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Riesgo alto y muy alto de fracturas osteoporoticas en mujeres chilenas

Luis Imaicela Naula, Enrique Lépez Gavilanez, Manuel Navarro Chavez, Mario Hernandez Bonilla, Noemi Bautista
Litardo, Mario Navarro Grijalva

AECE Research Group. The Association of Clinical Endocrinologists of Ecuador. Guayaquil, Ecuador

Palabras clave:
FRAX®. Umbral
de intervencién.
Umbral

hibrido. Riesgo
de fractura.
osteoporosis.
Chile.

Resumen

Objetivos: evaluar la aplicacion de los umbrales de intervencion basados en FRAX en mujeres chilenas. Recategorizar el
riesgo de fractura osteoporética para optimizar la seleccion de mujeres elegibles para intervencion.

Meétodos: seleccionamos de la Encuesta Nacional de Salud (ENS) 2016-2017 (tercera version) 1782 mujeres de 50 y mas
afos. Calculamos la probabilidad de fracturas osteopordticas mayores y fracturas de cadera utilizando el modelo FRAX
chileno. Calculamos la proporcion de mujeres elegibles para tratamiento y evaluacion de la densidad mineral dsea aplicando
umbrales de intervencion especificos por edad de 50 a 90 afios y un umbral hibrido que combina umbrales dependientes de
la edad hasta los 75 afios y, a partir de entonces, un umbral fijo con una tnica probabilidad de fractura hasta los 90 afos.

Resultados: veintidés mujeres (1,23 %) tenian una fractura previa y eran elegibles para tratamiento por este motivo.
Utilizando umbrales especificos por edad, otras 33 mujeres fueron elegibles para tratamiento porque la probabilidad de
fractura osteopordtica mayor estaba por encima del umbral superior de evaluacién. En 1107 (62,12 %) mujeres, se reco-
mienda medir la densidad mineral 6sea para poder recalcular el FRAX con la inclusion de la densidad mineral dsea del cuello
femoral. Con el umbral hibrido, otras 44 (3,69 %) mujeres fueron elegibles para el tratamiento y se recomendd la medicion
de la densidad 6sea en 1169 mujeres (65,50 %). Si el tratamiento se asignaba solo con FRAX sin densidad mineral 6sea,
el niimero de muijeres elegibles para el tratamiento era de 70 (5,15 %) con un umbral de intervencion especifico para la
edad y de 120 (6,72 %) con el umbral hibrido.

Conclusiones: el umbral hibrido identifica mas mujeres elegibles para tratamiento que los umbrales especificos por
edad. La probabilidad promedio de fractura fue mayor con el umbral hibrido. Sobre esta base, nuestra posicion es que se
recomiende el umbral hibrido.

Recibido: 10/03/2023 ¢ Aceptado: 18/05/2023

Confflicto de interés: los autores LIN, ELG, MNC, MHB, NBL y MNG declaran no tener ningun
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estudios clinicos.
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INTRODUCCION

En todo el mundo, la prevalencia de la osteoporosis ha
aumentado considerablemente y seguird haciéndolo
en el futuro. Las principales causas de este aumento
son el envejecimiento de la poblacion mundial y el
cambio en el estilo de vida. En consecuencia, también
se producira un aumento tanto de la prevalencia como
de la incidencia de las fracturas por fragilidad asocia-
das a la osteoporosis (1).

Segun la ultima auditoria en 19 paises latinoamerica-
nos publicada por la IOF (2), en Chile la tasa de inci-
dencia de fracturas de cadera en personas de 50 afios
y mayores es 144 casos por 1000. 000 habitantes y no
varié entre 2015y 2019 (2). Recientemente, Quevedo y
cols. informaron de un aumento del 40 % en las altas
hospitalarias por fracturas de cadera entre pacientes
> 45 anos, entre 2006 y 2017 (3).

El objetivo principal del tratamiento de la osteoporosis
es prevenir la aparicion de fracturas, en consecuencia,
es muy importante reconocer y tratar a las personas
que presentan un alto riesgo de fracturas, para lo cual
se han desarrollado varias alternativas sencillas y eco-
némicas para identificar y seleccionar a las personas en
riesgo que son candidatas a tratamiento y medicién de
la densidad mineral 6sea (DMO) (4).

La herramienta FRAX para predecir el riesgo de frac-
tura fue desarrollada en 2008 por Kanis y cols. y ac-
tualmente es la mas utilizada en todo el mundo y esta
disponible gratuitamente en la web. Permite evaluar
el riesgo de fractura basandose en factores de riesgo
clinicos y en la inclusion electiva de la DMO. Su uso
ha sido incorporado en la mayoria de las guias clini-
cas nacionales e internacionales para el manejo de la
osteoporosis (5) incluyendo las de Latinoamérica (6-
11). Los modelos FRAX especificos de cada pais estan
actualmente disponibles (FRAX v4.1) en 14 paises de
Asia, 36 de Europa, 11 de Oriente Medio y Africa, 2 de
Norteamérica y 2 de Oceania (https://www.sheffield.
ac.uk/FRAX/on 21 de enero de 2023) (12). En América
Latina, la herramienta FRAX esta disponible en 7 pai-
ses (13-16), incluido Chile, que se construyé a partir de
los datos de poblacién proporcionados por Riedemann
y Neira (2001-2006) (17).

El establecimiento de umbrales de intervencién espe-
cificos para cada pais en funcién de la edad (siguiendo
la metodologia del Grupo Nacional de Guias para la
Osteoporosis del Reino Unido - “NOGG") nos permitio
seleccionar a los pacientes elegibles para el tratamien-
to y remitirnos a la medicién de la DMO para recalcu-
lar el riesgo de fractura. No obstante, cabe sefialar que
la incorporacion de la DMO en el formulario FRAX no
es imprescindible para calcular el riesgo de fractura,
lo cual es muy importante en los paises en los que el
acceso a esta técnica es limitado (17). Una desventa-
ja de los umbrales del FRAX dependientes de la edad
obtenidos segun la estrategia NOGG, es que en las
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personas mayores surgen desigualdades en el acceso
al tratamiento (18). Para superar este inconveniente,
las ultimas guias NOGG incorporan la combinacién de
umbrales dependientes de la edad hasta los 70 afios y,
a partir de ahi, un umbral fijo con una Unica probabi-
lidad de fractura en todos los grupos de edad (umbral
hibrido) (18). Esta estrategia también ha sido adopta-
da por otros autores que afirman que el uso de umbra-
les hibridos podria ser apropiado en paises en los que
la incidencia de fracturas de cadera es baja, como es
el caso de algunos paises de Oriente Medio, el sur de
Europa y Latinoamérica (19-21).

En 2019, las guias NOGG establecieron un refinamien-
to en la categorizacion del riesgo de fractura en alto 'y
muy alto, con el objetivo de optimizar la seleccién del
tratamiento (anabdlico o antirresortivo) en pacientes
de alto riesgo (5). Utilizando esta recategorizacion del
riesgo, la proporcion de mujeres caracterizadas como
de muy alto riesgo aumenté con la edad.

En Latinoamérica, con excepcion de Ecuador (22), aun
no se ha determinado la eficacia de los umbrales de
FRAX para identificar la proporciéon de sujetos candi-
datos a intervencién en las respectivas poblaciones. En
este estudio se analiza la eficacia con que el modelo
FRAX chileno (sin DMO) identifica a las mujeres que se-
rian candidatas a tratamiento y evaluacién de la DMO
segun el umbral de intervencion especifico por edad y
una combinacién de umbrales fijos (umbral hibrido).
Un objetivo adicional es revisar y actualizar la catego-
rizacién del riesgo de fractura en “alto” y “muy alto”
para orientar mejor las intervenciones terapéuticas
para la prevencion de las fracturas por fragilidad en
las mujeres chilenas.

METODOS

POBLACION

En el presente estudio se utilizaron los datos de los
participantes de la Encuesta Nacional de Salud (ENS)
2016-2017, tercera version. Esta encuesta es un estudio
nacional de corte transversal que recolecté informa-
Cién entre agosto de 2016 y enero de 2017 de al menos
6 027 personas de 15 afios y mas, de zonas urbanas
y rurales de las 15 regiones de Chile. La muestra po-
blacional fue probabilistica y estratificada geogréafica-
mente. El disefio completo de la muestra y los detalles
metodolégicos se han descrito en otra parte (23). La
ENS utilizé principalmente instrumentos validados in-
ternacionalmente y fue disefiada para estimar la pre-
valencia de problemas de salud prioritarios y factores
de riesgo asociados. Los formularios, la base de datos,
los manuales y los libros de coédigos estan a disposi-
cién del publico y pueden descargarse de la web (24).
Se seleccionaron todas las mujeres de 50 afios y mas
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de la encuesta ENS 2016-2017 (n = 1782), 1760 sin frac-
turas previas y 22 con fracturas previas. El estudio fue
aprobado por el comité de ética del Hospital Docente
Policia Nacional Guayaquil No. 2, Ecuador.

La edad y el sexo fueron autodeclarados. La estatura
se midié en centimetros y el peso en kilogramos, y se
calculé el indice de masa corporal (kg/m?). Para obtener
los factores de riesgo de fractura osteoporética se uti-
lizaron las preguntas y respuestas descritas en la tabla
suplementaria I. También fue necesario transformar y
recodificar algunas respuestas siguiendo las recomen-
daciones sobre riesgos dadas por la herramienta FRAX®,
para transformarlas en variables dicotémicas. No se
utilizaron las preguntas y respuestas relacionadas con
la artritis porque la encuesta indica que no han sido
validadas, ni las relacionadas con los glucocorticoides
porque no se puede establecer las dosis ni el tiempo
utilizados. El habito de fumar se clasificé como actual,
pasado y nunca. El consumo medio de alcohol autode-
clarado se recodifico para ajustarlo como equivalente
a = 3 u/d. Las fracturas de antebrazo y cadera durante
el ultimo ano fueron autoinformadas. No se confirmo
el diagnéstico de osteoporosis secundaria ni de artritis
reumatoide (AR), por lo que estos datos se registraron
como «NO» siguiendo las recomendaciones del cuestio-
nario FRAX (Tabla Suplementaria I).

PROBABILIDADES DE FRACTURA

La probabilidad a 10 afos de fractura osteoporética
mayor y de fractura de cadera se calculé utilizando la
herramienta FRAX® versién 4.2 especifica para la po-
blacién chilena, disponible en linea (https://www.she-
ffield.ac.uk/FRAX/tool.aspx?country = 50). Los calculos
no incluyeron la medicién de la DMO.

UMBRALES DE INTERVENCION

Se exploraron dos umbrales de intervencién: un um-
bral especifico por edad y un umbral hibrido, mostra-
dos en la figura 1.

Para establecer los umbrales de intervencién y la eva-
luacién de la DMO se utilizé la metodologia adoptada
por el NOGG en las guias basadas en FRAX para el Rei-
no Unido (25) y descrita previamente para la poblacion
chilena (13).

El nimero de mujeres de 50 afios 0 mas que superaban
el umbral de intervencién (y por tanto serian elegibles
para el tratamiento) se calculé como total y en inter-
valos de edad de 5 afios utilizando las probabilidades
FRAX (la DMO no se incluyé en el calculo). Dado que
segun la NOGG una fractura previa se considera que
conlleva un riesgo suficiente para recomendar tra-
tamiento, el umbral de intervencién en mujeres sin
fractura previa se establecié en la probabilidad a 10
anos (especifica por edad) de sufrir una fractura os-
teoporética mayor (FOM) (cadera, columna, antebrazo
o humero) equivalente a la de las mujeres con fractu-
ra por fragilidad previa utilizando el modelo chileno
FRAX (version 4.2). El indice de masa corporal se fijo en
25 kg/m?2.

UMBRALES DE EVALUACION
PARA RECOMENDAR LA MEDICION
DE LA DENSIDAD MINERAL OSEA

Se consideraron dos umbrales de evaluacién para for-
mular recomendaciones de medicion de la DMO. Um-
bral de evaluacién inferior (UEI): nivel de probabilidad

A
Probabilidad a 10 afios (%) FOM
30

25

20

Probabilidad a 10 afios,(%) FOM
18

4044 4549 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85-89 90-94
Edad (anos)

40-44  45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85-89 90-94
Edad (anos)

Figura 1. Gréficos de los umbrales de intervencion y evaluacion que muestran los umbrales NOGG originales (A) y actuales (B) aplicados al
modelo FRAX para Chile. La linea de puntos representa el umbral de intervencién, mientras que las lineas grises continuas representan los
umbrales superior e inferior de evaluacion. UIE: umbral inferior de evaluacion; Ul: umbral de intervencion; USE: umbral superior de evaluacion;

FOM: fractura osteopordtica mayor (13).
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por debajo del cual no debe considerarse ni el trata-
miento ni una prueba de DMO. Umbral de evaluacién
superior (UES): nivel de probabilidad por encima del
cual se puede recomendar un tratamiento independien-
temente de la DMO. El umbral de evaluacién inferior se
establecio para excluir la necesidad de medir la DMO en
mujeres sin factores de riesgo clinicos, como se indica
en las guias europeas. Se eligié un umbral superior para
minimizar la probabilidad de que un individuo, iden-
tificado como de alto riesgo (basado Unicamente en
factores de riesgo clinicos), pudiera, con la informacién
adicional de la DMO, ser reclasificado en una categoria
de bajo riesgo. El umbral superior de evaluacion se fijo
en 1,2 veces el umbral de intervencion (25).

UMBRAL HiBRIDO

El umbral hibrido es un umbral alternativo que com-
bina umbrales dependientes de la edad hasta los
75 afios y, a partir de entonces, un umbral fijo con una
Unica probabilidad de fractura hasta los 90 afos. Este
umbral se adopté siguiendo las recomendaciones del
NOGG porque, con umbrales especificos por edad, sur-
gen desigualdades en el acceso al tratamiento, espe-
cialmente a edades avanzadas (= 70 afios), en funcién
de la presencia o ausencia de una fractura previa. El
umbral hibrido reduce las disparidades en el acceso al
tratamiento y disminuye la necesidad de realizar una
densitometria 6sea (18,26).

ESTRATEGIA DE EVALUACION

La estrategia para establecer los umbrales de interven-
cion y la evaluacion de la DMO siguié la metodologia
basada en FRAX aprobada por el NOGG en el Reino
Unido (26) y recomendada posteriormente por las guias
europeas (5). Las mujeres con una fractura por fragili-
dad previa se consideran elegibles para el tratamiento
sin necesidad de evaluacion adicional. En las mujeres sin
una fractura por fragilidad previa, la estrategia se basé
en evaluar la probabilidad de sufrir un FOM en los proéxi-
mos 10 afios. Las mujeres con probabilidades por deba-
jo del umbral inferior de evaluacion no se consideraron
elegibles para el tratamiento. Las mujeres con probabi-
lidades por encima del umbral superior de evaluacién se
consideraron elegibles para el tratamiento. Las mujeres
con probabilidades entre los limites superior e inferior
del umbral de evaluacion se derivarian para la medicion
de la DMOy la reevaluacién del riesgo de fractura.

CATEGORIZACION DEL RIESGO

Las mujeres con probabilidades por debajo del umbral
inferior de evaluacion pueden considerarse de bajo ries-
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go. Las mujeres con probabilidades por encima del um-
bral superior de evaluacién pueden considerarse para
tratamiento. Las mujeres con probabilidades entre el
umbral de evaluacion superior e inferior deben ser re-
mitidas para la medicion de la DMO y la reevaluacion
de su probabilidad de fractura (riesgo intermedio) (5).

Ademas de las categorias de riesgo bajo y alto que
se recogen en la actual guia IOF-ESCEO (5), se puede
identificar el riesgo muy alto. El riesgo muy alto se de-
fine como una probabilidad de fractura 1,2 veces su-
perior al umbral de intervencién (es decir, el umbral
superior de evaluacion) tras una evaluacién FRAX, con
o sin la inclusion de la DMO, es decir, puede utilizarse
el mismo umbral de probabilidad cuando no se dispo-
ne de la prueba de DMO (27). La justificacién de una
caracterizacion mas refinada del riesgo es dirigir a los
pacientes hacia los tratamientos mas adecuados (ana-
bolicos o antirresortivos) (27). La categoria de alto ries-
go estaria ahora en la probabilidad de fractura por en-
cima del umbral de intervencion, pero por debajo del
umbral superior de evaluacién. La categoria de bajo
riesgo estaria en el nivel de probabilidad por debajo
del umbral de intervencién (27).

ANALISIS ESTADISTICO

Las caracteristicas de la informacién recogida se indican
mediante un andlisis descriptivo. Las variables cualitati-
vas se resumieron por su frecuencia absoluta y porcen-
taje, mientras que las cuantitativas se expresan como
media y desviacion tipica. El filtrado de los participantes
seleccionados de la base de datos, la transformacion o
recodificacién de las variables y la estadistica descriptiva
se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics para
Windows, version 26.0 (IBM Corp, Armonk, NY).

En el presente estudio se utilizé6 informacion de las
Encuestas de Salud para la vigilancia epidemioldgica
de la Subsecretaria de Salud Publica. Los autores agra-
decen al Ministerio de Salud de Chile por haber pues-
to a nuestra disposicion la base de datos. Todos los
resultados obtenidos del estudio o investigacién son
responsabilidad de los autores y no comprometen de
ninguna manera a dicha institucion [http://epi.minsal.
cl/lencuesta-nacional-de-salud-2015-2016/].

RESULTADOS

Se seleccionaron un total de mil setecientas ochen-
ta y dos mujeres mayores de 50 afios de la encuesta
ENS 2016-2017. Veintidés presentaban fractura pre-
via. La edad media es de 65,09 (10,16), y tenian un
indice de masa corporal (IMC) de 29,84 (5,58) kg/m?;
376 (21,10) % eran fumadoras actuales y 71 (3,98) %
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ingerian alcohol > 3 u/d. Las caracteristicas basales se
muestran en la tabla I.

La probabilidad (media) a 10 ainos de FOM y fractura
de cadera (calculada sin DMO) fue de 4,18 (3,72) y 1,50
(2,18) (Tabla I1).

n % | Media DE
Edad (afios) 65,09 10,16
Peso (kg) 69,42 13,52
Estatura (cm) 152,53 6,40
IMC (kg/m?) 29,84 5,58
Fractura previa 22 1,23

Familiar con fractura de cadera 120 6,73

Fumador actual 376 | 21,10

Alcohol = 3 u/d 7 3,98

Tabla Il

FOM FC

Edad n % | Media DE Media DE

50-54 306 | 17,17 1,25 0,38 0,14 0,09

55-59 334 | 18,74 1,67 0,52 0,26 0,17

60-64 288 | 16,16 2,41 0,81 0,50 0,46

65-69 277 | 15,54 3,52 0,95 0,92 0,45

70-74 218 | 12,23 5,57 2,1 2,19 1,72

75-79 182 | 10,21 8,41 3,00 3,77 2,48

80-84 113 6,34 11,55 3,06 5,20 2,56

85-89 41 2,30 12,23 2,47 5,63 2,31

90 23 1,29 12,67 3,44 6,79 3,36

Total 1782 100 4,18 3,72 1,50 2,18

FOM: fractura osteopordtica mayor; FC: fractura de cadera
DE: desvios estandar.

UMBRALES

Los umbrales de intervencion y evaluacion especificos
para la poblacion chilena y la metodologia de como se
obtuvieron se ha descrito en una publicaciéon anterior
(13) y se presenta en la tabla suplementaria Il. El um-
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bral de intervencién en las mujeres chilenas aumen-
t6 con la edad, desde una probabilidad a 10 afios de
2,5 % a los 50 afos hasta 20 % a los 90 afos.

Los umbrales de evaluacién superior e inferior espe-
cificos de la edad para recomendar la medicion de la
DMO también se presentan en la tabla suplementaria
Il. A los 65 afios, por ejemplo, no se recomendaria una
prueba de DMO en un individuo con una probabilidad
de fractura inferior al 3,2 %. A la misma edad, se reco-
mendaria una prueba de DMO con una probabilidad
de fractura entre el 3,2 % y el 7,8 %. El tratamien-
to se recomendaria sin necesidad de una prueba de
DMO (para la evaluacién del riesgo de fractura, pero
posiblemente para el seguimiento del tratamiento) en
individuos con una probabilidad de fractura superior
al 7,8 %. En las mujeres en las que se realizara una
prueba de DMO, se recomendaria el tratamiento en
aquellas con una probabilidad de fractura igual o su-
perior al 6,5 %).

RUTA DE MANEJO

Con los umbrales especificos por edad veintidés mu-
jeres (1,23 %) tenian una fractura previa y por lo tan-
to serian elegibles para tratamiento. Mil ciento siete
mujeres (62,12 %) tenian probabilidades superiores
al umbral de evaluacion inferior pero inferiores al
umbral de evaluacién superior, porlo que se recomen-
daria una prueba de DMO. El tratamiento sin necesi-
dad de una prueba de DMO podria recomendarse en
33 mujeres (0,61 %). En el caso de utilizar un umbral
hibrido, 1 169 mujeres (65,50 %) tenian probabili-
dades por encima del umbral de evaluacion inferior,
pero por debajo del umbral de evaluacién superior,
por lo que se recomendaria una prueba de DMO.
Podria recomendarse el tratamiento sin prueba de
DMO en 44 mujeres (3,69 %) (incluidas veintidos
mujeres con fracturas previas). Si el tratamiento se
asignaba solo con FRAX sin DMO (incluidas las que
tenian una fractura previa), el nimero de mujeres
elegibles para el tratamiento era de 70 (5,15 %) con
un umbral de intervencién especifico para la edad
y de 120 (6,72 %) con el umbral hibrido. La distri-
bucién en los distintos escenarios se muestra en la
figura 2.

