 minutos o mas. De la misma manera, el riesgo
de cancer de mama es 4,09 veces mayor en mujeres
con ingesta deficiente de vitamina D, en compara-
cién con aquéllas en quienes se determiné que la
ingesta de vitamina D era suficiente. El riesgo fue
4,42 veces mayor en mujeres con obesidad o sobre-
peso y 9 veces mayor en pacientes con niveles séri-
cos de vitamina D menor o igual a 20 ng/mL. Todas
estas asociaciones, excepto la exposicion solar menor
30 minutos al dia, fueron estadisticamente significati-
vas de acuerdo con la prueba de Chi-cuadrado.

Con el fin de evitar confusiones, realizamos un
andlisis multivariado con el método de Cochan-
Mantel Hanzel. La Chi-cuadrado con un grado de
libertad fue significativa con un valor de 18,863
(p=0,000014), lo cual indica que la asociacion de
cancer de mama con niveles bajos de vitamina D
fue independiente de las otras variables analizadas.

Discusion

La evidencia de la relacion entre vitamina D y can-
cer de mama ha crecido notablemente en los ulti-
mos anos. Garland y Garland sugirieron la impor-
tancia de la exposicion a la radiacion solar para
explicar la variacion geografica en la frecuencia de
cancer de mama®. Aunque varios estudios mas
recientes identificaron una relacion baja o nula
entre la exposicion solar y el cancer de mama en
mujeres que viven en regiones con baja exposicion
solar, también encontraron que la disminucién del
riesgo es mayor en regiones con alta irradiacion
solar e intermedia en dreas de exposicion solar
intermedia®. De igual manera, Ingraham enfatiza
que en Noruega se ha encontrado un efecto positi-
vo en la supervivencia en mujeres con cancer de
mama diagnosticado en verano u otono, cuando
los niveles de vitamina D son mds altos*.

Estos hallazgos coinciden con aquellos que han
demostrado disminucion en la sintesis de vitamina D
en el invierno en regiones con baja exposicion
solar en los Estados Unidos®. Por lo tanto, es tras-
cendente que en nuestra poblacién encontramos
que niveles muy bajos de vitamina D (<20 ng/mL)
estin estrechamente relacionados con cancer de
mama en una region con elevada exposicion solar
a lo largo del ano, lo que contrasta notablemente
con el grupo control. En nuestra poblacion, dicha
asociacion fue independiente del IMC, el tipo de
piel, los habitos de exposicion/proteccion solar o la
ingesta de vitamina D.

Este hallazgo confirma la hipdtesis de que nive-
les muy bajos de vitamina D se asocian con desarro-
llo de cancer de mama, pero no explica la causa de
estos niveles séricos?. Otro estudio realizado en
mujeres mexicanas, que encontré una reduccion de
47% en el riesgo de desarrollar cincer de mama en
aquéllas con concentraciones séricas de vitamina D
superiores a 30 mg/mL, dio como explicaciéon que
los niveles bajos de vitamina D fueron debidos a la
baja exposicion al sol por actividad laboral bajo
techo, por poca actividad recreativa al aire libre, por
hiperpigmentacion de la piel y porque evitaban acti-
vamente la exposicion solar®.
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Tabla 1. Resumen de los resultados

Exposicion solar menor a 30 minutos al dia
<30 min/dia >30 min/dia
Cancer de mama 9 15 Prevalencia en casos 0,63
Controles 15 37 Prevalencia en controles 0,71
Chi-cuadrado=0,24 p=0,625
Odds ratio 1,48
IC 95% 0,53-4,11
Riesgo atribuible poblacional 0,12
Riesgo atribuible en las expuestas 0,81
Ingesta deficiente de vitamina D
Deficiente Suficiente
Cancer de mama 18 6 Prevalencia en casos 0,75
Controles 22 30 Prevalencia en controles 0,42
Chi-cuadrado=5,79 p=0,016
Odds ratio 4,09
IC 95% 1,04-11,9
Riesgo atribuible poblacional 2,81
Riesgo atribuible en las expuestas 3,33
Sobrepeso/obesidad
IMC >25 IMC 18-24,9
Cancer de mama 18 6 Prevalencia en casos 0,75
Controles 21 31 Prevalencia en controles 0,59
Chi-cuadrado=6,55 p=0,01
Odds ratio 4,42
IC 95% 1,51-13,1
Riesgo atribuible poblacional 3,09
Riesgo atribuible en las expuestas 4,12
Niveles muy bajos de vitamina D
=20 ng/mL >20 ng/mL
Cancer de mama 18 6 Prevalencia en casos 0,75
Controles 13 39 Prevalencia en controles 0,25
Chi-cuadrado=14,99 p=<0,001
Odds ratio 9,0
IC 95% 2,95-27,5
Riesgo atribuible poblacional 6,64
Riesgo atribuible en las expuestas 0,88

IMC: indice de masa corporal; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

Un aspecto de importancia relevante para con-
firmar el papel potencial de la vitamina D en el
desarrollo de cancer de mama es que el envejeci-
miento y la deficiencia estrogénica también se
asocian a niveles bajos de vitamina D. El primero
reduce la produccion de colecalciferol en la piel,
mientras que la segunda disminuye la activacion

metabdlica de la vitamina D. Por lo tanto, las
mujeres postmenopausicas, blanco predominante
del cancer de mama, tienen mayor riesgo de defi-
ciencia de vitamina D, comparadas con mujeres
mas jovenes®, pero de igual forma en este estudio
no encontramos diferencia significativa relaciona-
da con el estado menopausico.
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Figura 1. Niveles de vitamina D en casos y controles
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Dos hallazgos relevantes son que RVD se expre-
sa en tejido mamario y que hay un periodo libre de
enfermedad mayor en mujeres con tumores mama-
rios con RVD positivo, en comparacion con aquéllas
con tumores con RVD negativo®. El ligando del RVD
es el metabolito 1,25 di-hidroxi-vitamina D3 (1,25
(OH),D), que tiene efectos importantes en el creci-
miento y la diferenciaciéon celular. Estudios de labo-
ratorio han demostrado que la 1,25 (OH), D y sus
andlogos inhiben la proliferacién celular y promue-
ven la apoptosis en cultivos celulares y modelos ani-
males de cancer de mama, lo cual causa retraso en
el desarrollo tumoral y regresion de tumores mama-
rios previamente diagnosticados®.

Existen varios polimorfismos del gen que codi-
fica el RVD. Uno de ellos, identificado por la res-
triccion de la enzima Fokl, produce proteinas del
RVD que difieren en tres aminoacidos. Este poli-
morfismo se ha asociado con incremento del ries-
go de cancer de mama en mujeres afroamericanas®.