El umbral hibrido (comparado con el umbral especifico
por edad.) aumenta 1,3 veces el nimero de mujeres
seleccionadas para el tratamiento cuando se consi-
dera una categoria intermedia de riesgo y aumenta
1,71 veces si el tratamiento se asigna solo con FRAX sin
medicién de la DMO.

La tabla Ill muestra las probabilidades de fractura en
mujeres elegibles para tratamiento segun la catego-
rizacién. Las probabilidades de fractura fueron mas
altas en las elegibles para el tratamiento segun los
umbrales hibridos, intermedias con el especifico de la



48

edad, y mas bajas en las que tenian una fractura previa
(Tabla Il1).

Utilizando el umbral especifico por edad el nimero de
pacientes con alto riesgo se duplicé (2,12 veces; de 33
a 70). Con el umbral hibrido el nimero de pacientes
de alto riesgo casi se triplicé (aumenté 2,72 veces; de
44 a 120) (Fig. 2).

L. IMAICELA NAULA ET AL.

Adoptando la metodologia utilizada por la NOGG
(26), las guias europeas y la IOF-ESCEO (5,27) para el
refinamiento de la categoria de riesgo, encontramos
que con los umbrales especificos por edad 50 muje-
res son categorizadas de alto riesgo y 15 de muy alto
riesgo, mientras que, con el umbral hibrido, 87 muje-
res son categorizadas de alto riesgo y 28 de muy alto
riesgo (Fig. 3).

Tabla lIl.

Criterio para tratamiento FOM FC
n Media DE Media DE
Fractura previa 22 10,00 8,01 4,36 5,32
Especifico de edad 65 10,93 6,54 6,01 518
Hibrido 115 12,33 5,27 6,70 4,23
Todas las muijeres tratadas 1782 4,18 3,72 1,50 2,18
FOM: fractura osteopordtica mayor; FC: fractura de cadera.

33 44
90% A
80% A
70% A

1107

1169
60% 1 1712 1662
50% A
40% -
30% A
20% - 642 569
10% -
0%
Edad-Especifico Hibrido Edad-Especifico Hibrido
ONo Tratamiento OEvaluar DMO W Tratamiento

Figura 2. Distribucion (n) de las mujeres evaluadas por riesgo de fractura (FOM) utilizando umbrales de intervencion y evaluacion espe-
cificos para la edad o hibridos. Las barras de la izquierda predicen el uso posterior de DMO en aquellas con riesgo intermedio. Las de la
derecha dirigen el tratamiento solo utilizando FRAX sin DMO. FOM: fractura osteoporética mayor.
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Figura 3. Refinamiento de la categorizacion

1 del riesgo de fractura osteoporatica mayor

en mujeres chilenas, segun la metodologia
utilizada por la NOGG (26), las guias europeas
y la IOF-ESCEO (5,27).
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DISCUSION

En el presente estudio, siguiendo la misma metodo-
logia adoptada por la NOGG y las guias europeas
(5,25,27,28), categorizamos a las mujeres chilenas de
50 afios y mas de acuerdo con las probabilidades de frac-
turas basadas en el modelo FRAX especifico del pais, en
aquellas de riesgo bajo, intermedio y alto. Se demues-
tra que el umbral hibrido identifica a mas mujeres con
alto riesgo que el umbral dependiente de la edad. La
proporcién de la poblacién femenina potencialmente
elegible para el tratamiento fue del 3,6 % o del 6,4 %,
dependiendo del umbral de intervencion aplicado (es-
pecifico por edad o hibrido). Como era de esperar, la
proporcién de mujeres elegibles para el tratamiento
fue mayor con la aplicaciéon de los umbrales hibridos.
Se recomendaria la realizacién de pruebas de DMO a
aproximadamente el 65 % de las mujeres. La DMO no
se midié en esta muestra de poblaciéon, por lo que no
sabemos qué proporcién de mujeres superaria el umbral
de intervencion y, por tanto, seria elegible para el tra-
tamiento. No obstante, cabe destacar que las directrices
NOGG establecen que es posible utilizar FRAX sin medir
la DMO, ya que el rendimiento de FRAX con y sin DMO
es aproximadamente equivalente (29).

En el National Osteoporosis Guideline Group (NOGG)
del Reino Unido y, mas recientemente, en las guias eu-
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ropeas (5,28), el umbral de intervencién se establece
en la probabilidad de fractura equivalente a la de una
mujer de la misma edad con una fractura por fragili-
dad previa. Esto se debe a que, si las mujeres con una
fractura por fragilidad previa se consideran elegibles
para el tratamiento, entonces las mujeres sin fractu-
ra pero con probabilidades equivalentes también son
elegibles para el tratamiento. La estrategia en el cri-
bado de mujeres se basa en la busqueda oportunista
de casos porque no se recomienda el cribado de la po-
blacién general (excepto en Norteamérica) (30,31). De
acuerdo con las directrices del NOGG, las mujeres con
probabilidades de fractura equivalentes o inferiores a
las de las mujeres sin factores de riesgo clinicos no de-
ben ser evaluadas con DMO. En individuos de alto ries-
go, no se recomienda la medicion de la DMO. Cuando
el riesgo de fractura estimado sin DMO se aproxima
al umbral de intervencion, la adicion de una prueba
de DMO aumenta la posibilidad de reclasificaciéon del
riesgo (de alto a bajo y viceversa) (32), haciendo mas
eficiente el uso del recurso DMO.

Aunque el FRAX esta disponible en 72 paises y 81 po-
blaciones diferentes, la disponibilidad de umbrales de
intervencion especificos para cada pais (o etnia) es li-
mitada. En una revisién sistematica, de 120 articulos
que recomendaban el FRAX para el tratamiento de
pacientes, 38 no proporcionaban umbrales claros para
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identificar a los que necesitaban tratamiento (21). La
mayoria de los paises que no han establecido sus pro-
pios umbrales de intervencién han adoptado los um-
brales fijos recomendados por la National Osteoporo-
sis Foundation (NOF) para la poblacion de los Estados
Unidos de América (EE. UU.) (21). Los umbrales de in-
tervencion recomendados por la NOF son el resultado
de un analisis econémico realizado en 2008 y su apli-
cacién fuera de Estados Unidos no esta justificada (21).
Por otro lado, la guia NOGG del Reino Unido utiliza
un enfoque clinicamente orientado para determinar
la proporcion de individuos que serian candidatos a
tratamiento y, posteriormente, los costes relacionados
con el tratamiento dependen del algoritmo utilizado
para analizarlos (12).

Anteriormente, las guias de practica clinica de todo el
mundo se basaban en el diagnéstico de la osteoporo-
sis para tomar las decisiones de tratamiento de cada
paciente. En la actualidad, se ha producido un cambio
en este paradigma, que ha pasado de basarse en el
diagnostico de osteoporosis a determinar el riesgo de
fractura para orientar la toma de decisiones clinicas
(3,34). Sin embargo, en las guias internacionales sobre
osteoporosis no se ofrecen de forma sistematica reco-
mendaciones de tratamiento basadas en el riesgo de
fractura (33).

La guia europea ha propuesto un refinamiento del
riesgo en alto y muy alto con el fin de optimizar la
seleccion del tratamiento anabolizante o antirresorti-
vo debido a las evidencias disponibles sobre el riesgo
inminente de fracturay las fracturas previas (5).

En una revision de 70 guias escritas en inglés, 63 ha-
blaban del concepto de riesgo de fractura, pero solo
34 recomendaban uUnicamente el FRAX para clasificar
el riesgo de fractura (33). Veintiocho proporcionaron
una categoria o umbral de riesgo que constituia una
indicacion de farmacoterapia. Doce guias informaron
una categoria de riesgo moderado, medio o interme-
dio y las recomendaciones de manejo se hicieron en
base a esta categorizacion.

En América Latina, solo 5 paises (de los 7 que tienen
FRAX) han publicado guias nacionales de osteoporosis
(6-11). Todas ellas incluyen el FRAX como instrumento
para la evaluacion del riesgo de fractura. Sin embargo,
en 3 se recomienda iniciar el tratamiento farmacolégi-
co de la osteoporosis en funcion de los umbrales NOF.
Las guias chilenas no hacen una recomendacion clara
sobre la decisién de recomendar tratamiento en base a
umbrales NOGG o NOF. Solo en Colombia y Brasil se re-
comienda utilizar los umbrales NOGG (especificos por
edad y pais) para iniciar el tratamiento. Ninguna guia
diferencia el tipo de tratamiento antiosteoporoético
(anabolizantes o bifosfonatos) en funciéon de la cate-
gorizaciéon de riesgo derivada del FRAX.

A excepcidon de Ecuador (22), no se ha descrito la apli-
cacién de umbrales de intervencion en Latinoamérica.

L. IMAICELA NAULA ET AL.

Los hallazgos de este estudio son comparables a los
publicados por Lopez Gavilanez y cols. (22), en la po-
blaciéon ecuatoriana, en el sentido de que la aplicaciéon
de la categorizacién de riesgo utilizando solo el FRAX
sin medir la DMO permitio seleccionar una mayor pro-
porcién de candidatos a tratamiento tanto con el um-
bral especifico por edad como con el umbral hibrido.

Los umbrales de intervencién mas adecuados para un
pais deben decidirse localmente considerando facto-
res econémicos, disponibilidad de recursos sanitarios
y preferencias de los médicos (12). En Chile, el costo
individual de tratar una fractura osteoporoética de ca-
dera oscila entre cuatro mil y nueve mil délares en el
sistema publico y privado respectivamente. El costo de
hospitalizacion por fractura de cadera en 2020 fue de
34 millones de ddlares al afio (3). Si bien el uso de um-
brales de intervencién ha demostrado ser costo-eficaz
en Europa (5) y Reino Unido (35), en Chile el riesgo de
fractura (13) y los costos de atencién por fractura (3)
son diferentes, por lo que el costo-eficacia del uso de
estos umbrales de intervencién en la poblacién chilena
aun no ha sido establecido por su uso en la practica
clinica diaria y debe ser respaldado por un estudio eco-
némico integral del sistema de salud.

Deben considerarse algunas limitaciones del presen-
te estudio. En primer lugar, aunque la encuesta fue
amplia y representativa de la poblacién chilena, hubo
menos mujeres encuestadas en los grupos de mayor
edad (= 80 afios = 10 %), lo que podria perjudicar la
exactitud de nuestras estimaciones y, por lo tanto, el
numero de mujeres elegibles para recibir tratamiento.
En segundo lugar, en la guia NOGG (26), se utilizan dos
resultados FRAX, los umbrales de probabilidad de frac-
tura osteopordtica mayor y de cadera, y se recomienda
el tratamiento si la probabilidad de fractura supera el
umbral de intervencién en cualquiera de los dos resul-
tados FRAX (o en ambos). La probabilidad de fractu-
ra de cadera varia entre paises y regiones en todo el
mundo mientras que la probabilidad de las fracturas
osteoporoticas mayores se conoce menos. Es conve-
niente sefalar que en la mayoria de los estudios los
umbrales de probabilidad de fractura osteoporética
mayor se basan en mas supuestos que los de fractura
de cadera (36). El presente estudio se limit6 a los um-
brales de probabilidad de fractura osteoporética ma-
yor. Por lo tanto, es posible que el uso de las probabili-
dades de fractura de ambos sitios aumente el nimero
de mujeres identificadas como de alto riesgo.

Es necesario sefialar que, si definiéramos el riesgo muy
alto, multiplicando por 1,6 veces el umbral de inter-
vencién, tal como posteriormente lo hicieron Kanis, y
cols. (37), en el modelo hibrido del FRAX, la propor-
cién de mujeres clasificadas en riesgo muy alto seria
mucho menor a la obtenida en el presente estudio.

En tercer lugar, es importante respaldar la aplicacion
de estos umbrales de evaluacion del riesgo de fractura
con una evaluaciéon econémica. En el Reino Unido, este
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enfoque ha demostrado ser costo-eficaz (35), pero el
costo-eficacia serd necesariamente diferente en la
poblacion chilena debido a los diferentes riesgos de
fractura y costo de atencién de los pacientes. En el pre-
sente estudio no se considera el impacto econémico
de la aplicacién de estos umbrales en las instituciones
de salud de la poblacién.

Finalmente, los resultados de este estudio solo pueden
ser aplicados a la poblaciéon chilena y no son aplicables
a otros paises de Latinoamérica.

CONCLUSIONES

El presente estudio ha demostrado que la estrategia
de evaluacién del riesgo de fractura siguiendo la me-

todologia propuesta por NOGG, pero basada en el
FRAX chileno, permite identificar un mayor nimero
de mujeres con alto riesgo de fractura y por tanto
elegibles para tratamiento segun diferentes um-
brales especificos por edad y un umbral alternativo
para mujeres mayores. En el presente estudio, se de-
muestra que el umbral hibrido identifica a mas muje-
res con alto riesgo que el umbral dependiente de la
edad. Ademas, la probabilidad media de fractura fue
mayor en el grupo evaluado con el umbral hibrido
Sobre esta base, nuestra posicién es que se recomien-
de el umbral hibrido.

La incorporacion de umbrales de intervencién espe-
cificos para cada pais y la recategorizacion del riesgo
en alto y muy alto en las guias nacionales sobre os-
teoporosis influirdn positivamente en la eleccion del
tratamiento por parte de los médicos de los paises de
la region.

Tabla Suplementaria I.

Factor riesgo Pregunta usada Cadigos Medido por Respuesta usada
Edad ¢A qué edad se fracturd o rompi6 el hueso? | Edad Autorreporte Descrita en afios
Sexo Sexo Sexo Autorreporte Mujer
Peso Peso mdp1_1 Balanza electronica Descrita en kilos
mdp1_2 OMRON HN289
Talla Talla mdp2_1 Escuadra y cinta métrica | Descrita en centimetros
mdp2_2 cromada.
Fractura ¢A qué edad se fracturd o rompid el hueso?: | 03: Autorreporte Si cumple las 3 condiciones:
previa*
a. Edad de fractura 03a_1 hasta Tiempo < 1 afio
03a_10
b. Causa de la fractura 03b_1 hasta Caida casual a nivel (por ejemplo, tropezo,
o3b_10 reshald, se cayo de la cama)
¢. ¢{Qué hueso se fractur6? 03c_1 hasta Hueso fracturado de cadera, muieca
03c_10
03c_1_esp
hasta 03¢_10_
esp
Fractura En su familia directa: ;alguien afti Autorreporte Si
de cadera se ha enfermado o se ha muerto
en familiar de fractura de cadera?
(se refiere a hijos, padres o hermanos).
Fumador ¢Actualmente fuma Ud. cigarrillos? ta3 Autorreporte - Si, uno 0 mas cigarrillos al dia
activo™* - Si, ocasionalmente
Alcohol** En dltimo afio ¢Qué tan seguido toma usted | m7p9 Autorreporte - 2 a 3 veces por semana
alguna bebida alcohdlica? - 4 0 més veces por Semana
Elabrado por los autores. *Recodificado como SI cuando cumple estrictamente con las 3 respuestas. **Recodificado como SI cuando cumple cualquiera
de las 2 respuestas.
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Tabla Suplementaria Il.

Umbral Umbral
Edad . Umbral de inferior superior
intervencion de evaluacion | de evaluacion
40-44 1,6 07 1,9
45-49 2 0,9 2,4
50-54 2,5 1.1, 3
55-59 3,2 1.5 3,8
60-64 4,5 2,2 54
65-69 6,5 3,2 7.8
70-74 9,2 4,8 "
75-79 13 73 16
80-84 17 1 20
85-89 21 13 25
920 20 12 24
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Efecto de vesiculas extracelulares derivadas de células madre
mesenquimales humanas precondicionadas en hipoxia
sobre la osteoblastogénesis y la adipogénesis in vitro
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Resumen

Objetivos: las células madre mesenquimales (MSC) se caracterizan por su actividad antiinflamatoria, inmunosupresora y su
capacidad de diferenciacion. Esto las convierten en una interesante herramienta terapéutica en terapia celular y medicina
regenerativa. En parte, el efecto terapéutico de las MSC, esta mediado por la secrecion de vesiculas extracelulares (EV). El
precondicionamiento en hipoxia de las MSC puede mejorar la capacidad regenerativa de las EV secretadas. En este con-
texto, el objetivo del estudio ha sido evaluar si EV derivadas de MSC humanas cultivadas en hipoxia y normoxia afectan a
la osteoblastogénesis y adipogénesis de las MSC.

Material y métodos: se aislaron EV de MSC mantenidas 48 h en normoxia o hipoxia (3 % 0,) mediante ultrafiltracion y

cromatografia de exclusion por tamafio. Las EV fueron caracterizadas por “Western blot”, microscopia electronica y analisis

de seguimiento de nanoparticulas. En cultivos de MSC se evalud el efecto de las EV sobre la viabilidad por ensayo con MTT,
Palabras clave: la migracién por “Oris assay” y la diferenciacién a osteoblastos y adipocitos.

Xffr';‘::zlaresl Resultados: las EV aumentaron la viabilidad y migracion, pero no hubo diferencias entre las derivadas de normoxia e
Células madre hipoxia. Las EV, principalmente las derivadas de hipoxia, aumentaron la mineralizacion y la expresion de genes osteoblds-
:iiss)zg_“ima'es- ticos. Sin embargo, no afectaron significativamente a la adipogénesis.

Diferenciacion Conclusiones: las EV derivadas de MSC en hipoxia no afectan a la adipogénesis, pero tienen una mayor capacidad de inducir
B‘E;,:’;g[)'lastos la osteoblastogénesis. Por lo tanto, podrian potencialmente ser utilizadas en terapias de regeneracién dsea y tratamientos
Adipocitos. de patologias 6seas como la osteoporosis.
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INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales o MSC (mesenchy-
mal stem cells o mesenchymal stromal cells) son célu-
las multipotentes (1,2). La capacidad de las MSC para
diferenciarse en diversos linajes celulares, asi como
sus actividades antiinflamatorias e inmunosupresoras,
las han convertido en una herramienta con mucho
potencial en terapia celular y medicina regenerativa.
Las MSC participan en la homeostasis del organismo
mediante la regeneracién y reparacién de tejidos. En-
tre los tipos celulares a los que pueden diferenciarse
las MSC se encuentran los osteoblastos. La diferencia-
cién osteoblastica estd controlada por varias vias de
sefializacion, entre las que destacan la via candnica
Wnt/B-catenina, y el aumento de la expresién y activa-
cion del factor de transcripcion RUNX2 (3,4). Las MSC
también pueden diferenciarse hacia adipocitos por in-
duccion del factor de transcripcion PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor y), el cual regula la ex-
presion de genes adipogénicos e induce el desarrollo
del fenotipo adipocitico (4).

Durante el proceso de envejecimiento o en determina-
das enfermedades como la diabetes, las MSC tienden
a diferenciarse hacia adipocitos en detrimento de la
osteoblastogénesis (5,6). Esto aumenta la adiposidad
de la médula 6ésea y disminuye la capacidad de la for-
macion de hueso. Lo que favorece la pérdida de masa
6sea y la aparicion de osteoporosis (7,8). Asi, estrate-
gias terapéuticas que activen la diferenciacién osteo-
blastica e inhiban la adipogénica pueden contribuir a
promover la regeneracion ésea (9).

Las aplicaciones terapéuticas de las MSC poseen varios
obstaculos. Entre ellos se encuentra la baja viabilidad
de las células trasplantadas, su heterogeneidad innata,
factores no identificados relacionados con la edad del
donante y el potencial tumorigénico de estas células
(10). Estudios recientes indican que gran parte de las
propiedades terapéuticas de las MSC estan vinculadas
a sus efectos paracrinos ejercidos a través de su secre-
toma (11), el cual, estd compuesto por una fraccién
soluble, rica en factores de crecimiento y citoquinas, y
otra vesicular, que contiene diversos tipos de molécu-
las con una alta capacidad regenerativa (12). Distintos
estudios han mostrado que existe un efecto sinérgico
cuando se utilizan conjuntamente ambas fracciones
con fines regenerativos o inmunomoduladores (13,14).
No obstante, en algunos trabajos se ha demostrado
que la fraccion vesicular es la principal responsable
de la induccién de determinados procesos fisiolégicos
potencialmente regenerativos. Asi, por ejemplo, vesi-
culas extracelulares (EV) derivadas de MSC de médula
6sea aumentaron la migracién y proliferacion in vitro
de fibroblastos dermales y la angiogénesis en las cé-
lulas endoteliales de la vena umbilical humana (HU-
VECQ). Mientras que los medios acondicionados sin EV
no tuvieron ese efecto (15). Debido a las propiedades
regenerativas de estas vesiculas y a su estabilidad en
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el medio, la utilizacién de EV derivadas de MSC, en lu-
gar de las propias células, ha sido propuesta como una
adecuada alternativa terapéutica (1,16).