Otras alteraciones que generan restricciones en
los sitios Bsml, Apal y Taql se han relacionado con
alteraciones en la region 3C UTR del receptor que es
importante en el control de la expresion post trans-
cripcional del gen. Polimorfismos en esta region
también se han relacionado con cancer de mama; de
modo que se confirman asociaciones entre riesgo de
cancer de mama y el polimorfismo Apal, progresion
de cincer de mama y ausencia de Taql y genotipo
Bsml con mayor riesgo de metastasis'’.

En nuestro trabajo no encontramos diferencias
en la deteccion del polimorfismo Fokl entre los
diferentes grupos, y tampoco contemplamos dar
seguimiento al prondstico en las pacientes en las
que se demostré esta mutacion porque el ndimero
de pacientes con la mutacién era pequeno y las
conclusiones que podrian obtenerse serfan pobres.

En 2010, el Institute of Medicine de los Estados
Unidos definié como niveles suficientes de vitamina
D 20 ng/mL; considerd deficiencia las concentracio-
nes de 12 ng/mL o menos e insuficiencia 12-19
ng/mL?. Si nos basamos en ello, ninguna de nues-

tras pacientes hubiera requerido intervencion algu-
na vy, ya que nosotros encontramos una correlacion
entre niveles de vitamina D iguales o menores a 20
ng/mL con cincer de mama, en este aspecto coin-
cidimos con Manson y cols. en que esta definicion
deberia ser revisada?”.

Bauer y cols.® llevaron a cabo un metanilisis de
estudios prospectivos en el que analizaron esta aso-
ciacion y los estratificaron por estado menopausico.
Su hipétesis fue que diferencias en la condicion y
una relacion dosis-respuesta no lineal podrian ser
responsables de las discrepancias'. El metanalisis
incluyé 9 estudios prospectivos (publicados ente
1996 y 2011) con 11 bases de datos que evaluaron
niveles de vitamina D circulante en pacientes con
cancer de mama. Se incluyeron 5.206 casos y 6.450
controles. Mediante un complejo andlisis estadistico
encontraron una relacion limitrofe entre los niveles
circulantes de vitamina D y el cincer de mama (RR
por 5 ng/mL=0,99) en mujeres postmenopausicas,
pero no en premenopausicas. También encontraron
un aplanamiento en la asociacion en los niveles mas
bajos (27 ng/mL) o mas altos (35 ng/mL). La dismi-
nucién de riesgo en el rango de 27 a 35 ng/mL en
mujeres postmenopdusicas fue tal que incrementos
de 5 ng/mL en los niveles de vitamina D se asocia-
ron con disminucion de riesgo de cincer de mama
de 12% (RR=0,88 por 5 ng/mL).

Con este estudio, los autores demostraron la
posibilidad de determinar un rango 6ptimo de
niveles plasmaticos de vitamina D (27 a 35 ng/mL)
para disminuir el riesgo de cdncer de mama en
mujeres postmenopausicas. Estos hallazgos debie-
ran validarse ahora en estudios que incorporen
datos a nivel individual.

Otro metanalisis® evalué una asociacion dosis-
respuesta. Este estudio incluy6 datos de 15 publica-
ciones que analizaron la relacion del cincer de
mama con la ingesta de calcio en la dieta. Siete estu-
dios que analizaron la asociacion del cancer de
mama con los niveles séricos de vitamina D y 11 tra-
bajos donde se estudi6 la relacion de esta neoplasia
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con la ingesta de vitamina D demostraron una aso-
ciacion lineal entre la ingesta de calcio, una relacion
no lineal entre niveles de vitamina D o ingesta de
vitamina D con el riesgo de cancer de mama.

Chen y cols.?” sugieren que mujeres con una
alta ingesta de calcio, alta ingesta de vitamina D o
aquéllas con concentraciones séricas adecuadas
de vitamina D tienen menor riesgo de desarrollar
cancer de mama.

Independientemente de que no existen datos
concluyentes acerca de la asociaciéon de niveles
bajos de vitamina D y el cidncer de mama en todas
las mujeres, los beneficios para la salud 6sea y la
proteccion contra otras enfermedades cronicas
asociados a concentraciones adecuadas de vitami-
na D son igualmente importantes. Debemos esti-
mular a las pacientes a practicar habitos de un
estilo de vida saludable que ayude a incrementar
los niveles de vitamina D, tales como mantener un
peso ideal, evitar el consumo de tabaco, incre-
mentar la actividad fisica, y valorar la importancia
de la suplementacion con vitamina D en aquellos
adultos que no observan estos cambios en el esti-
lo de vida.
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Resumen

Aunque la mayoria de las enfermas con osteoporosis que observamos en la practica clinica obedecen al
grupo de osteoporosis postmenopdausicas o las relacionadas con el envejecimiento, existen algunos casos
de osteoporosis en cuyo desarrollo existe alguna enfermedad o factor identificable distinto a la meno-
pausia o al envejecimiento; la mayoria de estas causas estin relacionadas con la toma de esteroides, el
hipogonadismo, los procesos malignos como el mieloma multiple, la cirugia géstrica, el alcoholismo, y
el tratamiento por anticonvulsivantes. La hemocromatosis hereditaria es otra situacion relacionada con la
aparicién de osteoporosis.

Presentamos 4 casos de pacientes con osteoporosis que padecen también hemocromatosis hereditaria, descri-
biendo sus caracteristicas y la posible relacion de la hemocromatosis hereditaria con la patologia 6sea.

Palabras clave: hemocromatosis, osteoporosis, bierro.

Hemochromatosis and osteoporosis, in reference to 4 cases

Summary

Although most people's osteoporotic conditions treated in clinical practice may be categorized in the postme-
nopausal osteoporosis group or related to aging, there are some osteoporosis cases linked to the development
of some other disease or identifiable factor.

Most of these causes are associated with the taking of steroids, hypogonadism, malignant processes such
as multiple myeloma, gastric surgery, alcoholism and treatment with anticonvulsant drugs. Hereditary
hemochromatosis is another disorder related to the onset of osteoporosis. In this paper, we present 4
cases of patients with osteoporosis who also suffer hereditary hemochromatosis. The latter’s characteris-
tics are described and also its possible relationship with bone disease.

Key words: hemochromatosis, osteoporosis, iron.
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Introduccion

La osteoporosis (OP) es una enfermedad caracte-
rizada por una disminucion de la resistencia del
hueso con alteracion de la calidad y cantidad de
la masa 6sea que conduce a fracturas patolégicas
o por fragilidad, siendo el antebrazo, los cuerpos
vertebrales y la cadera las localizaciones mas
comunes.

Entre sus factores de riesgo se encuentran la
edad, la menopausia precoz (y cualquier situacion
de baja produccion de estrégenos), las fracturas por
fragilidad previas personales (siendo éste el factor
de riesgo mas importante)* o en familiares de 1°
grado, la ingesta inadecuada de derivados licteos,
la toma cronica de glucocorticoides (prednisona a
dosis =5 mg/d o su equivalente durante mas 3
meses), un bajo indice de masa corporal —IMC—
(<19 mg/m?), la ingesta elevada y crénica de alco-
hol y cafeina, y el habito tabiquico, asi como todas
aquellas enfermedades que pueden ocasionar una
OP secundaria (hipogonadismo, hipertiroidismo,
diabetes mellitus, insuficiencia renal y enfermeda-
des hepaticas, entre otras).