Debido a la falta de consenso sobre la clasificacion
de las EV, la Sociedad Internacional de Vesiculas Ex-
tracelulares declaré que el término genérico preferi-
do que debe utilizarse es el de vesicula extracelular
(17). El contenido de las EV depende del tipo de célula
de origen y de su estado fisiolégico. Los principales
componentes de las EV son proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (ARN y ADN). A nivel de proteinas destaca
la familia de las tetraspaninas. Entre ellas se encuen-
tran CD63, CD81 y CDY9; las cuales son consideradas
como marcadores exosomales (10,18). Entre los aci-
dos nucleicos presentes en las EV destacan micro ARN
(miARN) con capacidad de alterar la expresion génica
de las células receptoras (19). Las EV participan en la
comunicacion intercelular, el mantenimiento celular,
la respuesta inmunitaria y la progresién de tumores
(20). En el caso de las EV derivadas de MSC, desem-
pefian papeles importantes en procesos bioldgicos,
como la angiogénesis, la presentacion de antigenos,
la apoptosis, la coagulacion, la homeostasis celular, la
inflamacion, la diferenciaciéon, la proliferacion y la se-
fializacion intercelular (16).

La utilizacién de EV derivadas de MSC permite disefar
terapias libres de células. Con ello, se pueden evitar las
dificultades y posibles efectos adversos que conlleva la
aplicacién de células en terapia celular (10). Asi, EV de-
rivadas de MSC han sido evaluadas para el tratamien-
to de distintas enfermedades respiratorias, musculoes-
queléticas, cardiovasculares, neuroldgicas, hepaticas,
gastrointestinales, dermatoldgicas y renales (21).

La secrecién y contenido de las EV varia sustancialmen-
te en funcion del estado fisioldgico de las MSC de las
que derivan, el cual a su vez esta influenciado por las
condiciones ambientales de su nicho (22). En este con-
texto, se ha demostrado que el precondicionamiento
en distintas condiciones de cultivo de las MSC pueden
estimular la secrecion de EV y aumentar su eficacia
terapéutica. En particular, esas condiciones incluyen
citoquinas, hipoxia, factores tréficos y fisicos, agentes
quimicos y farmacologicos (23).

La disminucion de la disponibilidad de oxigeno por hi-
poxia induce una respuesta celular de adaptaciéon en la
que se incluye la alteracién del contenido de las EV se-
cretadas (24). A nivel celular, la hipoxia induce la acti-
vacion del factor inducible por hipoxia-1a (HIF1a). Este
factor de transcripcion en condiciones de normoxia es
hidroxilado y degradado por el proteosoma citoplas-
matico. Sin embargo, ante un dafio tisular, en procesos
isquémicos o en la exposicion a hipoxia, la disminucién
de la disponibilidad de oxigeno inhibe la hidroxilacién
de HIF1q, lo que provoca su acumulacién y transloca-
cion al nucleo, donde induce la expresion de genes
implicados en la adaptacién a los bajos niveles de oxi-
geno. Entre ellos, destacan genes relacionados con la
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angiogénesis, cicatrizacion, metabolismo anaerdbico
de la glucosa, eritropoyesis, proliferacion diferencia-
cién y apoptosis, entre otros. Se ha demostrado que
cientos de genes pueden ser regulados transcripcional-
mente por HIF1a (25). En cuanto al efecto de la hipoxia
sobre el contenido de las EV, numerosos estudios han
demostrado que EV derivadas de MSC precondiciona-
das en hipoxia tienen una mayor capacidad terapéuti-
ca en medicina regenerativa (24).

Aunque es conocido que los efectos paracrinos de las
MSC mediados por la secrecion de afectan a distintos
aspectos fisioldgicos celulares, aun existe poca infor-
macién sobre cémo pueden influir estas vesiculas a la
diferenciacion adipogénica y osteogénica de las cé-
lulas precursoras. Asi, el objetivo del presente traba-
jo ha sido estudiar cémo afectan las EV derivadas de
cultivos de MSC de medula 6sea humana crecidas en
condiciones de hipoxia o normoxia sobre la diferencia-
cién osteoblastica y adipogénica de MSC. Con ello, se
pretende contribuir al conocimiento necesario para el
posible desarrollo de nuevas vias terapéuticas para
el tratamiento de patologias relacionadas con el tejido
6seo y/o graso.

MATERIALES Y METODOS

CULTIVO Y EXPANSION DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES

Las MSC de médula ésea humana se obtuvieron de
cultivos criopreservados y previamente caracteriza-
dos pertenecientes a la coleccion de lineas celulares
de nuestro grupo. MSC procedentes de un varén sano
de 31 aios fueron utilizadas para este estudio. Un vial
de MSC criopreservadas (8 x 10° células) se sembraron
en un frasco de cultivo de 75 cm? en medio de cultivo
o-MEM (Cambrex Bio Science-Lonza; Basel, Switzerland)
suplementado con 10 % de FBS (Gibco-Thermo Fisher
Scientific), ultraglutamina al 1 % (Cambrex Bio Scien-
ce-Lonza), 0,1 mg/ml de estreptomicina, 100 U de peni-
cilinay 1 ng/ml de FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) de
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, United States). El medio
de cultivo fue cambiado cada 3-4 dias. Al alcanzar una
confluencia del 80-90 %, las células se levantaron con
tripsina-EDTA (Gibco-Thermo Fisher Scientific) y se vol-
vieron a sembrar en una dilucién de 1:3.

AISLAMIENTO DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS DE MSC

En cultivos de MSC correspondientes a un pase entre
el4y6, cuando alcanzaron alrededor del 70 % de con-
fluencia, el medio de cultivo se reemplazé con medio
frescosuplementado con 5 % de FBS libre de exosomas

C. JIMENEZ-NAVARRO ET AL.

(Gibco-Thermo Fisher Scientific). Las células se man-
tuvieron en ese medio durante 48 h en dos condicio-
nes de concentracion de oxigeno: hipoxia (5 % CO,,
3% 0,y 37 °C) y normoxia (5 % CO,, 16 % O,y 37 °Q).
A continuacién, el medio de cultivo de tres frascos de
75 cm? (aproximadamente 50 ml) por cada condicion,
fue recogido y centrifugado a 4 °C durante 10 min a
300 g, 20 min a 1200 g y 30 min a 10 000 g. Después
de la ultima centrifugacion, el medio de cultivo se
concentré con un Amicon®Ultra-15 Centrifugal Filter
Devices 100 KDa (Millipore; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) hasta aproximadamente 2 ml. Del medio
concentrado se purificaron las EV mediante cromato-
grafia de exclusiéon de tamano utilizando PURE-EVs
Columns (HansaBioMed; Tallinn, Estonia), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las fracciones con-
teniendo las EV se concentraron finalmente hasta
un volumen de 300-400 pl mediante ultrafiltracion
en un Amicon®Ultra-15 Centrifugal Filter Devices 10
KDa (Millipore).

CARACTERIZACION MORFOLOGICA
Y CUANTIFICACION DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES

La morfologia de las EV se analizé mediante micros-
copia electrénica de transmision (TEM). Brevemente,
20 pL de muestra se aplicéd sobre rejillas de cobre re-
cubiertas de carbono. Se dej6 secar y se tifieron con
acetato de uranilo (UrAc) al 2 % (p/v) durante 1 minu-
to. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio
electrénico de transmision de alta resolucion JEOL JEM
1400 (SCAI, Universidad de Cérdoba) a un voltaje de
aceleracion entre 80 a 200 keV.

La concentraciéon de las nanoparticulas se determiné
mediante un Nanosight NS300 en el Instituto Uni-
versitario de Nanoquimica de la Universidad de Cor-
doba.

Western blotting

Para la extraccion de proteina total de los distintos
cultivos celulares, las células fueron lisadas con “Cell
Extraction Buffer” (Thermo Fisher Scientific) suple-
mentado con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) y 50 pl/ml de céctel de inhibidores de proteasa
(PIC) (ambos de Sigma-Aldrich). El lisado se incubé en
hielo durante 30 minutos, con agitacion mediante vor-
tex cada 10 minutos. Por ultimo, el lisado se centrifugd
10 minutos a 13 000g a 4 °C, se descarté el precipitado
de restos celulares y el sobrenadante fue almacenado
a -20 °C hasta su utilizacion. La concentracion de pro-
teina se cuantificé con el kit “Bio-Rad DC Protein As-
say” (Bio-Rad) segun el protocolo del fabricante. Para
la extraccion y cuantificacion de las proteinas de las EV
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se utilizé el mismo protocolo tras lisar las vesiculas con
“Cell Extraction Buffer”.

La concentracion de proteina obtenida de las EV fue
de entre 0,1y 0,3 pg/ pl. Para el “Western blot” de 2
a 10 pg de proteina de cada muestra fueron cargadas
en un gel de acrilamida al 8-16 % (nUView Tris-Glycine
Precast Gels, NuSeP) en condiciones de desnaturaliza-
cion en un sistema de electroforesis «Mini-Protean»
(Bio-Rad). Después de la electroforesis, las proteinas
se transfirieron a membranas de difluoruro de polivi-
nilidina (PVDF) (Bio-Rad) usando un Trans-Blot Turbo
Transfer System (Bio-Rad). Las membranas se bloquea-
ron con una solucién al 5 % de leche desnatada en
polvo en tampén T-TBS (20 mM Tril-HCl pH 7,6, NaCl
150 mM, Tween al 0,05 %) durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente. A continuacion, las membranas se
incubaron toda la noche a 4 °C con los anticuerpos pri-
marios, anti-CD9 (1:700), anti-CD63 (1:700) (ambos de
Invitrogen, ThermoFisher Scientific) o anti-calnexina
(1:1000) de Sigma-Aldrich, en leche al 1 % en T-TBS.
Tras lavar las membranas tres veces con T-TBS, se incu-
baron con el anticuerpo secundario, anti-Mouse 1gG
H & L-HRP (1:5000) (Invitrogen, ThermoFisher Scien-
tific) para CD9 y CD63, y anti-Rabbit IgG H & L-HRP
(1:3000) (Abcam) para calnexina, en leche al 1 % en
T-TBS durante 1 hora. Finalmente, los restos de anti-
cuerpo secundario fueron lavados con T-TBS y la mem-
brana se revel6 utilizando el «Sustrato Clarity Western
ECL» (Bio-Rad). Las bandas se visualizaron en un siste-
ma de documentacién de geles ChemiDoc™ XRS+ de
Bio-Rad a través del software ImagelLab de la misma
casa comercial. La intensidad de las bandas se cuantifi-
co posteriormente con el software ImageJ 1.53t.

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA
POR PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

El ARN de los cultivos inducidos a diferenciarse a osteo-
blastos o adipocitos se aislé usando el «NZY total RNA
isolation kit” (NZYTech Lda; Lisboa, Portugal), siguien-
do las instrucciones del fabricante. El ARN se cuantificé
en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 de Ther-
mo Fisher Scientificy 900 ng se retrotranscribié a ADNc
utilizando «iScript cDNA Synthesis Kit» (Bio-Rad), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) se lle-
vé a cabo en un LightCycler 96 Instrument de Roche
Applied Science. Cada reaccién de PCR se realizé en
un volumen de 10 ul que contenia 1 pl de ADNc,
1 UM de cebadores (Tabla I) y 1X de “SensiFAST Sybr
No-Rox Mix” (BIOLINE). El programa de amplifica-
cién de la PCR incluyé un ciclo a 95 °C durante 2 mi-
nutos (desnaturalizacion del ADN vy activacién de la
ADN polimerasa) y 40-45 ciclos de 95 °C durante 5 se-
gundos (desnaturalizacion del ADN) y 65 °C durante
30 segundos (hibridacién de los cebadores y extension
del producto). Los resultados se analizaron con el sof-
tware LightCycler 1.1 del mismo fabricante. Como gen
constitutivo se utiliz6 POLR2A (polimerasa [ARN; ADN
dirigido] Il polipéptido A).

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se determiné usando bromuro
de 3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

Tablal.

Gen Secuencia cebadores directo y reverso (5 ‘> 3) Tamano del producto (bp)
Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) TGGTTAATCTCCGCAGGTCAC ™
ACTGTGCTGAAGAGGCTGTTTG
Osterix (SP7) AGCCAGAAGCTGTGAAACCTC 163
AGCTGCAAGCTCTCCATAACC
Collagen, type |, alpha 1 (COL1A1) CGCTGGCCCCAAAGGATCTCCTG 263
GGGGTCCGGGAACACCTCGCTC
Integrin-binding sialoprotein (BSP) AGGGCAGTAGTGACTCATCCG 171
CGTCCTCTCCATAGCCCAGTGTTG
Peroxisome proliferator-activated receptor GCGATTCCTTCACTGATACACTG 136
gamma 2 (PPARG2) GAGTGGGAGTGGTCTTCCATTAC
Lipoprotein lipase (LPL) AAGAAGCAGCAAAATGTACCTGAAG 13
CCTGATTGGTATGGGTTTCACTC
Fatty-acid-binding protein 4 (FABP4) TCAGTGTGAATGGGGATGTGAT 162
TCTGCACATGTACCAGGACACC
Fatty acid synthase (FASN) AAGCTGAAGGACCTGTCTAGG 146
CGGAGTGAATCTGGGTTGATG
Polymerase (RNA; DNA directed) Il polypeptide TTTTGGTGACGACTTGAACTGC 125
A (POLR2A) CCATCTTGTCCACCACCTCTTC
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(Sigma-Aldrich). Las MSC se sembraron en placas de 96
pocillos a una densidad de 4000 células por pocillo en
medio de cultivo. Las células fueron tratadas en me-
dio de cultivo suplementado con FBS libre de EV y con
diferentes concentraciones de EV derivadas de MSC
mantenidas en normoxia (MSC-EvVN) o hipoxia (MSC-
EvH) (3 x 107, 9 x 107 y 15 x 107 particulas/ml). A las
48 horas, se retird el medio de cultivo y se afiadieron
100 yl de DMEM (Medio Eagle Modificado de Dulbec-
co; Capricorn Scientific GmbH) sin FBS ni rojo fenol
conteniendo 1 mg/ml de MTT. Las células se incuba-
ron a 37 °C durante 2 horas y los cristales de formazan
formados durante la incubacion se disolvieron en iso-
propanol al 100 %. De la solucién resultante se midié
la absorbancia a 570 nm teniendo como referencia la
de 650 nm con un espectrofotémetro de microplacas
PowerWave XS (BioTek Instruments).

ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

La migracién de las MSC se evalu6 mediante el
“Oris™ Cell Migration Assay” (Platypus technologies).
Las MSC se sembraron en placas de 96 pocillos (15000
células/pocillo) y se incubaron a 37 °C con “cell see-
ding stoppers” en cada pocillo, hasta una confluencia
del 90 %. Luego se retiraron los tapones dejando un
halo de 2 mm en el medio del pocillo. Después de la-
var con PBS, se agregé o-MEM + 2 % de FBS (libre de
VES) conteniendo MSC-EVN o MSC-EvVH en una con-
centracién de 3 x 107, 9 x 107 o 15 x 107 particulas/
ml. Alas 0 h, 12 h'y 18 h, se tomaron imagenes utili-
zando un microscopio de contraste de fase Incucyte®
Systems for Live-Cell Imaging. La migracion se midio
calculando el porcentaje del area de cierre respecto
al area abierto inicial (t = 0) seguin la siguiente férmu-
la: drea de migracién (%) = (A0-At)/A0 x 100, donde
AO representa el area abierta inicial, y At represen-
ta el area residual en el tiempo de medicién. Para la
cuantificacion de las areas en las imagenes se utilizé
el software ImageJ.

DIFERENCIACION A ADIPOCITOS
Y OSTEOBLASTOS

Las MSC se sembraron en placas de cultivo P12 o P24
(Nalgene-Nunc-Thermo Fisher Scientific) a 3000 célu-
las/cm?. Una vez que alcanzaron una confluencia de
entre el 60 y el 80 %, se diferenciaron a adipocitos u
osteoblastos en presencia o ausencia de MSC-EvVN o
MSC-EvH. Para inducir la diferenciacion de adipocitos,
el medio de cultivo sin FGF se suplement6 con 5 x 107
M de dexametasona, 50 yM de indometacinay 0,5 mM
de isobutilmetilxantina. Mientras que para la diferen-
ciacion a osteoblastos, el medio fue suplementado con
10® M de dexametasona, 10 mM de B-glicerolfosfato y
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0,2 mM de acido ascorbico. Todos los inductores fue-
ron obtenidos de Sigma-Aldrich.

Después de 13 dias de diferenciacion, se tomaron
muestras de los cultivos para la extraccion de ARN y
analisis de la expresion génica de marcadores osteo-
blasticos o adipociticos.

TINCION DE LA MINERALIZACION
DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

En las MSC inducidas a osteoblastos se evalué la mine-
ralizacion de la matriz mediante tincion con alizarin
red S a los 21 dias. Los cultivos se fijaron 10 min con
formaldehido al 3,7 % y se tifieron con una solucién
de alizarin red S 40 mM, pH 4,1. Todos los reactivos
fueron de Sigma-Aldrich. A continuacién, los pocillos
se lavaron con isopropanol al 60 %, se secaron y se to-
maron imagenes de los mismos. Para cuantificar la mi-
neralizacién, la tincion fue eluida con acido acético al
10 % y neutralizada con hidréxido de amonio al 10 %.
En la solucion resultante se cuantifico la absorbancia a
405 nm usando un espectrofotémetro de microplacas
PowerWave XS de BioTek Instruments.

TINCION DE VESICULAS GRASAS

La formacion de vesiculas de grasa en los cultivos in-
ducidos a adipocitos se evalué mediante tincion oil-
red O a los 13 dias de diferenciacion. Los cultivos se
fijaron con formaldehido al 3,7 % durante 20 minu-
tos y se tifileron con una solucién compuesta de un
60 % de oil-red al 0,3 % (p/v en isopropanol) y un
40 % de agua destilada. Después de 15 a 20 min de
incubacion, las células se lavaron con agua destilada,
se tiferon con hematoxilina y se tomaron imagenes
de microscopia 6ptica para cada uno de los pocillos.
La tincién oil-red O se cuantificé por andlisis de ima-
genes con el software ImageJ. El area de la imagen
tefiida con oil-red O se normalizé con el numero de
células correspondiente.

ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion entre los diferentes tratamientos se
realiz6 mediante la prueba de ANOVA para detec-
tar cambios significativos, seguido de una prueba de
Tukey para identificar diferencias significativas entre
pares de tratamientos. Se han considerado cambios
significativos (*) para p < 0,05. Al menos 3 datos han
sido obtenidos por pardmetro estudiado. Los datos se
muestran como la media mas el error estandar de la
media (Media + ESM).
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RESULTADOS de la fraccién 7. Ello indica que las EV libres de proteina
soluble se encuentran en las fracciones previas.
< p Tras la mezcla y posterior concentracion por ultrafil-
CARACTERIZACION DE LAS VESICULAS tracion de las fracciones 1 a 6, se cuantificaron y ana-
EXTRACELULARES

lizaron las nanovesiculas obtenidas por “Nanoparticle
Tracking Analysis”. El tamafio medio de los EV obteni-

En la cromatografia de exclusion de tamario de los me- das de dicho analisis fue de aproximadamente 150 nm
dios concentrados de las MSC crecidas en normoxia o (Fig. 1B). La imagen mediante MET muestra la mor-
en hipoxia, se obtuvieron 10 fracciones en las que se fologia esférica de las EV aisladas (Fig. 1C). Ademas,
midié la absorbancia a 280 nm como estimacion de la en las nanovesiculas se observd la presencia de los
concentracién de proteina. Como se muestra en la figu- marcadores de superficie CD63 y CD9. Mientras que la
ra 1A, la cantidad de proteina eluida aumenté a partir proteina celular calnexina no fue detectada (Fig. 1D).
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EFECTO DE LA APLICACION
DE MSC-EvN Y MSC-EvH SOBRE
LA VIABILIDAD Y MIGRACION DE MSC

Las MSC fueron crecidas en presencia o en ausencia de
30, 60 0 150 x 108 particulas/ml de MSC-EvN o MSC-EvH
durante tres dias, tras los cuales se cuantifico la viabi-
lidad celular. Como muestra la figura 2A, la viabilidad
de las MSC tendié a aumentar con la concentracién
de VE. Este incremento fue significativo con la mayor
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concentracion utilizada de ambos tipos de EV, siendo
ligeramente superior en las tratadas con las derivadas
de condiciones de hipoxia (Fig. 2A).

La migracién de las MSC en presencia de diferentes
concentraciones de EV también tendié a ser mayor. Sin
embargo, estos cambios no fueron significativos en el
caso de los tratamientos con las MSC-EvH. Por su parte,
las MSC-EvN si produjeron un aumento significativo de
la migracién celular, aunque solamente con la mayor
concentracion utilizada (Fig. 2B).

Control H150

A
Viabilidad
0,45
0,40 1 b *
0,35 1 T L
20,30 - l
<025 -
50,20 1
£o1s;
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0,05 -
0,00 A
Control W30  H60  HIS0 N30  N60  N150
B Migracién
80 +
70 A *
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£ 50 4
= 30 -
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10 +
0 -
Control H30 H60 H150 N30 N60 N150

Figura 2.Viabilidad y migracion de las
MSC en presencia o ausencia de MSC-EvH
0 MSC-EvN. A. Efecto del tratamiento con
MSC-EvH (H) o MSC-EvN (N) a concentra-
ciones de 3x107 particulas/ml (30), 6 x 107
particulas/ml (60) y 15 x 107 particulas/
ml (150), sobre la viabilidad de cultivos

de MSC. B. Igual que en (A), pero sobre la
migracion celular. Las fotos representan
imagenes representativas de los cultivos
tratados a las 0y 18 h después del inicio de
la migracion. *p < 0,05 vs. control (células
no tratadas).
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EFECTO DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES EN LA DIFERENCIACION
DE LAS MSC A OSTEOBLASTOS

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos sobre la
viabilidad y la migracién de las MSC, para la evalua-
cion del efecto de las EV sobre diferenciacion celular
se seleccion6 para este estudio la concentraciéon de
15 x 107 particulas/m| de MSC-EvN y MSC-EVH.