La hemocromatosis hereditaria (HH), aunque
poco comun, es una de las enfermedades hepdticas
descritas que pueden originar la apariciéon de OP.
La forma de presentacion mas frecuente es la rela-
cionada con el gen HFE (HH-HFE). Describimos a
continuacion la existencia de OP en 4 personas que
padecen HH-HFE.

Casos Clinicos

A la consulta de Enfermedades Metabdlicas Oseas
de nuestro Hospital acudieron 4 pacientes, mujeres,
quienes fueron diagnosticadas de OP y que pade-
cian HH; desconocemos la incidencia real de OP en
pacientes con HH en nuestro Centro dado que atn
no se realiza DXA a todos estos pacientes.

1? paciente: Fue diagnosticada de HH-HFE e hipo-
gonadismo hipofisario a los 25 afos y de OP a los
51 anos. Dado el antecedente de hipogonadismo, se
inici6 terapia hormonal sustitutiva para la ameno-
rrea y posteriormente se modifico a raloxifeno y
suplementos de calcio y vitamina D, con seguimien-
tos periodicos. En su ultima revision, la DXA pre-
sentd una T-score de -2,1 en el cuello femoral (esta-
ble durante el tratamiento) y de -3,2 en la columna
lumbar (con ligero empeoramiento desde su inicio,
ya que partfamos de -2,8). No presentd fracturas
durante este tiempo. Al estudiar los factores de ries-
go de OP se aprecié que la paciente realiza una
ingesta de calcio adecuada, practica ejercicio fisico
regularmente, no es fumadora y tiene una adecua-
da funcion tiroidea. La HH-HFE no originaba afecta-
cién organica, dado que se habia seguido y contro-
lado desde su diagnéstico, y se le practicaron 2 fle-
botomias durante su seguimiento, con normaliza-
cion de los parametros analiticos del hierro; siempre
ha presentado la fosfatasa alcalina en rango normal.

22 paciente: Fue diagnosticada de OP y HH-HFE
(heterocigota normal/H63D) a los 64 anos, aun-
que tenia antecedentes de fracturas vertebrales a

los 55 anos y costales a los 61 y 63 anos. Ha sido
tratada durante 4 afios en nuestra consulta, y en la
dltima DXA que se le ha realizado encontramos
una T-score en cuello femoral de -2,6 (estable
durante el seguimiento) y en la columna lumbar
de -2,1 (ligera mejoria con respecto al inicio del
tratamiento, -2,7). Inicialmente estaba en trata-
miento con calcio y vitamina D, y se le anadio
acido ibandronico, siendo éste posteriormente
sustituido por denosumab hasta la actualidad, no
habiendo presentado nuevas fracturas. En cuanto
a sus factores de riesgo para OP, presenta una
escasa ingesta de calcio en la dieta, es fumadora
de 40 cigarrillos/dia y tuvo la menopausia a los 45
anos. La HH-HFE no produce afectacion organica
desde que fue diagnosticada y en ningiin momen-
to ha necesitado flebotomias; en su seguimiento
siempre ha presentado la fosfatasa alcalina en
rango normal. Como antecedentes personales de
importancia, a los 66 afios la paciente fue diagnos-
ticada e intervenida quirargicamente de carcinoma
de colon, y, ademads, es portadora heterocigota de
la mutacién de la protrombina.

3 paciente: Se diagnosticé de OP a los 69 anos
y a los 74 anos de HH-HFE (heterocigota para
C282Y) por alteraciones del perfil férrico, que ya
se observaban en el momento del diagndstico de
la OP. Fue tratada con calcio y vitamina D duran-
te los 5 anos de seguimiento, y en la dltima DXA
presenté un T-score en el cuello femoral de -1,1
(empeoramiento con respecto al momento del
diagnostico: 0,3, pero ligera mejoria con respecto
a la previa: -1,5) y de -2,3 en columna lumbar
(leve mejorfa con respecto al inicio: -2,6). No
sufrié fracturas durante estos anos. En cuanto a
sus factores de riesgo para OP, tiene 2 hijos con
quienes practico lactancia materna y presento la
menopausia a los 45 anos, es exfumadora, tiene
una ingesta escasa de alimentos ricos en calcio, no
realiza ejercicio fisico de manera habitual y no
tiene antecedentes de fracturas. La HH-HFE esta
adecuadamente controlada sin alteraciones orga-
nicas y en ningin momento necesitd flebotomias;
durante su seguimiento siempre presentd la fosfa-
tasa alcalina en rango normal. Como antecedente
patologico de importancia, fue diagnosticada de
hepatitis crénica por virus C con respuesta a trata-
miento antiviral, que se mantuvo 9 anos después.

4* paciente: Diagnosticada de HH-HFE y poste-
riormente de OP lumbar a los 55 afios. Ha estado
en seguimiento en nuestra consulta durante 8
anos, y en la Gltima DXA present6 una T-score en
el cuello femoral de -1,1 (siendo la inicial de -1,6)
y en columna vertebral de -2,8 (mantenida estable
con respecto al inicio del tratamiento). Al inicio y
durante su evolucion fue tratada con calcio, vita-
mina D y raloxifeno, no habiendo presentado frac-
turas. En cuanto a sus factores de riesgo de OP,
tiene 1 hijo y no practicé lactancia materna, tuvo
la menopausia a los 51 anos, no es fumadora, rea-
liza una ingesta adecuada de calcio en la dieta y
ejercicio de forma habitual, y no tiene anteceden-
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tes de fractura. No presenta alteraciones organicas
por la HH-HFE y no fue necesario practicarle fle-
botomias durante su seguimiento; siempre tuvo la
fosfatasa alcalina en rango normal. Como antece-
dente personal de importancia, padece hepatitis
cronica C tratada con adecuada respuesta.

Discusioén

La osteodistrofia hepdtica es un termino que se
refiere a las enfermedades 6seas (OP principal-
mente y osteomalacia, aunque ésta ultima es muy
poco comun) secundarias a enfermedades hepati-
cas cronicas'**2, como lo es la HH-HFE.

La HH es una enfermedad en la que se produ-
ce un aumento en los depdsitos tisulares de hierro
secundario a la disminucién de produccion o
resistencia a la hepcidina, hormona que en situa-
ciones de exceso de hierro disminuye la absorcion
intestinal de éste por parte de los enterocitos y la
liberacion de hierro por parte de los macréfa-
gos'% esto produce elevacion del hierro sangui-
neo y de las reservas del mismo en el organismo
con la consiguiente formacion de depodsitos pato-
logicos en diversos tejidos (higado, corazon, pan-
creas, articulaciones, huesos, hipdfisis, piel, entre
otros), generando multiples sintomatologias segin
su localizacion, aunque la mayoria de los pacien-
tes estan asintomaticos en las etapas tempranas de
la enfermedad dado que aun no presentan estos
depositos. Cabe destacar que los pacientes con
HH presentan un aumento en la incidencia de
cirrosis y carcinoma hepatocelular'>!.

La HH es una enfermedad de predominio en
poblacion caucisica y se han descrito 5 tipos: la
mas comun es la alteracion genética heredada de
forma autosémica recesiva relacionada al gen
HFE, siendo la forma de presentacion mas severa
la C282Y homocigota, y la menos relevante la
H63D". Hay que tener en cuenta que el hecho de
que un paciente sea homocigoto para la mutacion
C282Y no es diagnostico de HH si no tiene eleva-
cion de los depésitos de hierro!, dado que el gen
HFE tiene una penetrancia muy variable y no es
posible saber qué pacientes homocigotos para
C282Y van a desarrollar la enfermedad®.

Dentro de las condiciones relacionadas con la
sobrecarga de hierro, la HH-HFE es la mas comin
y en la que se producen la mayoria y mas signifi-
cativas complicaciones clinicas, aunque también
encontramos causas secundarias menos comunes,
como lo son: la talasemia mayor, la anemia side-
roblastica, multiples transfusiones, hemodiilisis de
larga duracion, las hepatitis crénicas B y C, la
enfermedad hepatica alcohdlica y la no alcoholi-
ca, entre otras.

El tratamiento para la sobrecarga de hierro es
flebotomias periodicas hasta la normalizacion de
los parametros analiticos, con lo que no sélo se
consigue controlar los niveles de los depédsitos de
hierro en el organismo, sino que también mejoran
y en ocasiones desaparecen las complicaciones
secundarias de esta patologia'.

En cuanto al tejido 6seo, se ha observado que
la artritis y la OP son las principales alteraciones

Oseas relacionadas a la HH-HFE, siendo la artritis
la mas cominmente asociada, llegando a presen-
tarse hasta en un 80% de los pacientes, aunque el
tratamiento con flebotomias no logra revertirla
completamente una vez que ya esta establecida'®.
La asociacion entre OP y HH se conoce desde
1960 vy la incidencia de OP se encuentra alrededor
de 25-45%°7°. En un estudio realizado en Brasil se
encontré que la presencia de artropatia, carcino-
ma hepatocelular, osteoporosis y diabetes era mas
comun en los pacientes con HH-HFE, comparado
con pacientes con sobrecarga de hierro por otras
causas’.

Los mecanismos por los cuales se produce OP
en enfermedades hepaticas crénicas no son total-
mente conocidos, pero en cuanto a la HH-HFE se
cree que es el aumento del hierro sanguineo y no
la cirrosis la principal causa de esta asociacion,
aunque en pacientes cirréticos, en los que hay
mayor incidencia de hipogonadismo, se sabe que
aumenta el numero de casos de OP comparado
con pacientes sin hipogonadismo ni cirrosis*>’*, en
la HH avanzada se puede llegar a cirrosis (con o
sin hipogonadismo), lo cual se suma al efecto
deletéreo del exceso de hierro en el hueso.

En 1989 Terrence Diamond et al. consideraron
que el exceso de hierro sérico alteraba la funcion
de los osteoblastos al disminuir la sintesis de
matriz osteoide’, lo que ha sido corroborado por
otros dos estudios, ambos in vitro, uno de los cua-
les concluye que la elevacion del hierro sérico dis-
minuye la mineralizacion 6sea al aumentar la ferri-
tina y su actividad feroxidasa, dado que ésta alte-
ra la funcién de los osteoblastos al modificar la
actividad de los genes de la CBF-al (involucrada
en la maduracion y diferenciacion de osteoblas-
tos), la osteocalcina y la fosfatasa alcalina de
forma dosis-dependiente’. En el otro estudio tam-
bién concluyen que la sobrecarga de hierro pro-
duce OP al inhibir la proliferacion, diferenciacion
y mineralizacion de los osteoblastos, asi como
también disminucion de la actividad de la fosfata-
sa alcalina®.

Esto ha sido estudiado también por Valenti et
al., quienes consideran que la OP en la HH estd
relacionada con el hipogonadismo, la severidad
de la sobrecarga de hierro y el bajo peso, difirien-
do en cuanto a la fosfatasa alcalina, dado que
encontraron que los niveles elevados también se
correlacionan con OP, lo que consideran se puede
deber a su relacion con el hipogonadismo (en el
que se encuentra aumentada la resorcion o6sea,
dado que ésta estimula la actividad osteoclasti-
Ca)%.?.ll.

Para el diagnéstico adecuado de la OP se debe
realizar una DXA, que también se debe solicitar a
todos los pacientes con enfermedad hepatica cro-
nica, incluyendo HH (sobre todo HH-HFE)**?
aunque la determinacion de la periodicidad para
la realizacién de este estudio en el seguimiento de
los pacientes no ha sido determinada®°. La locali-
zacion mas comun de disminucién de la T-score
en la DXA en pacientes con HH-HFE es la colum-
na lumbar, seguida del cuello femoral®”.
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En cuanto al tratamiento de la OP, se reco-
mienda seguir las mismas pautas que en pacientes
sin patologia hepatica, ajustando segin caracteris-
ticas individuales, aunque se recomienda evitar la
terapia de reemplazo hormonal en enfermedad
hepatica severa'?. Para disminuir la sobrecarga de
hierro en los pacientes con HH-HFE se ha visto
que las flebotomias periddicas mejoran el perfil
férrico y con esto también hay una mejoria en la
funcion osteoblastica, lo que en ocasiones se
puede ver reflejado en una disminucion del valor
de la T-score en la DXA>"",

En cuanto a las 4 pacientes que hemos presen-
tado, el diagnostico de la HH-HFE se realizo por las
alteraciones analiticas de forma precoz, y sin que
llegaran a presentar dafo en 6rgano diana en nin-
guno de los casos; teniendo en cuenta que este
diagnéstico ha precedido o se ha realizado simulta-
neamente al de la OP (salvo en la 3* paciente, aun-
que las alteraciones analiticas ya estaban presentes
al momento del diagndstico de la OP), podemos
considerarlo un factor de riesgo asociado a los
demas datos clinicos de cada paciente y no como
la causa principal de la OP, por lo que se ha reali-
zado seguimiento y control analitico para tratarla y
evitar complicaciones de la HH-HFE como se haria
en cualquier paciente que no tuviera OP.