La mineralizacion de las MSC diferenciadas a osteoblas-
tos aumento significativamente con ambos tipos de ve-
siculas. Este aumento fue superior en los cultivos trata-
dos con las EV derivadas de cultivos en hipoxia (Fig. 3A).
En cuanto a la expresion de genes marcadores osteo-

61

blasticos, no se encontraron cambios significativos
en los genes que codifican el factor de transcripcion
RUNX2 y la proteina de matriz extracelular colageno
tipo 1 alfa (COL1A1). Sin embargo, se observé un au-
mento significativo en la expresion del gen del factor
de transcripcion SP7, también conocido como osterix,
con el tratamiento con MSC-EvH. Ademas, los trata-
mientos con MSC-EvH y MSC-EvN indujeron significa-
tivamente la expresion del gen de la sialoproteina de
unioén a integrina (IBSP). En este caso, el cambio fue
mayor en las EV derivadas de MSC en hipoxia respecto
a las obtenidas de cultivos en normoxia (Fig. 3B). Estos
resultados sugieren que las EV derivadas de MSC en hi-
poxia tienen mas capacidad de favorecer la osteoblas-
togénesis que las obtenidas de cultivos en normoxia.
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Figura 3. Efecto de las vesiculas
extracelulares derivadas de MSC en
la diferenciacion osteogénica.

A. Imagenes representativas y cuan-
tificacion de la tincion alizarin red S
de cultivos de MSC a los

21 dias de diferenciacion en medio
osteoblastico (MO) en presencia o
ausencia de MSC-EvH o MSC-EvN.
B. Expresion de los genes osteo-
blasticos RUNX2, SP7, COL1AT e
IBSP a los 13 dias de diferenciacion
en cultivos tratados con MSC-EvH
y MSC-EVN. Los datos se presentan
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EFECTO DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES EN LA DIFERENCIACION
DE LAS MSC A ADIPOCITOS

En el analisis fenotipico de las MSC diferenciadas a
adipocitos tratadas con MSC-EvH o MSC-EvN, no se
observaron cambios significativos en la formacién de
vesiculas de grasa respecto a los cultivos no tratados

C. JIMENEZ-NAVARRO ET AL.

(Fig. 4A). En cuanto a la expresion de los genes adipo-
génicos PPARG2, LPL y FASN, tampoco se observaron
diferencias entre los distintos tratamientos y el con-
trol. Sin embargo, la expresién de FABP4 en los culti-
vos tratados con MSC-EVN aumenté significativamente
respecto al control y a los cultivos tratados con MSC-
EvH. La expresién en estos Ultimos no mostro cambios
en relacién a los cultivos no tratados (Fig. 4B).
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Figura 4.Efecto de las vesiculas extracelulares derivadas de MSC en la diferenciacion adipogénica. A. Imagenes y cuantificacion de la tincion oif
red O en cultivos de MSC después de 13 dias en medio adipogénico (MA) en presencia o ausencia de MSC-EvH o MSC-EvN. (imagenes a 200x).
B. Expresion de los genes adipogénicos PPARG2, LPL, FABP4 y FASN a los 13 dias de diferenciacion en cultivos tratados con MSC-EvH y MSC-EvN.
Los datos se presentan como la media + ESM. *p < 0,05 vs. control (cultivos no tratados); #p < 0,05 vs. MSC-EvN.
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DISCUSION

Nuestro estudio pone de manifiesto que la utilizacion
de la cromatografia de exclusién por tamafio para el
aislamiento de las EV, produce vesiculas con alta pure-
zay poca contaminacion de proteinas solubles (26). Los
resultados de los tratamientos con ambos tipos de EV,
MSC-EvH y MSC-EvN, indican que aumentan la viabili-
dad de los cultivos de MSC in vitro cuando se aplicaron
a una concentracion de 15 x 107 particulas/ml. El efecto
positivo de EV derivados de MSC sobre la viabilidad de
distintos tipos celulares ha sido descrito en diferentes
estudios (15,27). Algunos autores han mostrado que
EV derivadas de MSC no tienen afecto sobre la viabili-
dad de MSC procedentes de médula ésea (28). No obs-
tante, esos resultados se han obtenido con EV obteni-
das por ultracentrifugacion y después de mantener las
células 12 h en medios de cultivo nuevo (28) y no 48 h
como en nuestro caso. Por lo que las distintas condicio-
nes metodolégicas pueden afectar al contenido de las
EV y explicar las diferencias observadas entre distintos
estudios. Nuestros datos no muestran diferencias en-
tre el efecto de MSC-EvH y MSC-EvN sobre la viabilidad
de los cultivos de MSC. Sin embargo, algunos autores
han descrito que las EV derivadas de MSC cultivadas en
hipoxia tienen mas capacidad de aumentar la viabili-
dad celular que las obtenidas en normoxia (29,30). Sin
embargo, hay que resaltar que estos estudios han sido
realizados principalmente sobre células endoteliales y
no sobre MSC. Asi, hay que tener en cuenta que la hi-
poxia provoca la produccion de factores que estimulan
e inducen a las células endoteliales para que formen
nuevos vasos para suplir la disminuciéon de los niveles
de oxigeno, como por ejemplo el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (31). Estos factores pueden
ser abundantes en las EV extracelulares derivadas de
MSC mantenidas en hipoxia, pero nuestros datos su-
gieren que podrian no tener un efecto significativo
sobre la viabilidad de las MSC.

El tratamiento con MSC-EvH y MSC-EvN tendi6 a au-
mentar la migracion de las MSC. En otros tipos celula-
res como células endoteliales, fibroblastos y querati-
nocitos se ha demostrado que las EV derivadas de MSC
favorecen su capacidad de proliferacion y migracion
(32,33). El aumento de la induccion de la migracién se
asocia a una mayor capacidad regenerativa de las EV
(34). Nuestros resultados muestran que la migracion
de las MSC no estuvo influida significativamente cuan-
do fueron tratadas con MSC-EvH. Ello sugiere, que las
condiciones de cultivo en hipoxia utilizadas no produ-
jeron EV enriquecidas en factores que estimularan la
migracion de estas células.

La utilizacién de EV derivadas de células 6seas, como
MSC de médula 6sea, esta emergiendo como una posi-
ble estrategia terapéutica para el tratamiento de pato-
logias 6seas, incluida la osteoporosis (35,36). Nuestros
resultados muestran que la diferenciaciéon osteogénica
de MSC in vitro es potenciada cuando los cultivos son

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(2):54-65 |

tratados con EV derivados de MSC, principalmente con
las MSC-EVH. Los cultivos tratados con estas EV presen-
taron una mayor mineralizacién y expresion de genes
osteoblasticos como SP7 e IBSP. El primero codifica a
un factor de transcripcion esencial para la diferencia-
cién osteogénica (37) y el segundo a la sialoproteina
de unién a integrina, una proteina de la matriz ex-
tracelular involucrada en la mineralizacién (38). Estos
resultados apoyan lo descrito previamente por otros
estudios en los que se demuestra la capacidad osteo-
génica de EV obtenidas de MSC (39-41). Experimentos
in vivo en un modelo de fractura 6sea han mostrado
que EV derivadas de MSC cultivadas en condiciones de
hipoxia, promueven la curacion de las fracturas 6seas
en mayor medida que las EV obtenidas de MSC en nor-
moxia. Ello es debido en parte a que favorecen la an-
giogénesis a través del miR-126, el cual regula la via
de sefalizacién angiogénica SPRED1/Ras/Erk (40). En
nuestro caso, no hemos evaluado el posible efecto de
las MSC-EVH sobre células endoteliales, pero si hemos
demostrado que inducen la osteoblastogénesis de las
células precursoras. Por lo tanto, el tratamiento con
MSC-EvH podria favorecer la regeneracién ésea a tra-
vés de su induccion de la angiogénesis en células endo-
teliales y de la diferenciacién osteoblastica de las MSC.
Asi, otros estudios apoyan que EV derivadas de MSC
tienen un alto potencial en la regeneracion 6sea por
su capacidad de favorecer tanto la angiogénesis como
la osteoblastogénesis (39). En el efecto positivo de las
EV derivadas de MSC sobre la osteoblastogénesis in vi-
tro e in vivo, se ha observado que intervienen miARN
como el miR-196a, el miR-335 y el miR-27a (41-43).

Las MSC son también precursoras de adipocitos. Gene-
ralmente, los factores que favorecen la diferenciacion
adipogénica afectan negativamente a la osteogénesis
y viceversa (9). Sin embargo, nuestros resultados indi-
can que ni las MSC-EvH ni las MSC-EvN afectaron signi-
ficativamente a la adipogénesis. Solo destaca que los
niveles de MRNA de FABP4 aumenté con el tratamien-
to con MSC-EvN. El gen FABP4 codifica una proteina de
union a acidos grasos implicada en diferentes funcio-
nes extracelulares, por lo que la aplicacion de MSC-EvN
puede afectar a aspectos relacionados con el metabo-
lismo de los acidos grasos durante la adipogénesis (44),
que en nuestro caso no ha afectado a la acumulacién
de vesiculas de grasa.

En conclusion, nuestros datos muestran que el trata-
miento con EV derivadas de MSC mejora la viabilidad,
migracién y diferenciacion osteogénica de MSC de
médula ésea humana. La diferenciaciéon osteoblastica
es inducida principalmente cuando las EV son obteni-
das de MSC expuestas a hipoxia. Ello sugiere que el
precondicionamiento de las células en condiciones de
bajos niveles de oxigeno, podria inducir la secrecion
de EV enriquecidas en factores osteogénicos. La deter-
minacién de estos factores en un futuro debe permitir
conocer el mecanismo de accién de estas EV sobre la
osteoblastogénesis, ademas de abrir otras posibilida-
des para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas
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mas eficientes para el tratamiento de patologias 6seas.
Los resultados de este estudio respaldan la posibilidad
de utilizar una terapia libre de células basada en la
aplicacion de EV para el tratamiento de enfermeda-
des sistémicas del hueso como la osteoporosis y para
favorecer la formacién ésea, en el caso de fracturas de
dificil curacion.

BIBLIOGRAFIA

10.

1.

12.

13.

. Kim S, Lee SK, Kim H, et al. Exosomes secreted from induced

pluripotent stem cell-derived mesenchymal stem cells accelerate
skin cell proliferation. Int J Mol Sci 2018;19:3119. DOI: 10.3390/
ijms19103119

. Rani S, Ryan AE, Griffin MD, et al. Mesenchymal stem cell-deri-

ved extracellular vesicles: Toward cell-free therapeutic applica-
tions. Mol Ther 2015;23:812-23. DOI: 10.1038/mt.2015.44

. Gomathi K, Akshaya N, Srinaath N, et al. Regulation of Runx2

by post-translational modifications in osteoblast differentiation.
Life Sci 2020;245:117389. DOI: 10.1016/j.1fs.2020.117389

. Takada I, Kouzmenko AP, Kato S. Wnt and PPARy signaling in

osteoblastogenesis and adipogenesis. Nat Rev Rheumatol
2009;5:442-7. DOI: 10.1038/nrrheum.2009.137

. Moerman EJ, Teng K, Lipschitz DA, et al. Aging activates adipo-

genic and suppresses osteogenic programs in mesenchymal ma-
rrow stroma/stem cells: The role of PPAR-y2 transcription factor
and TGF-B/BMP signaling pathways. Aging Cell 2004;3:379-89.
DOI: 10.1111/j.1474-9728.2004.00127..x

. Singh L, Brennan T, Russell E, et al. Aging alters bone-fat recipro-

city by shifting in vivo mesenchymal precursor cell fate towards
an adipogenic lineage. Bone 2016;85:29-36. DOI: 10.1016/].
bone.2016.01.014

. Qadir A, Liang S, Wu Z, et al. Senile osteoporosis: The involve-

ment of differentiation and senescence of bone marrow stromal
cells. Int J Mol Sci 2020;21:349. DOI: 10.3390/ijms21010349

. Rosen CJ, Bouxsein ML. Mechanisms of disease: is osteoporosis

the obesity of bone? Nat Clin Pract Rheumatol 2006;2:35-43.
DOI: 10.1038/ncprheum0070

. Chen Q, Shou P, Zheng C, et al. Fate decision of mesenchy-

mal stem cells: adipocytes or osteoblasts? Cell Death Differ
2016;23:1128-39. DOI: 10.1038/cdd.2015.168

Joo HS, Suh JH, Lee HJ, et al. Current knowledge and future
perspectives on mesenchymal stem cell-derived exosomes as a
new therapeutic agent. Int J Mol Sci 2020;21:727. DOI: 10.3390/
ijms21030727

Kusuma GD, Carthew J, Lim R, et al. Effect of the Microenviron-
ment on Mesenchymal Stem Cell Paracrine Signaling: Oppor-
tunities to Engineer the Therapeutic Effect. Stem Cells Dev
2017;26:617-31. DOI: 10.1089/scd.2016.0349

Vizoso FJ, Eiro N, Cid S, et al. Mesenchymal stem cell secretome:
Toward cell-free therapeutic strategies in regenerative medicine.
Int J Mol Sci 2017;18(9):1852. DOI: 10.3390/ijms18091852
Vilaga-Faria H, Marote A, Lages |, et al. Fractionating stem cells
secretome for Parkinson’s disease modeling: Is it the whole be-
tter than the sum of its parts? Biochimie 2021;189:87-98. DOI:
10.1016/j.biochi.2021.06.008

14.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

C. JIMENEZ-NAVARRO ET AL.

Gonzélez-Cubero E, Gonzalez-Fernandez ML, Olivera ER, et al.
Extracellular vesicle and soluble fractions of adipose tissue-de-
rived mesenchymal stem cells secretome induce inflammatory
cytokines modulation in an in vitro model of discogenic pain.
Spine J 2022;22:1222-34. DOI: 10.1016/j.spinee.2022.01.012

. Shabbir A, Cox A, Rodriguez-Menocal L, et al. Mesenchymal Stem

Cell Exosomes Induce Proliferation and Migration of Normal and
Chronic Wound Fibroblasts, and Enhance Angiogenesis in Vitro.
Stem Cells Dev 2015;24:1635-47. DOI: 10.1089/scd.2014.0316

. Casado-Diaz A, Quesada-Gomez JM, Dorado G. Extracellular

Vesicles Derived From Mesenchymal Stem Cells (MSC) in Rege-
nerative Medicine: Applications in Skin Wound Healing. Front
Bioeng Biotechnol 2020;8:1-19. DOI: 10.3389/fhioe.2020.00146

. Théry C, Witwer KW, Aikawa E, et al. Minimal information for

studies of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): a position
statement of the International Society for Extracellular Vesicles
and update of the MISEV2014 guidelines. J Extracell Vesicles
2018;7:1535750. DOI: 10.1080/20013078.2018.1535750

. Jeppesen DK, Fenix AM, Franklin JL, et al. Reassessment of Exo-

some Composition. Cell 2019;177:428-45.e18. DOI: 10.1016/j.
cell.2019.02.029

. Deng H, Sun C, Sun'Y, et al. Lipid, Protein, and MicroRNA Com-

position Within Mesenchymal Stem Cell-Derived Exosomes. Cell
Reprogram 2018;20:178-86. DOI: 10.1089/cell.2017.0047
Doyle L, Wang M. Overview of Extracellular Vesicles, Their Origin,
Composition, Purpose, and Methods for Exosome Isolation and
Analysis. Cells 2019;8:727. DOI: 10.3390/cells8070727

Willis GR, Kourembanas S, Mitsialis SA. Toward Exosome-Ba-
sed Therapeutics: Isolation, Heterogeneity, and Fit-for-Purpo-
se Potency. Front Cardiovasc Med 2017;4:63. DOI: 10.3389/
fcvm.2017.00063

Costa LA, Eiro N, Fraile M, et al. Functional heterogeneity of me-
senchymal stem cells from natural niches to culture conditions:
implications for further clinical uses. Cellular and Molecular Life
Sciences 2021;78:447-67. DOI: 10.1007/s00018-020-03600-0
Ding J, Wang X, Chen B, et al. Exosomes Derived from Human
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Stimulated by Defe-
roxamine Accelerate Cutaneous Wound Healing by Promo-
ting Angiogenesis. Biomed Res Int 2019;2019:9742765. DOI:
10.1155/2019/9742765

Pulido-Escribano V, Torrecillas-Baena B, Camacho-Cardenosa M,
et al. Role of hypoxia preconditioning in therapeutic potential
of mesenchymal stem-cell-derived extracellular vesicles. World J
Stem Cells 2022;14:453-72. DOI: 10.4252/wjsc.v14.i7.453
Mole D, Blancher C, Copley R, et al. Genome-wide association of
hypoxia-inducible factor (HIF)-1alpha and HIF-2alpha DNA bin-
ding with expression profiling of hypoxia-inducible transcripts. J
Biol Chem 2009;284:16767-75. DOI: 10.1074/jbc.M901790200
Gamez-Valero A, Monguid-Tortajada M, Carreras-Planella L, et
al. Size-Exclusion Chromatography-based isolation minimally
alters Extracellular Vesicles' characteristics compared to pre-
cipitating agents. Sci Rep 2016;6:1-9. DOI: 10.1038/srep33641
Wang Y, Yao J, Cai L, et al. Bone-targeted extracellular vesicles
from mesenchymal stem cells for osteoporosis therapy. Int J
Nanomedicine 2020;15:7967-77. DOI: 10.2147/1JN.5263756
Wei F, Li Z, Crawford R, et al. Inmunoregulatory role of exo-
somes derived from differentiating mesenchymal stromal cells
on inflammation and osteogenesis. J Tissue Eng Regen Med
2019;13:1978-91. DOI: 10.1002/term.2947

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(2):54-65 |



EFECTO DE VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES HUMANAS

PRECONDICIONADAS EN HIPOXIA SOBRE LA OSTEOBLASTOGENESIS Y LA ADIPOGENESIS IN VITRO 65
29. Almeria C, Weiss R, Roy M, et al. Hypoxia Conditioned Mesen- 37. Zhang C. Transcriptional regulation of bone formation by the
chymal Stem Cell-Derived Extracellular Vesicles Induce Increa- osteoblast-specific transcription factor Osx. J Orthop Surg Res
sed Vascular Tube Formation in vitro. Front Bioeng Biotechnol 2010;5:1-8. DOI: 10.1186/1749-799X-5-37
2019;7:1-12. DOI: 10.3389/fhioe.2019.00292 38. Ogata Y. Bone sialoprotein and its transcriptional regula-
30. Gao W, He R, Ren J, et al. Exosomal HMGB1 derived from tory mechanism. J Periodontal Res 2008;43:127-35. DOI:
hypoxia-conditioned bone marrow mesenchymal stem cells in- 10.1111/j.1600-0765.2007.01014.x
creases angiogenesis via the JNK/HIF-1a pathway. FEBS Open 39. Takeuchi R, KatagiriW, Endo S, et al. Exosomes from conditioned
Bio 2021;11:1364-73. DOI: 10.1002/2211-5463.13142 media of bone marrow-derived mesenchymal stem cells pro-
31. HanY, Ren J, BaiY, et al. Exosomes from hypoxia-treated human mote bone regeneration by enhancing angiogenesis. PLoS One
adipose-derived mesenchymal stem cells enhance angiogenesis 2019;14:1-19. DOI: 10.1371/journal.pone.0225472
through VEGF/VEGF-R. Int J Biochem Cell Biol 2019;109:59-68. 40. LiuW, Li L, RongY, et al. Hypoxic mesenchymal stem cell-deri-
DOI: 10.1016/j.biocel.2019.01.017 ved exosomes promote bone fracture healing by the transfer
32. Ren’S, Chen J, Duscher D, et al. Microvesicles from human adipose of miR-126. Acta Biomater 2020;103:196-212. DOI: 10.1016/j.
stem cells promote wound healing by optimizing cellular functions actbio.2019.12.020
via AKT and ERK signaling pathways 06 Biological Sciences 0601 41. QinY, Wang L, Gao Z, et al. Bone marrow stromal/stem cell-de-
Biochemistry and Cell Biology. Stem Cell Res Ther 2019;10:1-14. rived extracellular vesicles regulate osteoblast activity and di-
33. Wang X, Omar O, Vazirisani F, et al. Mesenchymal stem cell-deri- fferentiation in vitro and promote bone regeneration in vivo. Sci
ved exosomes have altered microRNA profiles and induce osteo- Rep 2016;6:1-11. DOI: 10.1038/srep21961
genic differentiation depending on the stage of differentiation. 42. Wang Y, Zhou X, Wang D. Mesenchymal Stem Cell-Derived Ex-
PLoS One 2018;13:4-6. DOI: 10.1371/journal.pone.0193059 tracellular Vesicles Inhibit Osteoporosis via MicroRNA-27a-In-
34. Cooper DR,Wang C, Patel R, et al. Human Adipose-Derived Stem Cell duced Inhibition of DKK2-Mediated Wnt/B-Catenin Pathway.
Conditioned Media and Exosomes Containing MALAT1 Promote Inflammation 2022;45:780-99. DOI: 10.1007/s10753-021-
Human Dermal Fibroblast Migration and Ischemic Wound Healing. 01583-z
AdvWound Care 2018;7:299-308. DOI: 10.1089/wound.2017.0775 43. Hu H,Wang D, Li L, et al. Role of microRNA-335 carried by bone
35. Li Q-C, Li C, Zhang W, et al. Potential Effects of Exosomes marrow mesenchymal stem cells-derived extracellular vesicles
and their MicroRNA Carrier on Osteoporosis. Curr Pharm Des in bone fracture recovery. Cell Death Dis 2021;12:156. DOI:
2022;28:899-909.DOI: 10.2174/1381612828666220128104206 10.1038/s41419-021-03430-3
36. Vig S, Fernandes MH. Bone Cell Exosomes and Emerging Stra- 44, Hotamisligil GS, Bernlohr DA. Metabolic functions of FABPs -

tegies in Bone Engineering. Biomedicines 2022;10:767. DOI:
10.3390/biomedicines10040767

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(2):54-65 |

Mechanisms and therapeutic implications. Nat Rev Endocrinol
2015;11:592-605. DOI: 10.1038/nrendo.2015.122



Original

R - MM

Revista de Osteoporosis
y Metabolismo Mineral

Polygenic risk of bone fractures in Spanish women with osteoporosis

Alvaro del Real', Raquel Cruz?, José M. Olmos'?3, José L. Hernandez'3, Carmen Valero'3, José A. Riancho'?