En la primera paciente el hipogonadismo tam-
bién es un factor de riesgo asociado para presen-
tar OP, aunque esta patologia siempre fue contro-
lada por el servicio de Ginecologia desde su diag-
nostico. La siguiente paciente presenta escasa
ingesta de calcio y es fumadora, lo que también
contribuye a la presencia de OP junto con la HH-
HFE. Haber sido fumadora, la baja ingesta de ali-
mentos ricos en calcio y la falta de ejercicio fisico
son otros factores de riesgo asociados a la OP que
presenta la tercera paciente, quien también ha
presentado alteraciones leves del perfil férrico sin

llegar a necesitar flebotomias para corregirlo.
Finalmente la dltima paciente no presenta otros
factores asociados salvo la hepatitis C tratada, aun-
que no llego a desarrollar cirrosis ni otras compli-
caciones.
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Resumen

La osteoporosis senil o involutiva es un problema de primera magnitud en el mundo desarrollado.
Estudios recientes apuntan al aumento del estrés oxidativo asociado al envejecimiento —cronoldgico o
biolégico— como un factor importante en su desarrollo. En esta revisién nos centraremos en las alteracio-
nes del tejido 6seo con la edad, en el origen del estrés oxidativo y su influencia negativa en el tejido
6seo. Finalmente, abordaremos las posibles terapias antiestrés oxidativo que actualmente se encuentran
en desarrollo en esta patologia.

Palabras clave: estrés oxidativo, osteoporosis, envejecimiento, fragilidad.

Oxidative stress as a possible therapeutic target for osteoporosis associated
with aging

Summary

Senile or involutional osteoporosis is a major problem in the developed world. Recent studies point to
increased oxidative stress associated with aging, whether biological or chronological, as an important fac-
tor in its development. In this review paper, we focus on bone tissue disorders related to aging, the sour-
ce of oxidative stress and negative influence on bone tissue. Finally, we consider the potential oxidative
stress therapies currently being developed for this disease.

Key words: oxidative stress, osteoporosis, aging, fragility.
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Introduccién

El envejecimiento de la poblacion de los paises
industrializados ha dado lugar al aumento de la
prevalencia e incidencia de la osteoporosis. Se
estima que aproximadamente 200 millones de per-
sonas en el mundo sufren esta patologia'.

La osteoporosis, definida clasicamente como
una disminucién de la masa y la calidad 6sea que
incrementa el riesgo de fractura?, estd muy relacio-
nada con el envejecimiento, aunque los factores
implicados no han sido totalmente identificados.
Entre los factores relacionados con la osteoporosis
involutiva se incluyen: el déficit estrogénico tras la
menopausia’, el tratamiento con glucocorticoides’,
la diabetes mellitus (DM), principalmente la tipo 27
la insuficiencia renal® (causante de hiperparatiroi-
dismo secundario); y, mas recientemente, el
aumento del estrés oxidativo, asociado a muchas
de las situaciones anteriores’. En esta revision pro-
fundizaremos en el papel del estrés oxidativo en el
metabolismo 6seo, asi como sobre las posibles
alternativas farmacolégicas para paliar sus efectos
deletéreos en la osteoporosis.

Alteraciones dseas asociadas al enveje-
cimiento

El hueso es un tejido en continuo proceso de remo-
delado, con gran capacidad regenerativa y de adap-
tacion a los cambios fisiologicos. Este proceso tiene
lugar en las conocidas como unidades de remodela-
do 6seo, constituidas por diferentes tipos celulares:
osteoclastos, osteoblastos y osteocitos (osteoblastos
completamente diferenciados embebidos en la
matriz mineralizada y verdaderos orquestadores del
proceso de remodelado). El remodelado 6seo estd
altamente regulado por factores genéticos, mecani-
cos, hormonales y por factores locales del hueso, lo
que determina el resultado del balance 6seo.

El pico de masa Osea se alcanza durante la
pubertad en mujeres y algo mas tarde en varones.
Estos alcanzan una masa Osea superior, presentan-
do huesos mas grandes y mas anchos, mientras
que en el caso de las mujeres son mas pequenos
y de menor didmetro y espesor cortical. A partir
de la tercera década de la vida se observa en
ambos sexos un balance 6seo negativo (con pre-
dominio de la resorcién 6sea) que conlleva una
pérdida paulatina de masa 6sea similar en ambos
sexos, inicialmente en el hueso trabecular y pos-
teriormente en el cortical’. Este declive se acelera
tras la menopausia en la mujer debido a la pérdi-
da de estrégenos, agentes con probada capacidad
antioxidante, lo que contribuye a mantener una
masa Osea inferior al de los varones durante el
envejecimiento. Con la edad, se producen altera-
ciones metabdlicas que afectan al hueso: cambios
neuromusculares relacionados con la falta de
movilidad; aumento de la producciéon endégena
de glucocorticoides; e insuficiencia renal, con una
menor sintesis de calcitriol. Ademas, durante el
envejecimiento las fibras de coldgeno 6seo sufren
cambios estructurales y el hueso pierde la capaci-
dad de reparar microfracturas’. Todo ello contribu-
ye al aumento de incidencia de fracturas.

La mayoria de los conceptos actuales sobre el
desarrollo de la osteoporosis senil se han obtenido
a partir de estudios en modelos experimentales,
fundamentalmente en roedores. Sin embargo, a la
hora de interpretar estos resultados hay que tener
en cuenta algunas particularidades 6seas que pre-
sentan los roedores con respecto a los humanos,
como son el continuo modelado 6seo a partir de la
placa de crecimiento, la ausencia de menopausia,
asi como la carencia de sistema haversiano en el
hueso cortical. Sin embargo, al igual que en huma-
nos, en roedores se ha demostrado una pérdida de
masa 6sea asociada a la edad®. Asi, en ratas se ha
observado un deterioro estructural y de la capaci-
dad regenerativa de los huesos largos con la edad
del animal". La pérdida de masa 6sea en ratas
envejecidas tiene relacion con una disminucion de
la maduracion osteoblastica y con un aumento del
numero de osteoclastos frente al de osteoblastos en
el hueso trabecular?. Asi mismo, en ratones con-
sanguineos en los que la masa 6sea estd regulada
principalmente por factores genéticos, la pérdida
de masa 6sea asociada a la edad puede llegar a
suponer hasta el 10% de la masa 6sea total, que se
atribuye a un descenso del remodelado 6seo™".

De modo similar a lo observado en roedores,
en humanos predomina al principio la pérdida de
hueso trabecular con la edad, sobre todo en las
mujeres”, relacionada en parte con un descenso
en la actividad fisica y, como consecuencia, de los
estimulos mecanicos en el tejido 6seo'. A partir de
los 70 anos cobra mas protagonismo la disminu-
cion del espesor cortical y se produce un aumen-
to concomitante de la porosidad intracortical del
fémur, mientras aumenta el area medular, tanto en
varones como en mujeres”. Estos cambios se rela-
cionan con el incremento del riesgo de fracturas
osteoporéticas. Sin embargo, tanto en ratones
como en humanos las propiedades mecanicas del
tejido Oseo estan relativamente conservadas gra-
cias a un aumento mantenido de mineral subpe-
ridstico, lo que aumenta el momento de inercia®.

Mecanismos asociados al envejecimiento
6seo

Los mecanismos moleculares subyacentes a la osteo-
porosis involutiva se han comenzado a dilucidar en
los Gltimos anos. Asociada a la edad, se ha observa-
do una disminucién del cociente osteoprotegerina
(OPG)/ligando del receptor activador del factor
nuclear (NF)-xB (RANKL), siendo dicho cociente un
modulador importante del remodelado 6seo”. Tanto
OPG como RANKL son producidos y secretados al
medio extracelular por las células osteoblasticas y
osteocitos. De hecho, estudios en ratones indican
que los osteocitos producen la mayoria del RANKL,
influyendo asi de manera directa en el remodelado
0seo??. La OPG es un receptor senuelo soluble que
capta RANKL en el medio extracelular (o en la
superficie de los osteoblastos) y le impide unirse a
su receptor (RANK) en las células de estirpe osteo-
clastica, impidiendo asi la maduracion y activacion
de los osteoclastos. Asi, la relacion OPG/RANKL es
un factor importante en el balance anabdlico/cata-



bolico durante el remodelado 6seo fisiologico*. De
este modo, la disminuciéon de la relacién
OPG/RANKL con la edad es compatible con el
aumento de precursores osteocldsticos en la médu-
la 6sea de ratones viejos®. La apoptosis osteocitica
juega un papel importante en la pérdida de masa
6sea asociada a la edad y a la inmovilizacién o la
falta de estimulos mecinicos®** y, ademas, se asocia
a un incremento de la expresion de RANKL”. Por
otra parte, en ratones viejos de la cepa C57BL/6 se
ha observado un aumento de la produccion de glu-
cocorticoides enddgenos —a través de la activacion
de la enzima 11f-hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 1-, un hecho relacionado con la reducciéon de
viabilidad de las células 6seas (osteoblastos y osteo-
clastos) y de la angiogénesis, un proceso fundamen-
tal en la formacion 6sea®.

Hay diversos factores que parecen afectar la
tasa de reparacion de fracturas con la edad®.
Durante el envejecimiento existe una disminucién
de osteoprogenitores en la médula 6sea, que ocu-
rre paralelamente a un incremento de la adipogé-
nesis®. Cabe senalar que tanto osteoblastos como
adipocitos comparten una misma célula mesen-
quimal precursora diferenciable a uno u otro lina-
je en funcion del microambiente al que se ven
expuestas estas células. Ademads, se ha demostra-
do que en los osteoblastos procedentes de ratones
viejos la produccion de RANKL aumenta en para-
lelo a la disminucion de la de expresiéon de OPG
y que esta alteracion se traduce en una mayor
osteoclastogénesis y actividad osteoclastica?'®. Es
de interés resaltar que, también asociada a la
edad, se produce una disminucién del nimero de
células endoteliales y de la angiogénesis, que
puede contribuir negativamente al proceso de
reparacion 6sea en sujetos de edad avanzada®.

Recientemente se ha observado un aumento de
masa Osea y una disminucion del riesgo de fractu-
ras en sujetos ancianos tratados con antagonistas
de los receptores de angiotensina II*. El aparente
efecto beneficioso para el hueso de estos firma-
cos se atribuye a la accién inhibitoria de la angio-
tensina II sobre diversos marcadores de diferen-
ciacion osteobldstica, como el factor de transcrip-
cion relacionado con runt 2 (Runx2), indispensa-
ble para la diferenciacion osteobldstica, la osteo-
calcina y la fosfatasa alcalina*, y al incremento del
RANKL, que favorece la diferenciacion osteoclasti-
ca®. Estos datos sugieren que la hipertension arte-
rial prevalente en los ancianos podria también
contribuir a la osteoporosis involutiva.

El producto del gen Sost, especifico de los
osteocitos y conocido como esclerostina, es un
potente inhibidor de la formacion 6sea a través de
su union a los receptores relacionados con la lipo-
proteina de baja densidad 5 y 6, inhibiendo asi la
via candnica de Wnt. Estudios recientes han
demostrado que la esclerostina circulante aumen-
ta en mujeres post-menopadusicas y con la edad en
ambos sexos, lo que podria tener una influencia
negativa sobre la masa Gsea*?.

Actualmente se sabe que un importante modu-
lador del envejecimiento celular es el producto del
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gen Klotho*, una proteina transmembrana que
actia como co-receptor del factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) 23 producido por los osteoci-
tos e inductor de fosfaturia. Ratones deficientes en
el gen Klotho sufren un envejecimiento acelerado
y osteopenia, caracterizada por una reduccién (20-
40%) del grosor cortical en fémur, tibia y vérte-
bras, y un bajo remodelado 6seo con un descen-
so muy acusado de la formacién 6sea cortical. Las
células estromales de la médula 6sea de estos
ratones presentan una disminuciéon de su capaci-
dad de formacién de nédulos mineralizados y de la
actividad de fosfatasa alcalina®. Paraddjicamente,
estos ratones deficientes en Klotho poseen un
aumento de hueso trabecular en las vértebras y las
metafisis de los huesos largos; un efecto que los
autores atribuyen a una activacion selectiva de la
via Wnt sobre el componente trabecular. Klotho
interacciona con la via Wnt a través de su produc-
to secretado, el cual se une a ligandos de esta via
inhibiendo su accién, de ahi que la ausencia de
Klotho pueda dar lugar a la activacion de la via
Wnt*. Por otro lado, se ha demostrado que rato-
nes con ausencia de telomerasa presentan un
aumento de la senescencia celular, asi como un
descenso en la masa 6sea a los 3 meses del naci-
miento, asociados a una reduccion de formacion
Osea y de osteoblastogénesis®. Al parecer, esta
reduccion se debe a que los ratones sin telomera-
sa presentan osteoblastos poco diferenciados y al
ambiente proinflamatorio que promueve la activi-
dad osteoclastica.

El estrés oxidativo como factor patogénico
en la osteoporosis involutiva

El envejecimiento se puede considerar como una
consecuencia del desequilibrio entre los agentes
oxidantes producidos naturalmente en el metabo-
lismo celular y las defensas antioxidantes, con pre-
dominio de los primeros. Esto se conoce como
estrés oxidativo, el cual conlleva la oxidacién de
biomoléculas y la pérdida funcional de las célu-
las*2. El aumento de estrés oxidativo, que se rea-
liza fundamentalmente en la mitocondria, tiene
como base el exceso de produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), como el anién supe-
roxido (O,7), los radicales hidroxilo COH) y el
peroxido de hidrégeno (H,O,).