'Department of Medicine and Psychiatry. Universidad de Cantabria. IDIVAL. Santander, Spain. *Grupo de Medicina Xendmica. Centro
de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER). Universidade de Santiago de Compostela. Santiago de Compostela,
A Corufia. Spain. *Department of Internal Medicine. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. IDIVAL. Santander, Spain

Keywords:
Osteoporosis.
Polygenic risk
scores. Genomics.
Bone mineral
density.

Abstract

Background: osteoporosis is a highly polygenic trait characterized by low bone mineral density (BMD) and/or fragility frac-
tures. Over the past decade, polygenic risk scores (PRS) are an emerging tool to try to predict the risk of complex disorders
with a genetic component.

Objective: to analyze the capacity of different PRSs to predict osteoporosis in the Spanish population.

Material and methods: our dataset consisted of two differentiated groups. The first group included osteoporosis cases
diagnosed and treated at the Marques de Valdecilla University Hospital (n = 304; 293 women) while the second group
consisted of people from the overall Spanish population (n = 3199; 1458 women). Four previously generated PRSs were
compared with generalized linear models.

Results: the osteoporosis group showed a significantly higher genetic risk compared to the control group in 3 PRSs (PRS-1
p =1e-7; PRS-2 p = 1.87e-15; PRS-3 p = 0.1477; PRS-4 p = 8.98e-9). In addition, in these PRSs, the individuals in the upper
quartile of risk had a significantly higher risk of osteoporosis, compared to those individuals in the other quartiles (PRS-1
OR, 1.83; PRS-2 OR, 2.11; PRS-3 OR, 0.96; PRS-4 OR, 1.72).

Conclusions: in summary, the application of PRSs shows significant differences between the overall Spanish population
and patients with osteoporosis, which is suggestive of its utility within strategies for the identification of subjects at risk
based on clinical-genetic criteria.
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INTRODUCTION

Osteoporosis is the most prevalent bone disease char-
acterized by low bone mineral density (BMD) leading
to an increased risk of fracture. Osteoporosis-related
fractures represent an immense economic burden on
the healthcare systems. Common diseases such as oste-
oporosis are usually polygenic, involving many genet-
ic variants rather than rare monogenic mutations (1).
Several studies have shown that BMD is a highly poly-
genic trait, which is directly associated with bone frac-
ture (2). Over the past 15 years, genome-wide associa-
tion studies (GWAS) have identified many genomic loci
as related to the risk of various complex diseases (3).
The knowledge of the genetic variants involved in a
specific trait allows the early identification of subjects
at risk and the initiation of preventive measures. Thus,
in the GWAS era, several genetic variants have been
related to BMD and fracture risk. The seminal study of
Estrada et al. identified 56 loci associated with BMD
and 13 SNPs with bone fractures (4). Another more
recent study from the UK Biobank database analyzed
the association of genetic variants and heel quantita-
tive ultrasound (eBMD) in a total of 426 824 individu-
als to finally identify 518 significant loci (5).

The results of those studies are being used to develop
risk scores based on the analysis of multiple gene variants
(polygenic risk scores, PRSs). Hence, a PRS can be defined
as an individual's mark made of the allelic signature at
a number of polymorphic loci (often, tens or hundreds,
or even thousands) related to the genetic susceptibility
to develop a disorder (2). A representative analysis with
PRSs involves an association between a PRS and a trait
from the main data. This association can be evaluated
with standard analytical procedures such as the p value
to test a null hypothesis; effect size estimate (OR of high
vs low risk individuals), and/or with measures of discrimi-
nation like the area under the curve (AUC). Several statis-
tical tests can be applied to check the significance of the
association including linear or logistic regression with or
without adjusting for covariates like sex and age (6).

Several PRSs have been generated in relation to BMD
and/or risk of fracture. First, the 56 loci identified
(n = 63 probes) from the seminal study described
above (4) were used as a PRS related to femoral neck
BMD. Richards’ lab developed a prediction of fracture
risk PRS (n = 21717 probes) by using ultrasonography
data of the calcaneus as an intermediate phenotype
(7). Their polygenic risk score was more strongly associ-
ated with the risk of fracture than many other clinical
risk factors, including age, sex, BMI and FRAX clini-
cal factors (8). Additionally, Tanigawa et al. generated
two distinct PRS models, incorporating the results at
316 and 1270 loci, respectively (9).

The objective of this study was to analyze the capacity
of the previously mentioned PRSs to discriminate be-
tween patients with osteoporosis and controls in the
Spanish population.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(2):66-71 |

METHODS

SAMPLE RECRUITMENT

Our dataset included two groups. The group of cases
corresponds to patients with osteoporosis recruited at
the Marques de Valdecilla University Hospital (n= 304;
293 women; mean age, 65 years; range 47 to 87 years).
Subjects with secondary osteoporosis were excluded.
BMD was measured by dual X-ray densitometry (DXA)
at the spine (mean BMD 0.744 [Interquartile range,
IR, 0.692 to 0.792]) and the hip (mean BMD 0.737
[IR 0.679 to 0.803]) using a Hologic QDR 4500 densi-
tometer (Waltham, MA, United States).

The control included samples from the overall Spanish
population that were provided by the “Banco Nacio-
nal de ADN Carlos Ill (BNADN; www.bancoadn.org)
(n =3199; 1458 women; mean age, 48 years; range 18
to 104 years).

These data were not included in former GWAS. The study
protocol was approved by the institutional review board
(Comité de Etica en Investigacién Clinica de Cantabria).
All patients gave their informed written consent.

DNA ISOLATION AND GENOTYPING

DNA was isolated from aliquots of peripheral blood
using commercially available column-based kits, follow-
ing the manufacturer’s instructions for use. Quantifi-
cation of DNA was performed using Qubit dsDNA BR
Assay Kit (ThermoFisher, Waltham, MA, United States).
DNA samples from both groups were genotyped at the
Spanish National Genotyping Center (“Centro Nacional
de Genotipado-Fundacion Publica Galega de Medicina
Xendmica”), using the Axiom™ Spain Biobank array
following the manufacturer’s instructions for use (Ax-
iom™ 2.0 Assay 96-Array Format Manual Workflow;
ThermoFisher Scientific). Briefly, total genomic DNA
(200 ng) was amplified and randomly fragmented into
25 to 125 base pair fragments, which were then puri-
fied and resuspended in a hybridization cocktail. The
hybridization-ready targets were then transferred to
the GeneTitan Multichannel Instrument for automated,
hands-free processing (including hybridization to Axi-
om array plates, staining, washing and imaging). CEL
files were automatically processed for allele calling us-
ing the Axiom GT1 algorithm available through the Ax-
iom Analysis Suite v4.0.3.3 and following the Axiom™
Genotyping Solution Data Analysis User Guide (Ther-
moFisher Scientific, Waltham, MA, United States).

QUALITY CONTROL AND PRS ANALYSIS

The Axiom Analysis Suite was applied to conduct the
quality control of genotyped data. Thresholds applied
were DQC = 0.85, and call rate = 97 %. The percent of
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passing samples was > 95, and the average call rate
for passing samples was > 98.5. To assess the existence
of stratification and to identify kinship relationships,
PCA and IBD analyses were implemented with PLINK
software. After that, genotyped data was imputed with
TOPMED imputation software. Minor allele frequency
(MAF) or Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) thresh-
olds were not implemented because of the possibility
of losing selected probes from the PRSs databases.

Four different PRSs datasets were computed based
upon previous publications. Details for each PRS are
shown on table I.

Statistical tests were performed with the R software
(version 4.2.1). Moreover, ROC curves were generated
with the “pROC” package (10).

Table I.

A. DEL REAL ET AL.

RESULTS

Three of the 4 PRSs showed significantly higher scores in
the osteoporosis group compared to the control group
(PRS-1 p = 1e-7; PRS-2 p = 1.87e-15; PRS-3 p = 0.1477;
PRS-4 p = 8.98e-9). Moreover, in those three PRSs with
significant differences the individuals from the risk quar-
tile (which corresponds to the first quartile for PRS-2 and
upper quartile for PRS-1 and PRS-4) had a significantly
higher risk of osteoporosis compared to those individuals
from the other quartiles (PRS-1 OR, 1.83 [Cl, 1.41-2.36];
PRS-2 OR, 2.11 [Cl, 1.64-2.71]; PRS-3 OR, 0.96 [CI, 0.72-
1.27]; PRS-4 OR, 1.72 [CI, 1.32-2.21]) (Fig. 1).

Furthermore, the frequencies and the probability of
disease are shown on figure 2. PRS-1 and PRS-4 have

Merged

Probes
probes

Associated phenotype

Ancestry Reference

PRS_1 Femur neck BMD 63 63

Mainly European and partly East Asian | Estrada K, et al. Nat Genet 2012;44:491-501

Heel quantitative speed

PRS2 of sound (S0OS)

21716 15721

Predominantly white British for
training, testing and validation sets

Forgetta V, et al. PLOS Medicine
2020;17(7):e1003152

PRS_3 Osteoporosis 316 273
PRS_4 | Osteoporosis without fracture 1270 1136

White British for training, testing

Tanigawa Y, et al. PLoS Genet

and validation sets. 2022;18(3):e1010105
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Figure 1. Density plots
with osteoporotic cases
in blue and controls in
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an ascending curve because the higher the score the
higher the risk of osteoporosis. PRS-2 values are in-
versely correlated to osteoporosis because it is asso-
ciated with heel quantitative speed of sound (SOS)
data, which are translated into a higher risk when
the scores are more negative. PRS-3 has an almost
horizontal regression line due to the non-significant
association.

The studied PRSs showed a moderate discriminative
capacity, as evidenced by the areas under ROC curves
(PRS-1 AUC, 0.645; PRS-2 AUC, 0.61; PRS-3 AUC, 0.526;
PRS-4 AUC, 0.625) (Fig. 3).

DISCUSSION

In the present study, we tested four previously pub-
lished PRSs derived from high-powered GWAS of var-
ious osteoporosis-related traits. By comparing the re-
sults in a group of patients with osteoporosis and in
the control Spanish population, we demonstrate that
three of the four PRSs tested are significantly associ-
ated with osteoporosis. So, our findings confirm that
genetic profiling may help in the identification of os-
teoporosis, although their discriminative capacity is
only moderate and their clinical relevance is still to be
demonstrated.

The seminal study conducted by Estrada et al. back in
2012 was the largest GWAS on osteoporosis to that date
and identified a total of 63 genetic variants associated
with femur neck BMD. They showed that their genet-
ic score predicted the risk of osteoporosis (1.56 odds
for osteoporosis of women in the highest bin). The
prediction ability was small, with an area under the
curve (AUCQ) of 0.59 with the genetic score alone for
osteoporosis (4). In the present study the odds ratio
was 1.83 for osteoporosis in the last quartile with an
AUC of 0.645 with the genetic score alone. Thus, these
results appeared to be somewhat better compared to
those from the original study. Hence, this predictive
model might be of interest for the Spanish population.

More recently, Forgetta et al. created a PRS model
trained with LASSO including 21 717 from a total of
345 111 SNPs significantly associated with ultrasound
speed of sound (SOS), which decreased the number
of people requiring CRF-FRAX and BMD-FRAX assess-
ments (7). The prediction model, known as gSOS, can
improve fracture risk prediction. Thus, a lower gSOS
that is related to a lower SOS, was associated to a
higher rate of major osteoporotic and hip fractures in
European populations (8). The authors showed that
the population in the quartile with the lowest gSOS
had an odds ratio of 1.68 for major osteoporotic frac-
ture risk and 1.57 for hip fracture. They also demon-
strated that gSOS predicts major osteoporotic frac-
ture and hip fracture with an AUC of 0.734 and 0.798,

PRS 1

PRS 2

- 285
- 570 0.8 +

0.6 0.6

0.4 0.4

Probability
Frequency
Probability

. - 570 0.2
I 285 [~ 465
0.0 - o 0.0 0

-0
[~ 465
~ 930

Frequency

- 930

T T T T T T T T

035 040 045 050 055 060 065

-Be-05

T

-4e-05

T T T

-2¢-05 0e+00 2e-05 4e-05

Figure 2. Frequency
and linear logistic plots

PRS 3

0.8

Probability

0.4

0.2

=

1

| -

-0
- 295

g
Frequency S

- 590
- 295

T
3.0e+07

T
3.5e+07

T
4.0e+07

Probability

PRS 4

0.8

0.6

0.4

0.2

- 570
~ 285
-0

- 285
~ 570

Frequency

0.0

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(2):66-71 |

with the controls as zero
(the bottom) and the
cases as one (the top) for
each PRS tested in the
manuscript. Left axis is
the probability of being
control or cases according
to the linear logistic
regression. Whereas,

the right axis shows the
frequency of each group
in a score range. The X
axis scores corresponds to
the PRS obtained.
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respectively. In our data, people with PRS score in the
first quartile had a 2.11-fold risk of osteoporosis and
an AUC of 0.61. The AUC is not as high as the one from
the reference article. However, we could not use the
fractures as a dependent variable because we did not
have those data. Hence, our comparisons were not as
clean as theirs in terms of the dependent variable.

The UK Biobank project is a noteworthy program that
permits to study GWAS data with different phenotypes
in a large number of individuals from the UK overall
population (11). Thanks to these genetic and pheno-
typic data, various PRSs have been created. A study
conducted by Rivas et al. proposed up to 813 PRSs mod-
els to predict over 1500 traits with genetic and pheno-
typic data from the UK Biobank including 2 PRSs mod-
els related to osteoporosis identified as PGS001273
and PGS001274 in the Polygenic Score Catalog (www.
pgscatalog.org). Both have been trained with data
from more than 260 000 individuals with European
ancestry. The first one has been related to ‘osteopo-
rosis’ (n = 316 SNPs) whereas the second one is associ-
ated with ‘osteoporosis without pathological fracture’
(n = 1270). Overall, they have found that the size of
the PRS model is related to an increased predictive
power. Thus, with the score model, they obtained an
AUC of 0.629 and 0.718 in PGS001273 and PGS001274,
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respectively (9). In our own study, PGS001273 did not
show a significant association with osteoporosis. How-
ever, the largest PRS (PGS001274) was associated with
osteoporosis (OR of the first quartile vs other quartiles
1.72), and a predictive power with an AUC of 0.625.

The heterogeneity between PRSs predictions is based
on the heterogeneity between GWAS results, which
are possibly different due to the use of distinct vari-
ables, outcome measurement, and the ancestry of
samples (12). That is the reason why combining the
results of the PRS tested does not improve the levels
of prediction. For the same reasons, prediction models
validated in each of these studies are somewhat better
compared to ones obtained from our own data except
for the study conducted by Estrada. This might also be
associated with the fact that BMD was used as an out-
come measure in Estrada’s report and in the present
study whereas calcaneal ultrasound was used in the
UK Biobank-derived studies. Nevertheless, the predic-
tive ability of the PRSs is low and, nowadays, they must
be used as a complement for diagnosis with other clin-
ical parameters such as FRAX scores.

This study has several limitations. We included a
well-characterized group of individuals with primary
osteoporosis of Spanish ancestry. However, our con-
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trol group obtained from the Spanish DNA biobank is
well characterized according to the ancestry, sex and
age. However, there are not data regarding clinical
bone factors. As a matter of fact, some of them might
present osteoporosis, which would decrease the study
power. Also, the limited sample size, particularly of
the patients’ group, limit the statistical power of the
study. This, and the lack of data about the controls,
precluded the adjustment of the genetic associations
by some relevant clinical factors.

In conclusion, several PRSs show significant differences
between the overall Spanish population and patients
with osteoporosis. This result supports the concept
that PRSs may help identify individuals at risk of os-
teoporosis. Their exact role alone and in combination
with other clinical factors remains to be elucidated.
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Seguimiento y adherencia al tratamiento antiosteoporotico
desde enfermeria en una fracture liaison service
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Resumen

Introduccion: la adherencia al tratamiento antiosteopordtico es fundamental para que la eficacia de los farmacos se
reproduzca en la practica clinica y es un objetivo prioritario para las fracture liaison service (FLS).

Objetivos: describir el seguimiento y la adherencia al tratamiento de los pacientes atendidos por nuestra FLS, asi como
conocer las causas de finalizacion del seguimiento.

Material y métodos: estudio descriptivo retrospectivo transversal de los pacientes > 50 afios con fractura osteoporotica
atendidos en una FLS de 2016 a 2020. Se realizé un andlisis estadistico descriptivo de las variables recogidas mediante el
programa SPSS.

Resultados: la muestra fue de 1280 pacientes; el 86,2 % fueron mujeres y el 13,8 % hombres, de los cuales solo un 26,7 %
habian recibido tratamiento antiosteoporético previo. Tras la inclusion en la FLS hubo un incremento de un 59,6 % de pacien-
tes a los que se les instaurd tratamiento antiosteoporético y, respecto al suplemento, hubo un aumento de un 42,6 %. Se
llevaron a cabo cuatro seguimientos (a los 5,4 meses, 14,5 meses, 24,3 meses y a los 33,8 meses), obteniendo una buena
Ezl!g:;:ss d‘e'a"e: adherencia al tratamiento del 72,1 %, 80,6 %, 83,1 %y 83,7 % respectivamente y de los suplementos del 90,1 %, 90 %,
coordinacion de 88,2 %y 87,1 % respectivamente. Ademas, las causas de finalizacion de seguimiento fueron el cumplimiento del programa
fracturas. Fractura  de seguimiento (21,48 %), éxitus (11,02 %), seguimiento por Atencién Primaria (9,53 %), por decisién del paciente (6,48 %),

XZsze%jlcigasl' por decision médica (3,83 %), tratamiento no indicado (3,13 %) y por imposibilidad de realizar el sequimiento (2,73 %)

tratamiento. Conclusiones: la inclusion de estos pacientes en una FLS refleja un alto porcentaje de buena adherencia y mejora el

Tratamiento an- . . . . . ,
tiosteoporotico. porcentaje de pacientes con fractura osteoporética a los que se les instaura tratamiento. La causa mas frecuente para la

Gestorade casos.  finalizacion del seguimiento fue su continuacion por Atencion Primaria.
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SEGUIMIENTO Y ADHERENCIA AL TRATAMIENTO ANTIOSTEOPOROTICO

DESDE ENFERMERIA EN UNA FRACTURE LIAISON SERVICE

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la
osteoporosis (OP) como una enfermedad crénica ca-
racterizada por una masa 6sea baja y un deterioro de
la micro arquitectura del tejido 6seo, que conducen a
una mayor debilidad ésea y a un aumento del riesgo
de fracturas (1,2).

La prevalencia de la osteoporosis va en aumento de-
bido a la expansién progresiva del envejecimiento en
nuestra poblacién y se calcula que provoca anualmente
9 millones de fracturas en todo el mundo, constituyen-
do un grave problema de salud publica con una impor-
tante repercusion médica, social y econdmica (1-5). Se
denomina enfermedad silenciosa porque cursa de forma
asintomatica y su primera manifestacion clinica o signo
centinela suele ser una fractura por fragilidad (1-4,6,7).

La fractura por fragilidad (FF) se define como una frac-
tura sin traumatismo o con un traumatismo de baja
energia, es decir uno provocado por una caida desde
una altura correspondiente a la bipedestacién o menos
(1,8). Y se estima que aproximadamente una de cada
tres mujeres y uno de cada cinco hombres mayores de
50 afos tendran al menos una durante su vida (1,6,8).

El factor mas predictivo de una FF es la presencia de
una fractura previa, ya que aumenta entre 2 y 5 veces
el riesgo de una fractura posterior o refractura en los
siguientes dos afos (9,10). Este aumento de riesgo se
denomina riesgo inminente de fractura y puede des-
encadenar lo que los expertos [laman una cascada de
fracturas (6,8-11).