Este aumento no puede ser adecuadamente
equilibrado por los sistemas antioxidantes, como la
enzima superoxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT), las enzimas del ciclo del glutation (glutation
peroxidasa y glutation reductasa) y la tiorredoxina,
entre otros. El exceso de ERO con la edad cronologi-
ca (y/o biologica), produce la oxidacion de ADN,
proteinas y lipidos e induce la fosforilacion de la pro-
teina mitocondrial p66™, lo que lleva a la muerte
celular** (Figura 1). Recientemente, se ha compro-
bado que el estrés oxidativo tiene también importan-
tes funciones en la senalizacion celular®?, y en este
contexto, los ERO se pueden considerar segundos
mensajeros de la respuesta inflamatoria. De hecho,
oxidacion e inflamaciéon son dos procesos intima-
mente relacionados que aumentan con la edad®.
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Figura 1. Generacion y dano celular producido por exceso de ERO. La generacion de ERO es una consecuencia
del metabolismo aerébico en la cadena respiratoria mitocondrial. Enzimas como SOD, CAT vy el sistema glutatién
reductasa/glutation peroxidasa se encargan de mantener los niveles fisiol6gicos de ERO. Sin embargo, cuando
este equilibrio se descompensa por exceso de sintesis de ERO, se producen danos celulares que pueden llevar
a la apoptosis de osteoblastos y osteocitos y al aumento de actividad de los osteoclastos
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Aunque algunos investigadores han planteado
dudas sobre si el estrés oxidativo es causa o conse-
cuencia del envejecimiento, en los ultimos anos se
ha implicado al mismo en el deterioro 6seo®. En
este sentido, utilizando diversos modelos animales:
con envejecimiento prematuro, OSteoporosis por
déficit estrogénico (tras ovariectomia), o diabéticos,
se constata un aumento de marcadores de estrés
oxidativo en relaciéon con una disminucion de la
formacion 6sea’'.Los mecanismos por los que el
estrés oxidativo induce efectos deletéreos en el teji-
do 6seo no son aun bien conocidos. El aumento de
ERO conduce a la estabilizacion de factores de
transcripcion forkbead box O (FoxO), una impor-
tante familia de factores de transcripcion regulado-
res de multitud de genes con funciones tales como
el control del metabolismo de la glucosa, la géne-
sis tumoral y la defensa celular contra el estrés oxi-
dativo”. FoxO 1y 3 se expresan en hueso®, donde
parecen jugar un papel clave en el mantenimiento
de la formacién 6sea®*. Se ha demostrado que la eli-
minacién genética de FoxOs en ratones incremen-
ta el estrés oxidativo en el hueso e induce la pérdi-
da de masa Osea trabecular y cortical, asociada al

aumento de apoptosis osteoblastica/osteocitica y a
una disminucion de formacién 6sea”. La activacion
de FoxO por fosforilacion conlleva su acoplamien-
to con la B-catenina”, provocando la induccion de
genes de respuesta al estrés oxidativo, como
GADD45 y CAT*. De hecho, la acciéon protectora
del estrés oxidativo de la proteina Klotho citada
anteriormente parece mediada por la activacion de
FoxOs¥. Por otro lado, la activacién de FoxO pre-
viene que la f-catenina actie como factor de trans-
cripcion para estimular la proliferacion y diferencia-
cion de los osteoblastos™.

El aumento de ERO en las células 6seas produce
danos en el ADN genémico y apoptosis de los osteo-
blastos y osteocitos. Ademds, la peroxidacion lipidica
dependiente de lipoxigenasas activadas por el estrés
oxidativo juega un papel importante en la pérdida
Osea asociada al envejecimiento. Esto se evidencia al
analizar la expresion de las lipoxigenasas Alox12 y
Alox15 y la formacion del 4-hidroxinonenal, un pro-
ducto de peroxidacion lipidica, aumentadas en el
hueso de ratones viejos®. Ademas, se ha demostrado
que los productos de oxidacion lipidica inhiben la
accion de factores osteogénicos®.



Figura 2. Acciones osteogénicas de la PTH a través de la
via Wnt/B-catenina. La PTH es capaz de activar directa-
mente la via Wnt gracias a la unioén de su receptor tipo 1
(PTHIR) con el correceptor de las proteinas Wnt, el
receptor relacionado con la lipoproteina de baja densidad
6 (LRPG). Ademas, la fosforilacion de Akt producida por
la activacion de PTHIR da lugar a la degradacion de
FoxO, lo que favorece la estabilizacion de la B-catenina
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Una aproximacion intuitiva para evitar el dete-
rioro 6seo con la edad estarfa basada en la
administracion de agentes antioxidantes. Sin
embargo, se ha apuntado que los antioxidantes
clasicos, como puede ser la CAT o la N-acetil-
cisteina, ejercerian efectos indeseados en el teji-
do 6seo, ya que actuarfan como auténticos
agentes antiosteoclastogénicos interfiriendo con

PTH
PTHIR PTHIR
* LRPG6 *
Activa via Wnt Akt
B-catenina *
<«—— Destruccion FoxO
Aumento
disponibilidad
p-catenina
Activacion programa osteogénico

el remodelado 6seo®. Ademads, este tipo de
agentes inhiben la via canénica de Wnt/B-cate-
nina cuya activacion es de suma importancia
para el mantenimiento de la formacion 6sea, en
parte induciendo el secuestro de la proteina
activadora dishevelled por la proteina regulado-
ra del equilibrio redox, nucleoredoxina™.
Recientemente, se ha relacionado el efecto
anabolico 6seo asociado a la administracion
intermitente de la parathormona (PTH) con
sus propiedades antiestrés oxidativo, como
son el descenso de la cantidad de ERO, la inhi-
bicion de la fosforilacion de p66™ y el aumen-
to de la cantidad de glutation total®. La venta-
ja de este tratamiento con la PTH frente a los
antioxidantes clasicos la determina su accién
estimuladora del remodelado 6seo, con predo-
minio de la formacion dsea en parte a través de
su interaccion con la via de Wnt/B-catenina
(Figura 2). En este contexto, se ha demostrado

in vitro que los fragmentos N-terminal (1-36)

Por otro lado, el aumento de ERO ha sido relacio-
nado con un incremento de la osteoclastogénesis y de
la actividad de los osteoclastos™ . Recientemente se
ha demostrado que la enzima nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa 4 (NOX 4) juega un
papel fundamental en la osteoclastogénesis. Ratones
deficientes para esta enzima, que produce constituti-
vamente ERO, tienen una elevada masa 6sea y un
déficit de los marcadores osteoclasticos; ademas, en
muestras 6seas humanas la actividad osteoclastica ele-
vada se correlacionada con un aumento de actividad
de NOX 4%. Por otro lado, cabe senalar que en situa-
ciones de aumento de ERO asociado a la DM experi-
mental, existen resultados dispares. Mientras que
algunos autores han observado un aumento de la acti-
vidad osteoclastica®, se ha sugerido que podria estar
en relacion con la mayor severidad de la DM®, sin
embargo, en otros modelos de DM se observa una
actividad osteoclastica disminuida®. De hecho, estu-
dios utilizando pre-osteoclastos murinos incubados en
presencia de alta glucosa parecen confirmar su efecto
inhibitorio sobre los osteoclastos”. Asi pues, diferen-
cias en el grado de la DM, la cepa y la edad del ani-
mal, podrian contribuir al diferente estado de la resor-
cidn 6sea observado en diferentes modelos diabéti-
Cos®®,

Posibles terapias antiestrés oxidativo en
la osteoporosis senil

El desarrollo de nuevas terapias anabolicas para la
osteoporosis que combinen el aumento de la masa
Osea con su capacidad para neutralizar los efectos
perniciosos del estrés oxidativo es de sumo interés.

(homologo con la PTH) y C-terminal (107-109)

de la proteina relacionada con la PTH (PTHrP),
son capaces de contrarrestar el estrés oxidativo
inducido por H,O, en células osteoprogenitoras en
relacion con su accion osteogénica™”.

Estudios in vitro y en modelos animales sugieren
que el resveratrol, un compuesto bifendlico del
grupo de los antioxidantes polifendlicos, presente en
la piel de la uva y de otros frutos™”, podria ser un
potencial agente antiosteoporotico. Este compuesto
aumenta la proliferacion y diferenciacion de pre-
osteoblastos de raton MC3T3-E1 in vitro™. Ademas,
se ha demostrado que la administracion de resvera-
trol a células mesenquimales derivadas de células
madre embrionarias humanas induce la expresion
de Runx2™ y su diferenciacion a osteoblastos madu-
ros”. Este mecanismo de accion del resveratrol pare-
ce estar mediado por la activacion de la deacetilasa
Sint1 que aumenta la expresion de FoxO3a vy la for-
macién de un complejo con el resveratrol, incremen-
tando asi la expresion de Runx2 (Figura 3). Sirt1
podria también aumentar la actividad de Runx2
directamente al deacetilar a este factor de transcrip-
cion en células pre-osteobldsticas. En un reciente tra-
bajo en ratas viejas se ha demostrado que la admi-
nistracion de resveratrol (10 mg/kg diariamente
durante 10 semanas) mejora la calidad osea y las
propiedades biomecanicas del hueso osteopordti-
co™. Aunque estos resultados pre-clinicos son pro-
metedores, todavia no hay datos contrastados que
confirmen la eficacia del resveratrol en la osteoporo-
sis senil en humanos. Sin embargo, cabe destacar un
reciente estudio llevado a cabo en pacientes obesos
y osteopénicos, en los que la administracion oral de
resveratrol (1 g diario durante 16 semanas) incre-



ment6 la masa 6sea de manera significativa, asi
como la cantidad de fosfatasa alcalina 6sea,
frente al grupo placebo”. Recientemente se ha
publicado que ratones deficientes en Si#t6, otra
deacetilasa relacionada con la respuesta al
estrés oxidativo, presentan un fenotipo osteo-
pordtico a edades tempranas. La ausencia de
Sirnt6 se asocia a la sobreexpresion de Runx2,
osterix y OPG, asi como al aumento del inhibi-
dor de la via Wnt, Dickkopf 1, que conduce a
un déficit de maduracion osteoblastica y osteo-
clastica®™ Estos datos apuntan a que Sirt6
podria ser una diana terapéutica en la osteopo-
rosis involutiva.

Por otro lado, el exceso de glucocorticoi-
des también induce estrés oxidativo. En esta
situacion, el estrés oxidativo observado en el
reticulo plasmatico puede ser revertido por la
fosforilacion del factor de iniciacion de la tra-
duccion 2a, que interrumpe la traduccion pro-
teica. Recientemente se ha demostrado que el
salubrinal, un compuesto que evita esta defos-
forilacion, evita el déficit de mineralizacion de
los osteoblastos tratados con glucocorticoides
in vitro, asi como la apoptosis osteoblastica y
osteocitica en un modelo murino de osteopo-
rosis por administracion de prednisolona”.
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Figura 3. Accion osteogénica del resveratrol por interaccion
con Sirtl. El resveratrol induce un aumento de actividad del
factor de transcripcion osteogénico Runx2 por deacetila-
cion mediada por la deacetilasa Sirtl. Ademds, promueve
la formacién de un complejo de transcripciéon entre Foxo3a
y Sirtl que promueve el aumento de expresion de Runx2
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Figura 4. Papel del estrés oxidativo en el dafio 6seo asociado al envejecimiento. La alteracién de la homeos-
tasis mitocondrial con la edad provoca la generacion de excesivas cantidades de ERO que sobrepasan la capa-
cidad de los sistemas de detoxificacion celular. En las células osteoformadoras, el exceso de ERO da lugar a:
un aumento de la expresion del receptor del proliferador de peroxisoma activado gamma (PPAR-y); el acopla-
miento de FoxO con f-catenina, que inhibe la via Wnt; y la fosforilacion de la proteina p66 que induce la
apoptosis. Este exceso de ERO favorece el aumento de actividad de los osteoclastos y la osteoclastogénesis.
En conjunto, estos hechos alteran el remodelado 6seo. La actividad antiestrés oxidativo de agentes como la
PTH (y la PTHrP), el resveratrol y el salubrinal se asocia a sus acciones osteogénicas
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Conclusiones

El progresivo envejecimiento de la poblacion en el
mundo desarrollado conlleva un aumento de las
patologias musculoesqueléticas, que incluyen la
osteoporosis. La osteoporosis y el aumento de fra-
gilidad de la poblacién senil constituyen un reto
socio-econémico de primera magnitud. Diferentes
factores contribuyen al deterioro ¢seo en los ancia-
nos, entre los que destaca como elemento comuin
el incremento de estrés oxidativo (Figura 4). Asi
pues, reducir el estrés oxidativo podria ser una
herramienta 1til para combatir la osteoporosis
involutiva. Sin embargo, el hecho de que los com-
puestos antiestrés oxidativo podrian interferir con
el remodelado 6seo o con vias anabdlicas claves
para la formacion dsea, como la via Wnt, requiere
ciertas consideraciones previas a su uso terapéuti-
co. Hay que tener en cuenta también el papel fisio-
légico de las ERO, que actiian como mensajeros
secundarios de muchas vias metabdlicas; por tanto,
su inhibiciobn no controlada podria dar lugar a
efectos secundarios no deseados en las células
Oseas. Asi pues, son necesarias nuevas investiga-
ciones que determinen el verdadero efecto de las
terapias antioxidantes y sus pautas adecuadas de
administracion, evitando acciones deletéreas sobre
el remodelado 6seo. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, las terapias enfocadas a neutrali-
zar el estrés oxidativo para prevenir o alterar el
curso de la osteoporosis involutiva supondrian un
avance sanitario evidente.
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