A pesar de todo esto y de la amplia gama de tratamien-
tos antiosteoporéticos (TAO), se ha encontrado la exis-
tencia de una “brecha en el tratamiento”, definiéndo-
se esta como el porcentaje de personas elegibles que
no reciben tratamiento con medicamentos para la os-
teoporosis (12,13). De acuerdo con diferentes estudios
publicados, se estima que entre un 63-80 % de las per-
sonas que presentan una fractura por fragilidad no re-
ciben ningun tipo de tratamiento considerandose, por
tanto, la osteoporosis una enfermedad posiblemente
infradiagnosticada e infratratada (6,8,13-16).

Ademas, de la brecha en el tratamiento, un grave
problema es la falta de adherencia terapéutica y se
observa claramente con el uso de los bisfosfonatos
orales, que es el agente farmacologico mas prescrito
(6,7,10,17-19).

La adherencia al tratamiento hace referencia al cum-
plimiento y es de gran importancia para que la efica-
cia de los farmacos se reproduzca en la practica clinica
(2,18,20,21). Los factores que influyen en ella son di-
versos, complejos y multidimensionales, y algunos es-
tan relacionados con el propio tratamiento y su pauta
de administracion, y otros con el estado cognitivo y los
conocimientos de los pacientes (2,14,18,20,21).
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Por todo ello, ante la necesidad urgente de aplicar
medidas para mejorar esta situacion, en 2013 la Inter-
national Osteoporosis Foundation (IOF) recomienda
la implementacion, siempre que fuera posible, de las
fracture liaison service (FLS) como una estrategia glo-
bal para la prevencion secundaria de fracturas, pero
segun la propia IOF, solo existen FLS en menos del
10 % de los hospitales de Espafia (1,11,22).

El modelo de las FLS se ha vuelto cada vez mas comun.
Existen varios tipos de FLS segun el modelo de aten-
cién empleado: tipo A, B, Cy D. El tipo A representa
un enfoque coordinado de la prevencion secundaria
de fracturas por fragilidad y cuenta con un coordina-
dor central que identifica, investiga, e inicia el trata-
miento, asi como con un programa de seguimiento
en los pacientes incluidos en la FLS (6,13,23,24). Este
enfoque comienza con la identificacién de los pacien-
tes mayores de 50 afios con una FF reciente, seguida
de la evaluacién de los factores de riesgo clinico para
posteriores fracturas, asi como de las posibles causas
de osteoporosis secundaria, y el inicio de tratamiento
y seguimiento adecuado a largo plazo para mejorar la
adherencia a la terapia antiosteoporatica (3,11,12,25).

Varios estudios han demostrado la eficacia y efectivi-
dad de las FLS en diversos aspectos del manejo de las
FF como: en la identificacion de los pacientes y el au-
mento en las tasas de inicio de tratamiento (38 % fren-
te a 17,2 %), y en la adherencia tras una fractura (57 %
frente al 34,1 %), reduciendo el riesgo de presentar
nuevas fracturas (3,6,8,11,24,26).

El objetivo de este estudio es describir el seguimiento
y la adherencia al tratamiento antiosteoporético y a
los suplementos en nuestra FLS, asi como conocer las
causas de finalizacion del seguimiento. Adicionalmen-
te, conocer el porcentaje de pacientes a los que se les
inicia tratamiento.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue aprobado por el Comité Etico
de Investigaciones Cientificas de Aragon (CEICA) del
Gobierno de Aragén mediante dictamen favorable
con fecha 28/09/2016 y todos los pacientes incluidos
recibieron una hoja de informacién y firmaron un con-
sentimiento informado.

Se ha llevado a cabo un estudio descriptivo retrospec-
tivo transversal de los pacientes atendidos en la FLS
del Hospital Provincial Nuestra Sefiora de Gracia en
Zaragoza desde el inicio de esta Unidad en 01/11/2016
hasta el 31/12/2020.

Nuestra FLS corresponde a un modelo de tipo A, en
funcionamiento desde noviembre de 2016, y esta in-
tegrada por: un coordinador médico especialista en
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Traumatologia, una médica especialista en Geriatria
y Gerontologia, una enfermera gestora de casos y un
técnico de Cuidados de Enfermeria y tareas adminis-
trativas.

Los criterios de inclusién en nuestra FLS son los siguien-
tes: pacientes de edad mayor o igual de 50 afios perte-
necientes al Sector de Salud | de Zaragoza y presentar
alguna de las siguientes categorias diagnosticas CIE-
9 MC (Clasificacion Internacional de Enfermedades):
fractura vertebral (805 y 806), fractura de pelvis (808),
fractura de humero proximal (812), fractura de radio
y cubito distal (813), fractura del cuello de fémur (820,
821). Todos los pacientes son identificados a través del
registro de asistencia al servicio de urgencias del hos-
pital y son captados mediante citaciéon a una consulta
semanal en la que se les ofrece de forma voluntaria la
inclusion en la Unidad.

Nuestro protocolo de seguimiento incluye contro-
les telefonicos o presenciales durante, al menos, los
2 afios siguientes al inicio del tratamiento (a los 6 me-
ses, 1 afloy 2 afios tras el inicio del tratamiento). Diver-
sos factores como la evolucion clinica de los pacientes,
cambios en el tratamiento y deteccion de fracturas
durante el seguimiento, condiciona un incremento
del tiempo de seguimiento personalizado. Para este
estudio, se han revisado los controles realizados a la
muestra seleccionada en cuatro ocasiones diferentes,
durante los tres afios posteriores a su inclusion y en

L. CEBOLLADA GADEA ET AL.

alguna ocasion de mayor duraciéon, comprobandose
asi la adherencia terapéutica al TAO y/o suplementos
instaurados.

Este seguimiento se realizé mayoritariamente por la
enfermera gestora de casos de forma presencial o tele-
fénica. Para evaluar la adherencia al TAO y a los suple-
mentos durante los distintos seguimientos se utilizé
un cuestionario que calificaba como buena adherencia
si tomaba el TAO mas del 80 % de las veces, regular si
lo tomaba entre el 50 y 80 % y, mala si lo tomaba en
menos del 50 % de las veces. Ademas, se hacia hinca-
pié en la tolerancia o no, tanto del TAO como de los
suplementos.

Un aspecto importante del seguimiento fue la edu-
cacién y concienciaciéon del paciente, realizada por la
enfermera gestora de casos a través de una informa-
cién escrita detallada en el informe clinico al inicio
de tratamiento y en seguimientos presenciales y de
forma verbal durante los seguimientos telefénicos,
destacando la importancia del tratamiento en lo re-
ferente al riesgo de sufrir una nueva fractura y las
implicaciones en la calidad de vida e independencia
de los pacientes.

De una muestra inicial de 1398 pacientes recogidos
durante el periodo de estudio, la muestra final del es-
tudio fue de 1280 pacientes, explicAndose de forma
detallada las exclusiones realizadas en la figura 1.

Especificaciones de las variaciones del tamafo muestral

n=1398
Pacientes atendidos en nuestra FLS
desde marzo de 2016
hasta diciembre de 2020

Muestra
inicial

v

n=1376
n = 1398 — 22 = 1376 usuarios

v

n =22 usuarios que fallecieron antes de haber
realizado un primer seguimiento

n=1280
n = 1376 -96 = 1280 usuarios

Pacientes perdidos
durante el seguimiento

n = 96 usuarios que fueron excluidos
de la muestra por falta de datos importantes
para la realizacion del estudio o la imposibilidad
de poder realizar un primer seguimiento

!

n = 1280 usuarios

Muestra
final

Figura 1. Especificaciones de las variaciones del tamafio muestral.
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Se cred una base de datos en el programa SPSS de las
variables demograficas, clinicas, de inicio, seguimiento
y adherencia al tratamiento antiosteoporético y/o su-
plementos, de causas de finalizacién del seguimiento,
asi como del riesgo de fractura recogidas para realizar
un analisis descriptivo de estas variables.

Las variables analizadas en nuestro estudio incluyen las
siguientes: demograficas (sexo, edad y éxitus), clinicas
generales (talla, peso, indice de masa corporal), ante-
cedentes médicos relevantes (tales como el tratamiento
con glucocorticoides en los Ultimos 6 meses y enferme-
dades organicas que pueden disminuir la densidad mi-
neral 6sea u otros trastornos relacionados con el riesgo
de caidas). Para la valoracién del riesgo de fractura me-
diante herramienta FRAX®, se siguieron las pautas pu-
blicadas por Azagra y cols. (27), que ajustaron el FRAX®
para una poblaciéon de Barcelona, describiendo unos
umbrales que estratifican el riesgo de fractura principal
en <5 % para un riesgo bajo, =5 % y < 7,5 % para un
riesgo intermedioy = 7,5 % para riesgo alto de fractura
(23,27); se documentaron el numero de caidas el afio
previo a la fractura indice, localizacién de fracturas in-
dices y existencia de fractura previa.

Respecto a la variable de suplementos instaurados en
la FLS, se realizé un calculo de los miligramos del cal-
cio ingerido en la dieta mediante una calculadora de
ingesta de calcio.

Se recogieron las variables de adherencia y tolerancia al
TAO y suplementos en los cuatro seguimientos realiza-
dos. Finalmente, se analizé la variable de las causas de
fin de seguimiento: cumplimiento del programa FLS,
seguimiento por MAP (derivacién del seguimiento a su
médico de atencién primaria por diversas razones como:
preferencia del paciente, instauracion de suplementos
Unicamente, etc.), imposibilidad de realizar seguimiento
(imposibilidad de contactar con el paciente durante los
seguimientos programados), por decision médica (cuan-
do la finalizacién habia sido indicada por algun clinico
que atendiese al paciente, ya fuera el coordinador de la
FLS u otro facultativo médico atendiendo al paciente por
otras causas), éxitus, abandono del tratamiento por deci-
sion del paciente y tratamiento no indicado.

Las variables cuantitativas se analizaron como media
+ desviacion tipica. Las variables cualitativas como fre-
cuencia absoluta y porcentaje. Se realizé un anélisis
estadistico descriptivo univariable con el programa
“SPSS Statistics” version 22 para Mac, estableciéndose
una significacion estadistica en una p < 0,05.

RESULTADOS

De los 1280 pacientes seleccionados para nuestro estu-
dio, 1103 (86,2 %, 1C95 %: 84,16-88,02) fueron mujeres
y 177 (13,8 %, 1C95 %: 11,98-15,84) fueron hombres,
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siendo la edad media de 82,1 + 9,9 afios (prueba de
normalidad de Kolmogérov-Smirnov p < 0,05). La edad
media en los hombres fue de 84,3 = 8,3 aiios y en las
mujeres de 81,7 + 10,2 afios.

En la tabla I, se muestra un andlisis descriptivo de las
variables clinicas estudiadas.

Todos los pacientes de nuestra muestra tuvieron, al
menos, una fractura indice, y esta condicién era in-
dispensable para ser incluidos en la FLS. Asimismo, un
6,3 % presentaron dos fracturas indices y un 1,9 % tres
fracturas indices en el momento de la captacion. Ade-
mas, el 39,1 % ya habia sufrido algun tipo de fractura
previa con anterioridad a la fractura indice. De los pa-
cientes con antecedente de fractura previa anterior a
la fractura indice, el 30,5 % habia tenido una fractura
mayor (5,3 % de cadera, 5,2 % humero, 7,7 % de mu-
feca 12,1 % de vertebra) y el restante 8,5 % en otras
localizaciones.

Respecto a las caidas previas, en las que también in-
cluimos la caida por la cual son derivados a nuestra
FLS, se obtuvo una cifra media de 1,7 caidas en el afio
previo a su inclusion.

En lo referente al tratamiento, solo un 26,7 % de los
pacientes habian recibido TAO y un 34,8 % habian re-
cibido suplementos, previo a la inclusién. Tras la eva-
luacién en la FLS, el 83,3 % recibieron TAOy el 77,4 %
suplementos. El farmaco que mas se prescribio en los
pacientes tras su inclusién en la FLS fue el alendronato
(44,9 %), seguido de denosumab (40,6 %), risedrénico
(6,8 %), teriparatida (7,6 %) y zoledrénico intraveno-
so (0,1 %). Al 63,1 % de los pacientes se les instauro
suplementos combinados de calcio y vitamina D y al
36,9 % se les instauré vitamina D.

En nuestro estudio encontramos que la media desde
el inicio del tratamiento hasta el primer seguimiento
fue de 5,4 + 4,8 meses. La media desde el inicio del
tratamiento hasta el segundo fue de 14,5 + 7,4 meses,
la media desde el inicio del tratamiento hasta el tercer
seguimiento fue de 24,3 + 8,9 y la media desde el ini-
cio del tratamiento hasta el cuarto sequimiento fue de
33,8 = 14,0 meses.

Por otro lado, respecto a la continuidad en el segui-
miento, de los 1280 usuarios de la FLS que recibieron
un primer control, 933 (72,9 %) tuvieron un segundo
seguimiento, 551 (43 %) un tercer seguimiento vy, fi-
nalmente, 209 (16,3 %) hasta un cuarto control.

En la tabla Il se especifica el tipo de seguimiento reali-
zado en cada control, asi como la adherencia al TAO y
a los suplementos, y la tolerancia a ambos en cada se-
guimiento. Se observé una adherencia calificada como
buena al TAO en los seguimientos 1.°, 2.°, 3.° y 4.° del
72,1 %, 80,6 %, 83,1 % y 83,7 % respectivamente. Con
respecto a los suplementos, se observé una adherencia
calificada como buena en los seguimientos 1.°, 2.°, 3.°y
4.°del 90,1 %, 90 %, 88,2 % y 87,1 % respectivamente.
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En cuanto a la tolerancia, las cifras obtenidas para el
TAO superaban el 88 % en todos los seguimientos me-
nos en el 1.° (77,4 %); para los suplementos, la tole-
rancia fue superior al 94 % en todos los seguimientos
realizados.

En el momento de la recogida de datos, el 41,8 % con-
tinuaban incluidos en el programa de seguimiento y en
un 58,2 % se habia finalizado el sequimiento. Respec-
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to a las causas de finalizacion de seguimiento, la razén
mas frecuente fue por el cumplimiento del programa
de seguimiento de la FLS (21,48 %) seguido de éxitus
(11,02 %), seguimiento por Atencion Primaria (9,53 %),
por decisién del paciente (6,48 %), por decision mé-
dica (3,83 %), tratamiento no indicado (3,13 %) y por
imposibilidad de contactar al paciente para realizarlo
(2,73 %). La distribucién porcentual de las causas de fin
de seguimiento se recoge en la figura 2.

n % 1280 % IC95 %
Talla (n=1181) Media: 1,6 m + 0,1
Peso (n = 1180) Media: 66,7 kg + 12,4
IMC (n = 1180) Media: 27,2 + 4,8
IMC segun la OMS (n = 1259)
Bajo peso 21 1,7 % 1,0-2,5
Normopeso 423 33,6 % 31,0-36,3
Sobrepeso 492 39,1 % 36,4-41,8
Obesidad grado | 24 19,1 % 17,0-21,4
Obesidad grado Il 67 53 % 4,2-6,7
Obesidad grado IlI 15 1.2% 0,7-2,0
Antecedentes médicos (relevantes)
Si 912 71,3 % 68,7-73,7
No 368 28,7 % 26,3-31,3
Exitus (durante el periodo de estudio)
Si 141 1% 9,4-12,9
No 1139 89 % 87,1-90,8
Riesgo de fractura FRAX (n % 1058)
Bajo 54 5.1 % 3,9-6,6
Intermedio 140 13,2 % 11,3-15,4
Alto 864 81,7 % 79,2-84,0
Caidas afio previo a Fx indice Medlia: 1,7 caidas en el afio previo a la Fractura indice
Si 1230 96,1 % 94,9-98,0
No 503,9 % 2,9-5,1
Localizacion Fx. indice 1
Cadera 570 44,5 % 41,8-47,3
Hdmero 175 13,7 % 11,8-15,7
Mufeca/Radio 246 19,2 % 17,1-21,5
Vértebra 229 17,9 % 15,8-20,1
Otros 60 4,7 % 3,6-6,0
Localizacion Fx. indice 2
Cadera 1 0.1% 0,0-0,4
Hamero 1 0,9 % 0,4-1,5
Mufieca/Radio 10 0,8 % 0,4-1,4
Vértebra 2 0.2 % 0,0-0,6
Otros 28 22 % 1,5-3,2
No 1228 95,9 % 94,7-97,0
Existencia de Fx. previa 1
Si 500 39,1 % 37,9-41,3
No 780 60,9 % 58,2-63,6

IMC: indice de masa corporal; Fx: fractura; OMS: Organizacién Mundial de la Salud; FLS: fracture liaison service.
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Tabla Il

Seguimiento 1 Seguimiento 2 Seguimiento 3 Seguimiento 4
(n=1280) (n = 933) (n=551) (n=209)

Tipo de seguimiento:

Presencial 867 (67,7 %) 324 (34,7 %) 104 (18,9 %) 28 (13,4 %)

Telefénico 413 (32,3 %) 609 (65,3 %) 447 (81,1 %) 181 (86,6 %)
Adherencia al TAO:

Buena 923 (72,1 %) 752 (80,6 %) 458 (83,1 %) 174 (83,7 %)

Regular 18 (1,4 %) 20 (2,1 %) 8(1,5%) 4(1,9 %)

Mala 82 (6,4 %) 73 (7,8 %) 55 (10 %) 21 (10,1 %)

No precisa 257 (20,1 %) 88 (9,4 %) 30 (5.4 %) 9 (4,3 %)
Tolerancia al TAO:

Si 991 (77,4 %) 824 (88,3 %) 509 (92,4 %) 195 (93,3 %)

No 32 (2,5 %) 21 (2,3 %) 12 (2,2 %) 5(2,4 %)

No procede 257 (20,1 %) 88 (9,4 %) 30 (5,4 %) 9 (4,3 %)
Adherencia al suplemento:

Buena 1153 (90,1 %) 840 (90 %) 486 (88,2 %) 182 (87,1 %)

Regular 19 (1,5 %) 19 (2 %) 5(0,9 %) 4(1,9 %)

Mala 69 (5,4 %) 53 (5,7 %) 48 (8,7 %) 13 (6,2 %)

No precisa 39 (3 %) 21 (2,3 %) 12 (2,2 %) 10 (4,8 %)
Tolerancia al suplemento:

Si 1219 (95,2 %) 896 (96 %) 529 (96 %) 198 (94,7 %)

No 22 (1,7 %) 16 (1,7 %) 10 (1,8 %) 1(0,5 %)

No procede 39 (3 %) 21 (2,3 %) 12 (2,2 %) 10 (4,8 %)
TAO: tratamiento antiosteopordtico.

Causas fin de seguimiento en la FLS

Causas fin de seguimiento en la FLS

No ha finalizado el seguimiento
Cumplimiento del programa FLS

Seguimiento por MAP

Imposibilidad de realizar seguimientqz2.73%

Por decision médical3.83%]

Abandono tratamiento por decision del paciente

Exitus

Tratamiento no indicadol3.13%

0 10 20 30 40 50

Porcentaje

Figura 2. Causas fin de sequimiento de los usuarios atendidos en la FLS (en porcentajes) (FLS: fracture liaison service).
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DISCUSION

El presente estudio recoge la experiencia obtenida con
la implantacién de una FLS en nuestro hospital a la hora
de determinar el perfil basico de los pacientes atendi-
dos en la Unidad y muestra los datos obtenidos relativos
al seguimiento y la adherencia al tratamiento antios-
teopordtico y a los suplementos de calcio y vitamina D.

Respecto a la existencia de fracturas previas antes de la
fractura indice por la que son captados en nuestra FLS,
un 39,1 % habian sufrido una fractura previa (en algu-
nos casos, hasta 3 fracturas previas), datos superiores a
los publicados por Ojeda (23), donde solo encuentran
fractura previa en el 19 % de los usuarios.

Conviene destacar el hecho de que la media del IMC
de nuestra muestra fue de 27,21 kg/m?, resultados si-
milares a los obtenidos por Azagra y cols. (27). Ade-
mas, solamente el 1,7 % de nuestros pacientes presen-
taba un IMC < 18,5 kg/m?, datos similares al estudio de
Naranjo y cols. (28) que obtuvieron un 1,4 % con ese
rango de IMC. En nuestro caso, el 64,7 % de los pacien-
tes presentaban sobrepeso u obesidad.

Un 81,7 % de la muestra tenia un alto riesgo de fractu-
ra, algo que encajaria con el perfil de pacientes aten-
didos en una FLS que ya han sufrido, al menos, una
fractura y pone de manifiesto la importancia que la
fractura previa tiene en la determinacién del riesgo de
sufrir una nueva fractura y refuerza la importancia de
instaurar tratamiento antiosteoporético lo antes po-
sible, conclusiones a las que llegan también estudios
realizados por Walters y cols. (6), De Bruin y cols. (12),
Borgstromy cols. (13) y Wu y cols. (11).

Asi pues, el perfil de paciente que es valorado en nues-
tra Unidad corresponderia tipicamente a una mujer de
unos 82 afnos de edad que ha sufrido una fractura os-
teoporética indice, con sobrepeso y antecedentes mé-
dicos relevantes para osteoporosis, con un alto riesgo
de fractura en FRAX y sin tratamiento antiosteoporoé-
tico, a pesar de que casi un 40 % habian sufrido una
fractura anterior a la fractura indice.

Nuestro estudio refleja una cifra elevada de fracturas
de cadera como fractura indice, un 44,5 %. Esto puede
ser debido por una parte a que, en el hospital donde se
ubica nuestra FLS, existe una unidad de ortogeriatria
con la que se trabaja coordinadamente para la preven-
cién secundaria de fracturas y, por otra parte, al hecho
habitual en la mayoria de las FLS de que resulta mas
facil captar fracturas de cadera, puesto que estos pa-
cientes precisan de un ingreso hospitalario. En nuestro
caso, ademas, durante el primer afo de actividad de la
Unidad, la captacion se centré casi exclusivamente en
la fractura de cadera. Nuestros resultados difieren de
otros publicados que presentan diferentes modelos
de FLS y grados de captacion, como el trabajo realiza-
do por Lucy cols. (8), donde solamente tienen un 9 %
de pacientes con fracturas indice de cadera, o como
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el de Borrgstrom y cols. (13), que solamente obtuvie-
ron un 19,6 % entre sus participantes.

La media de caidas sufridas por nuestros pacientes fue
de 1,7 en el afio previo a la inclusién en la FLS (inclu-
yendo la que provoco la fractura indice). Pensamos
que este dato estd infraestimando ampliamente el
numero real de caidas previas, puesto que estos datos
son recogidos de forma retrospectiva de los propios
pacientes o familiares/cuidadores que, con frecuencia,
no recuerdan las caidas acontecidas al no haber tenido
la relevancia clinica de una fractura.

Con respecto al tipo de tratamiento iniciado, destaca
un alto porcentaje de tratamiento con alendronato
(44,9 %) de acuerdo con las recomendaciones de las
guias clinicas nacionales en ese periodo de tiempo y
en linea con la publicacion de Walters y cols. (6). El alto
porcentaje de tratamientos con Denosumab (40,6 %)
esta en consonancia con el hecho de que un alto por-
centaje son pacientes muy mayores, un porcentaje
elevado de fracturas de cadera, polimedicados y con
abundante patologia asociada, asi como el hecho de
que en nuestra FLS no se administra zoledrénico intra-
venoso, excepto en algunos casos muy excepcionales.

Por otro lado, estudios como el de Gémez-Navarro
y cols. (4), el de Walters y cols. (6) y el de Ojeda (23)
resaltan el elevado porcentaje de pacientes que no
toman tratamiento farmacolégico de ningun tipo an-
tes de ser incluidos en las FLS. Nuestro estudio refleja
cifras similares. En concreto el 73,3 % de nuestros pa-
cientes no seguian ningun tratamiento farmacolégico
previo. Estos datos son similares a otros estudios que
valoran la brecha de tratamiento, como el de Hiligs-
mann y cols. (14) donde estimaron que la brecha del
tratamiento en 2019 estaba entre un 25-95 % en los
paises europeos y, segun el informe de la IOF de 2021
la brecha de tratamiento en pacientes de alto riesgo
fue del 71 % de media. Sin embargo, al diferenciar
por sexo, el 71,5 % de las mujeres y el 84,2 % de los
hombres no tomaban tratamiento previo, datos algo
diferentes a los publicados por Borgstrém y cols. (13)
que observaron en 2020 que la brecha de tratamiento
en Europa fue mayor en mujeres (73 %) que en hom-
bres (63 %). Nuestro estudio evidencia un escaso por-
centaje de pacientes en tratamiento antiosteoporético
previo en el momento de sufrir la fractura indice (un
26,7 %), pero no se pudo obtener informacion fiable
acerca de la prescripciéon de dicho tratamiento en los
pacientes con fractura previa o sin ella para comprobar
si la diferencia entre ambos grupos era significativa.

Los datos obtenidos muestran que hubo un aumento de
pacientes que recibié tratamiento antiosteoporético y
suplemento tras ser atendidos en nuestra FLS. En concre-
to, respecto al TAO, hubo un aumento de un 59,6 % vy,
respecto al suplemento, hubo un aumento de un 42,6 %.
Este aumento en el porcentaje de pacientes con trata-
miento tras el ingreso en la FLS también los encontramos
en los resultados obtenidos por Axelsson y cols. (29).
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En cuanto a los seguimientos realizados se comprobd
que se habian ajustado razonablemente al protocolo
inicial, aunque con unas horquillas temporales dema-
siado amplias con respecto a la media.

En lo referente a la adherencia al tratamiento y suple-
mentos evaluada en cada seguimiento, consideramos
que el programa de seguimiento de nuestra FLS fue
determinante para que en nuestro estudio se obtuvie-
ra una buena adherencia al TAO y a los suplementos.
Los datos de buena adherencia obtenidos durante el
cdmputo total de seguimiento nos parecen satisfacto-
rios, en comparacién con lo comentado anteriormente
acerca de la brecha de tratamiento en aquellos pa-
cientes no incluidos en programas de FLS. En el primer
seguimiento una buena adherencia fue constatada
en el 72,1 % de los pacientes atendidos, aumentando
esta cifra en los siguientes seguimientos. En el segun-
do la buena adherencia al TAO fue del 80,6 %, en el
tercero fue del 83,1 % y en el cuarto fue del 83,7 %.
Este aumento progresivo de la adherencia conforme
transcurre el tiempo también es observado por Wal-
ters y cols. (6), sin embargo, son resultados contrarios
a los encontrados por Ojeda (23) y por Naranjo y cols.
(28), puesto que estos ultimos no aprecian diferencia
significativa en los porcentajes de buena adherencia
entre los seguimientos. Conviene resefar que la mues-
tra del estudio refleja el nUmero de pacientes incluidos
en la FLS entre el periodo 2016-2020 y, por tanto, un
porcentaje de los pacientes incluidos en 2019 y 2020
no habrian cumplido 2 afios desde su inclusién y no
pueden tener un tercer o cuarto seguimiento. Llama la
atencién la cifra mas baja de adherencia obtenida en
el primer seguimiento en comparacién con los siguien-
tes. No conocemos la razén exacta, pero podria deber-
se al hecho de que los efectos adversos e intolerancias
al tratamiento instaurado aparecen al principio del
tratamiento y hasta que no son visitados (presencial o
telefébnicamente) en el primer seguimiento y modifica-
do el tratamiento, no se hacen adherentes al mismo.

Por ultimo, en lo relativo a las causas de finalizacion
del seguimiento en nuestra FLS, encontramos como
primera causa el haber cumplido el programa de se-
guimiento (21,48 % de los pacientes) que, en nuestro
caso, es habitualmente de 2 afios, con algunas excep-
ciones ya comentadas. La segunda causa fue el falleci-
miento durante el tiempo del estudio, un 11 % de los
casos. Datos similares han sido publicados por Kanis y
cols. (26) que encontraron un 15 % de éxitus entre sus
participantes. Solo el 6,48 % de los pacientes abando-
naron el tratamiento por decisién propia y, por tanto,
finalizé su seguimiento. Creemos que este dato proba-
blemente no responda a la realidad y que el porcen-
taje de abandono de tratamiento estd infraestimado
ya que los datos obtenidos provienen de los propios
pacientes y, por tanto, no garantizan la situacién real.
Al finalizar el programa de seguimiento, los pacientes
pasan a ser controlados por Atencion Primaria. La limi-
tada capacidad de seguimiento en el tiempo de una
FLS pone de manifiesto la importancia de una buena
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relacion y comunicacion con Atenciéon Primaria para
mantener la adherencia al tratamiento mas alla del
entorno temporal de una FLS.

A pesar de los resultados tan optimistas de nuestro es-
tudio en lo que a adherencia se refiere, debemos tener
en cuenta algunas limitaciones de nuestro estudio. En
primer lugar, se trata de un estudio retrospectivo lo
cual limita la cantidad y calidad de informacién dis-
ponible. Ademas, la muestra de pacientes obtenida
es tratada como un grupo homogéneo de pacientes,
algo que no se corresponde con la realidad, ya que
diferentes patologias asociadas, estado cognitivo y
ayuda social pueden condicionar la capacidad de ad-
herencia del paciente. En segundo lugar, respecto a la
evaluacion de la adherencia al tratamiento, hay que
destacar que la informacion proviene del propio pa-
ciente y puede diferir en mayor o menor medida de la
realidad. Ademas, no se dispuso de informacion sobre
retirada efectiva de los farmacos en las farmacias has-
ta la implantacion de la prescripcion farmacolégica en
la historia clinica electrénica en los ultimos meses del
periodo estudiado por lo que no es posible sacar con-
clusiones acerca de la persistencia al tratamiento en el
tiempo. Y, por ultimo, es preciso mencionar que no se
dispone de un grupo control de pacientes no incluidos
en una FLS para poder comparar los resultados.

Por otro lado, una de las fortalezas del estudio es el
elevado numero de pacientes incluidos en la muestra
y en cada seguimiento (a pesar de la pérdida progre-
siva de pacientes), con un programa de seguimiento
estructurado por un periodo de tiempo minimo de
hasta dos afios, lo que permite obtener unos datos re-
levantes sobre el impacto de una FLS en la instauracion
y adherencia al tratamiento.

En conclusion, este estudio describe el impacto de
nuestra FLS sobre la instauraciéon del tratamiento an-
tiosteoporético y sobre la adherencia a dichos trata-
mientos a lo largo del seguimiento. La inclusiéon de
estos pacientes en una FLS parece mejorar significa-
tivamente el porcentaje de pacientes con fractura
osteopordtica previa a los que se les instaura trata-
miento preventivo. Ademas, el seguimiento activo de-
sarrollado por la enfermera gestora de casos podria
ser un determinante a la hora de mejorar la adheren-
cia al tratamiento en los primeros afos tras la fractura,
disminuyendo el riesgo de refractura.
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Resumen

El romosozumab es, sin duda, un excelente farmaco para el tratamiento de la osteoporosis. No obstante, su elevado
precio, muy superior al de los farmacos antirresortivos, hizo que inicialmente se aceptara sin dificultad que su indicacion
se limitase a pacientes con un riesgo de fractura particularmente elevado. Sin embargo, la aplicacion de esta idea en la
practica se ha encontrado con algunos problemas. En primer lugar, para describir tal indicacion se han utilizado términos
distintos (“riesgo muy alto”, “riesgo alto”, “osteoporosis grave”), el significado concreto de cada uno de los cuales,
ademds, es diferente para unos y otros autores. Por otra parte, y sin un fundamento cientifico suficiente, se han ido
introduciendo conceptos que pretenden ampliar las indicaciones del farmaco hasta practicamente proponer la genera-
lizacion de su uso (“riesgo inminente”, comienzo del tratamiento de la osteoporosis con anabolicos de forma universal
o cuasi-universal). Todo ello ha generado confusion en el médico prescriptor, y ha dado lugar a que las autoridades
sanitarias hayan impuesto para su uso normas que han resultado demasiado restrictivas. En el articulo se desarrollan
estas ideas -y algunas otras- con detalle.
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INTRODUCCION

La comercializacion del romosozumab ha venido acom-
pafiada de cierto grado de confusién sobre el tipo de
paciente en el que estd indicado. Contribuyen a ello va-
rios factores. Por ejemplo, el hecho de que en el estudio
ARCH (1) se detectara un aumento de accidentes cardio-
vasculares, ha determinado que se haya contraindicado
en pacientes que han sufrido previamente un infarto
agudo de miocardio o un ictus. Como es comprensible,
se recomienda ademas evitarlo en pacientes con un ries-
go cardiovascular equivalente. Ello plantea el problema
de cémo definir y determinar esta equivalencia en el
riesgo. Se ha sugerido, l6gicamente, tener en cuenta los
factores de riesgo habituales, pero no se ha concretado
cdmo hacerlo (deben o no utilizarse escalas de riesgo,
cual de ellas en particular, qué valores considerar...). No
obstante, no nos detendremos en este aspecto ahora.

Si queremos, en cambio, subrayar el interés que puede
tener la discrepancia entre los resultados de eficacia
en la prevencién de fracturas del ensayo comentado —
el ARCH-y los de otro publicado previamente, el FRA-
ME (2). En los primeros 12 meses del ARCH, el romoso-
zumab determiné una disminucion de las fracturas no
vertebrales frente al alendronato que se situé préoxima
a la significacién estadistica (p = 0,06). En cambio, en
los primeros 12 meses del FRAME, el romosozumab no
disminuyo significativamente este mismo tipo de frac-
tura frente a placebo (p = 0,10). La explicacién de esta
paraddjica diferencia (mayor eficacia frente a compa-
rador activo que frente a placebo) estriba en el hecho
de que el riesgo de fractura de las pacientes incluidas
en el ARCH era bastante mas alto que el de las inclui-
das en el FRAME. Nos proporciona una idea de ello la
comparacion de la incidencia de las fracturas en las pa-
cientes tratadas con romosozumab en los dos estudios;
en el FRAME la incidencia de fracturas no vertebrales
en las pacientes tratadas con romosozumab durante el
primer afio fue del 1,6 %, mientras que en el ARCH fue
del 3,4%. En suma, el romosozumab se muestra mas
eficaz cuando el riesgo de fractura es mayor. En el mis-
mo sentido hablan los resultados globales del FRAME.
A los 24 meses no se detecta diferencia significativa en
la incidencia de fracturas vertebrales ni en la de frac-
turas clinicas entre las dos ramas estudiadas. Sin em-
bargo, la diferencia alcanza la significacion estadistica
cuando se retiran del analisis las pacientes reclutadas
en Latinoamérica (que suponian un 43% de la pobla-
cién total estudiada), procedentes fundamentalmen-
te de Colombia y Brasil (2,3), paises en que el riesgo
de fractura osteoporética es menor que en los demas
paises que habian incluido pacientes en el estudio. De
nuevo, se observa que la eficacia del romosozumab en
la prevencion de fracturas no vertebrales varia con el
nivel de riesgo que tenga la enferma, mostrando ma-
yor eficacia cuando el riesgo es mas alto. Todo ello,
en definitiva, lleva a la conclusion de que el farmaco
sera especialmente util en personas con mayor riesgo,
aspecto a tener en cuenta al sentar sus indicaciones.
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Un tercer factor que ha contribuido a la confusion
que comentdbamos al principio —en la practica tal
vez el principal- lo constituye el precio del farmaco.
Aunque de un orden similar al del otro farmaco ana-
bolico comercializado en Europa -la teriparatida—, es
notablemente superior al de los farmacos antirresor-
tivos. Ello hace que las autoridades sanitarias de los
distintos paises se hayan planteado poner condiciones
para su prescripcién y dispensacién. Estas condiciones
con frecuencia no coinciden con las indicaciones pro-
puestas por los expertos que han investigado el far-
maco, lo que légicamente deja al médico prescriptor
en una situacion de incertidumbre y desconcierto. Por
ello merece la pena analizar los factores que subya-
cen a esta situacion. Consideramos que los principales
son los tres siguientes: a) confusién en la terminologia
que describe la gravedad del riesgo de fractura en que
puede estar indicado el farmaco (unas veces se habla
de osteoporosis “grave”, otras de riesgo de fractura
“muy alto”, otras simplemente de riesgo de fractu-
ra "alto”...); b) incorporacion de la nocion de que el
riesgo de fractura en el periodo inmediatamente pos-
terior al desarrollo de otra previa es “muy alto” (y uti-
lizacion, para referirse a él, del término “inminente”,
de dudosa justificacion semantica en este contexto, y
por tanto equivoco); y ¢) introduccion de la idea de
que los farmacos anabdlicos son mas eficaces si se ad-
ministran cuando la paciente no ha recibido previa-
mente un farmaco antirresortivo.

CONFUSION EN LA TERMINOLOGIA: RIESGO
DE FRACTURA ALTO, RIESGO DE FRACTURA
MUY ALTO, OSTEOPOROSIS GRAVE

Recientemente (abril de 2022), el National Institute for
Health and Care Excelence (NICE), tras una fase previa
de oposicion, ha dado su visto bueno a la utilizacion
del romosozumab en el tratamiento de la osteoporo-
sis posmenopausica (4). El correspondiente documento
dice literalmente: “el romosozumab es recomendado
como una opcién para el tratamiento de la osteopo-
rosis grave en personas tras la menopausia que se en-
cuentran en riesgo alto de fractura solo si han sufrido
una fractura osteoporética mayor (FOM) en los ulti-
mos 24 meses”. Afade que la casa comercial propo-
ne que el romosozumab se utilice Unicamente en caso
de riesgo inminente de fractura, siendo este definido
como el de una persona con osteoporosis grave que ha
sufrido una FOM en los ultimos 24 meses (curiosamen-
te, el NICE dice ademas que su recomendacién es mas
amplia que la de la casa comercial, aunque en realidad
no es facil ver la diferencia). En estos comentarios en-
contramos ya varios términos que deberian precisarse:
a) a qué llama el NICE “riesgo alto” de fractura; y b)
a qué llaman el NICE y la casa comercial “osteoporosis
grave”. En relaciéon a esto ultimo merece recordarse
que la OMS llamé osteoporosis grave (o establecida)
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a la que cursa con un indice T < -2,5 junto a una o
mas fracturas por fragilidad (5). Pero debe recordar-
se también que la Unica intencion de la OMS al uti-
lizar este término era la de distinguir la osteoporosis
densitométrica que cursa con fractura de la que no lo
hace, sin pretender con ello establecer una indicaciéon
terapéutica especifica (es sabido que la clasificacién de
la OMS se formulé con un interés fundamentalmen-
te epidemioldgico). En cualquier caso, es importante
también sefialar, en relaciéon con el alcance que pue-
dan tener estos conceptos, que cuando la OMS habla
de osteoporosis grave no especifica el lugar en que
debe asentar la fractura ni el tiempo que debe haber
transcurrido desde su produccion, a diferencia de lo
que hacen el NICE y la casa comercial cuando limitan
el uso del romosozumab a las FOM producidas en los
ultimos 24 meses. Es decir, restringen la indicacién del
farmaco a un campo mas reducido que el que entien-
de la OMS por osteoporosis grave.

Tras el posicionamiento del NICE respecto al uso del
romosozumab, el National Osteoporosis Guideline
Group (NOGG) y la Royal Osteoporosis Society (ROS)
britanicos, que habian presionado a aquel para que
modificara su postura inicial contraria a la aceptacion
del farmaco, elaboraron un documento de consenso
(mayo de 2022) (6). En él dicen literalmente que el tra-
tamiento con romosozumab “debe considerarse prio-
ritario en mujeres posmenopausicas que han tenido
una FMO en los ultimos 24 meses, junto a cualquiera
de los hechos siguientes: 1. Un indice T <-3,5 (en cade-
ra o columna); 2. Un indice T <-2,5 (en cadera o colum-
na) junto a: a) fracturas vertebrales (ya se trate de una
fractura vertebral en los 24 meses anteriores o de una
historia de > 2 fracturas vertebrales osteoporaticas); o
b) riesgo de fractura muy alto (p. ej., cuantificado me-
diante FRAX)". La propuesta, que no deja de ser algo
oscura, y que presenta algunas diferencias con lo que
plantea el NICE (p. ej., el indice T <-3,5), introduce una
nueva expresiéon: la de “muy alto riesgo”. El documen-
to no lo define, pero sabemos que el NOGG, en una
publicacién previa, lo hace con precision: es el riesgo
que corresponde en la version britanica del FRAX al
valor resultante de multiplicar por 1,6 el umbral tera-
péutico una vez considerada la DMO. Una clara limi-
taciéon de esta definicion es la de estar vinculada a la
utilizacion de dicha versién del FRAX.

A diferencia de lo que ocurre en el caso del NOGG, la
expresion “muy alto riesgo” ha sido utilizada en va-
rias guias americanas sin una definicion precisa. Por
ejemplo, la Asociacién Americana de Endocrinélogos
Clinicos (AACE) (7) denomina “muy alto riesgo” al de
pacientes con alguna de las siguientes caracteristicas:
“a) fractura reciente (p. ej., en los Gltimos 12 meses); b)
fracturas durante el tratamiento con farmacos aproba-
dos para tratar la osteoporosis; ¢) fracturas multiples;
d) fracturas estando en tratamiento con farmacos que
danan el hueso (por ejemplo, corticoides a largo pla-
z0); e) indice T muy bajo (p. ej., < -3,0); e) alto riesgo
de caidas o historia de caidas con lesiones; y f) muy
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alta probabilidad de fractura valorada por el FRAX®
(por ejemplo, > 30 % para fractura osteoporética ma-
yor; > 4,5 % para fractura de cadera)”. Al margen del
elevado numero de situaciones consideradas, llaman
la atencion la imprecision y lo dudoso de la veracidad y
pertinencia de varias de ellas: ;habra muchos médicos
que realmente piensen que un indice T de < -3,0 debe
ser considerado “muy bajo”?; ;qué debemos entender
por “alto riesgo de caidas”? (los pacientes con enfer-
medad de Parkinson o ictus tienden a caerse: ;debe-
ran por el mero hecho de padecer estas enfermedades
ser tratados con romosozumab?)... En la contestacién
a una carta en que se pregunta a los autores de estas
guias por qué han elegido las probabilidades de frac-
tura valoradas por el FRAX del 30 % y el 4,5 % de ries-
go (8), estos responden (9) que “son simples ejemplos”
y que “no estan basados en evidencia publicada”.

Otras guias endocrinolégicas americanas, las de la En-
docrine Society (10), definen “muy alto riesgo” de una
forma mucho mas simple y escueta, aunque tal vez no
suficientemente precisa. A propdsito de en qué tipo
de paciente recomiendan el uso de romosozumab,
dicen que lo hacen “en mujeres posmenopausicas os-
teoporéticas con riesgo muy alto de fractura, como las
que presentan osteoporosis grave (es decir, un indice
T <-2,5y fracturas) o fracturas vertebrales multiples”.
Como se observa, no parecen establecer restricciones
respecto al tipo de fractura cuando la paciente pre-
senta ademas un indice T < -2,5. Pero, sin embargo,
en otro lugar del documento —en el pie del algoritmo,
cuando explican el mismo-, dicen literalmente: “riesgo
muy alto incluye multiples fracturas de columna y un
indice T de la DMO en cadera o columna de -2,5 o infe-
rior”. Ya que en este segundo caso solo se mencionan
las fracturas vertebrales, tras la lectura de estas guias
queda una cierta sensacion de imprecision.

Las guias de la Bone Health and Osteoporosis Foun-
dation (BHOF, antigua National Osteoporosis Founda-
tion, NOF) (11), aunque se reconocen basadas en las
guias de la Endocrine Society, introducen alguna
modificacién respecto a ellas, ya que definen como
“muy alto riesgo” el de pacientes con multiples frac-
turas vertebrales o fractura de cadera y un indice
T <-2,5 en columna lumbar o cadera. Se trata de una
definicién muy precisa. Pero después afiaden que los
farmacos anabdlicos estan también aconsejados en
pacientes con fracturas recientes y/o indice T < -3,0,
situaciones que, precisamente por recomendar para
ellas farmacos anabélicos, cabe incluir en el concepto
de muy alto riesgo. Y en esta ocasién ya no se espe-
cifica el tipo de fractura, no se dice qué se considera
una fractura reciente y, sobre todo, se introduce la
expresion "y/o”, que hace borrosos los perfiles del
riesgo a considerar. No es lo mismo requerir la coexis-
tencia de dos fendmenos (fracturas recientes mas un
indice T <-3,0, como corresponde a la “y” del “y/o")
que aceptar la existencia de cualquiera de ellos (como
indica la "0").
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Por acabar con las propuestas americanas, sefalare-
mos que el American College of Physicians (ACP) ha
publicado recientemente sus guias (12), aconsejando
en ellas el romosozumab también en pacientes de
“muy alto riesgo”, pero una vez mas sin definir los li-
mites de este concepto con precisiéon. Simplemente se
dice que “se basa” en “la edad avanzada, una frac-
tura reciente (por ejemplo, en los ultimos 12 meses),
historia de multiples fracturas osteoporéticas clinicas,
multiples factores de riesgo de fractura o fracaso de
otros tratamientos disponibles para la osteoporosis”.

En definitiva, aunque lo comentado hasta ahora seiala
la existencia de acuerdo en que la indicacién del romo-
sozumab corresponde a pacientes con un riesgo de frac-
tura particularmente elevado, en la definicién de este
grado de riesgo se utilizan términos cuyo significado
concreto no se especifica, y cuyo alcance es concebido
de manera distinta por unos y otros autores. Ello hace
dificil que podamos tener una visién clara del problema
y, ademas, impide alcanzar posturas de consenso.

CONSIDERACION DE QUE EL RIESGO

DE FRACTURA INMEDIATAMENTE DESPUES
DEL DESARROLLO DE OTRA PREVIA

“ES MUY ALTO"”, E INCORPORACION

PARA REFERIRSE A EL DEL TERMINO
“RIESGO INMINENTE"

Diversos estudios epidemioldgicos de las ultimas dé-
cadas han indicado que el riesgo de fractura en los
primeros afos siguientes al desarrollo de una fractura
previa es mayor que en los afos posteriores (13-15).
Con base en ello, pero sin haber demostrado que el
riesgo inicial sea necesariamente muy elevado en tér-
minos absolutos (aunque en términos relativos pueda
ser mayor que el riesgo posterior), se decidio calificar
este riesgo de los primeros afios de “muy alto”. Es
evidente que aceptar este planteamiento implica que
todas las enfermas en las que se diagnostica una frac-
tura cuando se produce (es decir: en la practica, todas
las enfermas que sufren una fractura, con excepcién
de aquellas en que son asintomaticas —las vertebrales
morfométricas-) deberian ser tratadas con romosozu-
mab (o en su defecto, con teriparatida).

Para reforzar esta idea, sus defensores han dado un paso
mas y han acordado denominar ese riesgo inicial con un
término apremiante: el de “inminente” (16-18). Desde el
punto de vista semantico, su idoneidad es dudosa, por lo
que conviene que hagamos respecto a él un comentario
de caracter linguistico. En el mundo de la comunicacion
es frecuente que, con el afan de persuadir de algo a un
publico concreto para dirigir su forma de pensar, se re-
curra a aplicar a un concepto determinado un término
que en realidad no le corresponde, o al menos no lo hace
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plenamente; con ello se produce una distorsién de di-
cho concepto, creando lo que algunos describen como
una “nueva realidad”, que lleva a modificar el modo de
ver la cuestion de que se trate (puede decirse que estos
términos utilizados inadecuadamente actuan como “ele-
mentos creadores de pensamiento”, y se conocen como
“enmarcados linguisticos”). El término “inminente” se
comporta de esta forma cuando se aplica al riesgo que
sigue inicialmente al padecimiento de una fractura. In-
minente es “algo que esta a punto de suceder” (RAE),
pero aqui esta palabra se estda empleando para describir
algo que puede suceder o no, y que, en cualquier caso,
aunque suceda, no tiene por qué hacerlo de forma in-
mediata (es decir, no estd "a punto” de suceder). Con su
utilizaciéon en esta circunstancia particular se ha creado
una “realidad nueva”, con connotaciones de inmediatez
que no corresponden a la auténtica realidad. Es, por tan-
to, un término engafoso.

Aspectos semanticos al margen, interesa saber en qué
medida realmente el riesgo en los primeros afios pos-
teriores a la fractura es mayor que en los siguientes.
Dos trabajos (19,20) —realizados con la finalidad de in-
corporar este aspecto al FRAX- han cuantificado esta
diferencia. Son demasiado complejos para entrar aqui
en detalles, pero la conclusiéon ha sido que la diferen-
cia varia con las circunstancias (edad, sexo, tipo de
fractura), que puede incluso no existir, y que en gene-
ral no es grande. Los propios autores indican que los
conocimientos actuales son insuficientes para alcanzar
una conclusién definitiva, y que se necesitan nuevos
estudios para tener un mejor conocimiento del fené-
meno. De acuerdo con ello, colegir que una fractura
reciente, por el simple hecho de serlo (sin haber va-
lorado ademas el riesgo absoluto que supone por sus
caracteristicas), deba ser tratada con un farmaco ana-
bolico, constituye una generalizacién injustificada. De
hecho, una publicacion de Kanis y cols. (21) que evalua
los umbrales de intervencién para el riesgo de fractura
muy elevado aplicados a las guias NOGG, dice literal-
mente que “la fractura reciente por si sola no siempre
conlleva un riesgo muy elevado y depende en parte
del lugar de la fractura centinela”. Anadlogamente, en
un reciente editorial de Lancet Rheumatology se cita
al Dr. R. Eastell diciendo, en contestacion a una pre-
gunta formulada por el autor del editorial, que “mu-
chos pacientes con una FOM en los dos aios previos
no tienen un alto riesgo de fractura subsecuente” (22).

En definitiva, el riesgo de fractura en el periodo de tiem-
po inmediatamente posterior al desarrollo de otra previa
no tiene por qué ser “muy alto”, ni por tanto requerir
tratamiento con farmacos anabdlicos. Es importante in-
sistir en que ello no significa que el enfermo no deba
ser tratado precozmente. Debe serlo. No tiene ningun
sentido retrasar el tratamiento de un enfermo que ha
padecido una fractura osteoporética. Pero debe quedar
clara la diferencia existente entre estos dos conceptos:
una cosa es que tras la fractura deba instaurarse trata-
miento precozmente, y otra que deba necesariamente
hacerse con un farmaco anabdlico.
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A propésito de la confusidon que existe en lo referente
a la utilizacién o no del romosozumab (o en general,
de los farmacos anabdlicos) en el periodo de tiempo
posterior al sufrimiento de una fractura, merece afa-
dirse que ni siquiera hay acuerdo respecto a la dura-
ciéon de dicho periodo. Por ejemplo, el documento de
evaluacién de tecnologia del NICE y el documento
de consenso NOGG-ROS antes citados hablan de 24 me-
ses, mientras que las guias AACE y ACP lo hacen de
12. En una reciente conferencia (Budapest, marzo
de 2023) la Dra. B. Langdahl ha comentado que las
guias danesas —al parecer auin no publicadas— consideran
3 afios.

Hay también discrepancias en el tipo de fractura al que
unos u otros autores consideran que les es aplicable la
idea del aumento de riesgo tras el desarrollo de una
fractura previa. Como hemos sefialado antes, las guias
AACE y ACP no especifican un tipo de fractura en par-
ticular, por lo que cabe pensar que lo consideran apli-
cable a cualquier fractura por fragilidad. En cambio,
el documento del NICE y el documento de consenso
NOGG-ROS lo restringen a las FOM. Otros autores lo
focalizan en las fracturas vertebrales y la de cadera
(23). Hay incluso quien hace planteamientos mas com-
plejos. Por ejemplo, en las referidas guias danesas se
consideran las FOM y la fractura de pelvis para el tra-
tamiento con romosozumab, pero solo las vertebrales
para el tratamiento con teriparatida.

RECOMENDACION DE LA UTILIZACION
DE UN FARMACO ANABOLICO PARA
INICIAR EL TRATAMIENTO DE CUALQUIER
PACIENTE OSTEOPOROTICO

Varios estudios (24,25) realizados con la densidad
mineral ésea como variable de eficacia parecen indi-
car que los farmacos anabolicos tienen menos efecto
cuando el enfermo al que se administran ha recibido
previamente un farmaco antirresortivo que cuando no
lo ha hecho. Con base en ello algunos autores defien-
den (26,27) que los enfermos osteopordéticos deben,
en general, tratarse inicialmente con un farmaco ana-
bélico, ya que, de empezar con un antirresortivo, si el
paciente no respondiera bien y tuviera que cambiar
a un osteoformador, este veria su eficacia disminuida.
Este planteamiento parece despreocuparse del grado
de riesgo de fractura. De hecho, si decidiéramos apli-
carlo, dejarian de tener sentido tanto el concepto de
muy alto riesgo como el de aumento del riesgo en el
periodo inicial posfractura, ya que ambos definen sub-
poblaciones concretas de pacientes con osteoporosis,
que naturalmente quedan englobadas en la pobla-
cion osteopordtica general. El planteamiento de tra-
tar a todas las pacientes osteoporéticas en general es
incompatible con el de tratar solo a parte de ellas. No
solo se despreocupa esta propuesta del grado de riesgo
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que supone la fractura, sino que ademas deja de con-
siderar el gasto que comporta. Incluso aceptando que
realmente supusiera una ventaja —algo a lo que nos va-
mos a referir enseguida— habria que tener en cuenta
en qué medida el aumento en el beneficio compensa el
aumento en los costes. Es sabido que en cualquier curva
que relacione los recursos empleados en conseguir un
determinado beneficio con el beneficio efectivamente
obtenido, existe una “zona éptima”, pasada la cual el
beneficio ulterior (incluido el “méaximo”) no compensa
el gasto adicional en recursos. Esta busqueda de la zona
terapéutica 6ptima es también aplicable al tratamiento
con anabdlicos de las fracturas, de forma que no puede
renunciarse a tratar de identificarla.

Pero, sobre todo, este planteamiento ignora que la
Unica evidencia de que disponemos en relacién a
la eficacia de los farmacos anabdlicos sobre el desa-
rrollo de fracturas cuando se administran después de
un antirresortivo, no indica que haya pérdida de la
misma. El estudio VERO (28), que comparo la eficacia
de la teriparatida con la del risedronato en pacientes
que habian recibido previamente un antirresortivo en
aproximadamente dos tercios de los casos, permitid
observar que en ellos el farmaco conserva plenamente
su eficacia antifracturaria.

Habra que estar pendientes de los estudios que se
realicen con romosozumab, y en qué medida varian
respecto a lo que acabamos de sefialar para la teripa-
ratida. Porque si aquel no fuera capaz de comportarse
como esta, sino que perdiera eficacia al administrarse
tras un antirresortivo, seria un punto en que claramen-
te la teriparatida saldria ganadora en la comparacion.

CONCLUSION

La entrada en el mercado del romosozumab ha motiva-
do una revisiéon de los criterios de seleccion de farma-
cos en el tratamiento de la osteoporosis. Previamente,
habia un acuerdo general en que el farmaco anabdlico
de que se habia venido disponiendo en Europa, la teri-
paratida, debia restringirse a los casos de osteoporosis
de mayor riesgo de fractura. Y si bien es cierto que esta
condicién nunca quedoé definida con precisién, su utili-
zacion nunca llegé a plantear problemas serios, porque
de hecho los médicos prescriptores en general hicieron
de ella un uso adecuado. El romosozumab, en cambio,
mostré desde el principio un claro afan de que sus in-
dicaciones quedaran claramente precisadas. Enseguida
reclamé un nicho terapéutico que se definié como el co-
rrespondiente a las osteoporosis de “muy alto riesgo”, y
con esta expresion aparecié en las actualizaciones que
rapidamente hicieron diversas sociedades en sus guias
clinicas para encontrarle acomodo. Por su naturaleza
de farmaco anabdlico, arrastré con él a la teriparatida
(y a la abaloparatida), y se pasé a hablar genéricamen-
te de las indicaciones del tratamiento osteoformador.
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Quedaba, no obstante, por definir que debia enten-
derse por “riesgo muy alto”. Las primeras guias que
abordaron el problema (AACE [7], Endocrine Society
[10], IOF [29]) distaron mucho de ofrecer unos criterios
aceptablemente homogéneos. El resultado fue que los
clinicos no pudieron disponer de unas normas concre-
tas y consensuadas respecto a la forma en que deberian
utilizarlos. Las cosas no han mejorado durante el corto
espacio de tiempo que ha transcurrido desde entonces.
Todo lo contrario. La introduccion de conceptos discu-
tibles (riesgo inminente, tratamiento inicial anabdlico
de forma generalizada —"anabdlicos para todos...-") ha
generado mas confusion. De momento no hay atisbos
de que el problema vaya a solucionarse a corto plazo.
No puede extrafiarnos que, en esta situacion, las auto-
ridades sanitarias de los diversos paises emitan normas
restrictivas. ;Como debemos afrontar el problema?
Creemos, en primer lugar, que debemos pedir a los ex-
pertos que formulen sus recomendaciones con una fun-
damentacion cientifica solida, lejos de conjeturas, wish-
ful thinking (en el sentido de pensamiento guiado por
el deseo) o intereses comerciales. Y en segundo lugar,
debemos recordar a los médicos prescriptores que, en
medicina, cuando hay confusién, mientras los conoci-
mientos sedimentan, suele ser preferible la moderacion
en la toma de decisiones. Y que, ademas, es deseable
cefiirse a indicaciones que estén formuladas de forma
precisa, de manera que no dejen lugar a dudas.

ADENDA

En el escrito que precede a esta adenda no hemos he-
cho, deliberadamente, ninguna mencién a las guias cli-
nicas de la SEIOMM (30). La razén es que hemos preten-
dido que en ningin momento los razonamientos que
en él se desarrollan pudieran verse influidos por el afan
de defender nuestras guias. Sin embargo, al leerlo una
vez finalizado, hemos tenido la impresién de que no
hacer alusién a ellas podria interpretarse como desinte-
rés por las mismas o incluso su desestimacién. Por ello,
pensamos que es obligado hacer este comentario final,
situandolas en relacién a lo planteado en el escrito.

En primer lugar, nuestras guias no hacen mencién a
la conveniencia de administrar en general un anaboé-
lico como farmaco inicial. En lo expuesto previamente
quedan sefaladas las razones por las que no estamos
de acuerdo con esa estrategia de “anabdlicos para to-
dos”. Nos reafirmamos en la idea de clasificar a las en-
fermas de acuerdo con el grado de riesgo, y comenzar
con anabdlicos Unicamente en las pacientes con “muy
alto riesgo”. No insistiremos en este punto.

En segundo lugar, nuestras guias tampoco hacen refe-
rencia a tratar con farmacos anabdlicos a las pacientes
que han desarrollado una fractura en los dos afios ante-
riores. En realidad, no hay ninguna dificultad en incluir
este aspecto en las guias, aunque no creemos que ello su-
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ponga un beneficio para el conjunto de las pacientes por
lo que veremos después. Consideremos, por ejemplo, la
propuesta del NICE, organismo bien acreditado. Propone
tratar con romosozumab a las pacientes que han desa-
rrollado una FOM en los dos afios anteriores. Esta idea
se incorpora con facilidad a nuestro algoritmo por lo que
se refiere a las dos fracturas de mayor importancia, las
vertebrales y las de cadera, simplemente modificando la
redaccion del segundo criterio que seflalamos para iden-
tificar a los pacientes de muy alto riesgo. En vez de decir
“pacientes con fractura vertebral o de cadera junto a un
indice T < -3,0”, podemos decir “pacientes con fractura
vertebral o de cadera sufrida dentro de los 24 meses an-
teriores junto a un indice T < -3,0”. Evidentemente, con
ello dejamos al margen las otras dos fracturas osteopo-
réticas mayores. Pero debemos decir a este respecto que
compartimos la opinién de quienes no conceden a la
fractura de muieca la misma importancia que a las frac-
turas vertebrales o a la fractura de cadera. En la fractura
de muneca ni el riesgo en los 2 primeros afios posfractura
es mucho mayor que posteriormente (de hecho, puede
serlo menor, segun la edad [19,20]), ni la morbimorta-
lidad que irroga es comparable a la de las dos fracturas
principales (vertebrales y de cadera). Por ello no merece
el mismo tratamiento. La fractura de himero también se
encuentra bastante lejos de las fracturas vertebral y de
cadera. Es comprensible que no se les considere acree-
doras de tratamiento anabdlico, salvo si se asocian otros
factores.

En resumen, nuestras guias pueden incorporar el con-
cepto temporal con la simple redefinicién del segundo
criterio de “muy alto riesgo” en la forma sefalada an-
teriormente. Personalmente no introduciriamos tal mo-
dificacion, porque en realidad lo que supone es un cam-
bio restrictivo (dejamos de tratar con anabdlicos a las
pacientes que sufrieron la fractura vertebral o de cade-
ra con anterioridad a los 24 meses). Finalmente, en rela-
Cién con esta cuestion temporal (el tan traido y llevado
riesgo “inminente”), merece la pena comentar aqui que
cuando se escribié la ultima version de las guias, se hizo
una encuesta entre los miembros del comité responsa-
ble de su elaboracion, en la que se preguntaba si eran
o no partidarios de la administracion de un anabélico
a los pacientes que hubieran sufrido una fractura en el
ano anterior, por el hecho de haberla sufrido en este
tiempo. El 70 % de las respuestas fue que no.
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Escenario Clinico y Toma de Decisiones

Osteoporosis posmenopausica con fractura vertebral: teriparatida
frente a romosozumab

Caso clinico:

Una mujer de 66 afios acude a su clinica. Se queja de dolor lumbar bajo que aparecié después de saltar mientras
jugaba voleibol en la playa. Se realizé una radiografia dorso-lumbar en la que se observaron dos fracturas vertebra-
les. La densitometria (DXA) mostré una puntuacién T de -3 en el cuello femoral. La paciente habia padecido cancer
de mama 15 afios antes, por lo que recibié quimioterapia, pero no radioterapia local. Sin recidiva desde entonces.

Tiene un historial de tabaquismo con una carga tabaquica de 20 paquetes/afio, pero lo ha dejado hace mas de un
ano, cuando su hermana sufrié un infarto de miocardio a los 50 afos. La paciente no hace ejercicio, pero camina a
diario durante una hora. Padece hipertension, no es diabética y en la analitica se detectan niveles elevados de coles-
terol total (250 mg/dL). Su colesterol HDL es de 30 mg/dL.

En el examen fisico, sus signos vitales son normales, su indice de masa corporal (IMC) es de 24,4, y en la exploracion
fisica, a parte de una cicatriz de mastectomia previa, no hay nada relevante.

El riesgo de fractura calculado por la herramienta FRAX, estima un riesgo de fractura osteoporética mayor y de
fractura de cadera a 10 afos del 25 % y el 8,6 %, respectivamente. La paciente aun no ha sufrido ningiin evento
cardiovascular. Sin embargo, el riesgo de evento cardiovascular calculado con la herramienta SCORE2 estima que un
riesgo a 10 afios del 6,8 %.

Opciones de tratamiento:

Debe decidir cudl seria la mejor opcion para el tratamiento inicial de la osteoporosis en este escenario clinico en el
que conviene valorar el equilibrio entre riesgo de fractura y riesgo cardiovascular:

¢Cual de los siguientes enfoques adoptaria para este paciente? En base a su experiencia clinica, la bibliografia pu-
blicada, las guias disponibles y otras fuentes de informacidn.

1. Se recomienda iniciar tratamiento con romosozumab.

2. Se recomienda iniciar tratamiento con teriparatida.

Para ayudarle en la toma de decisiones, hemos pedido a dos expertos del campo del metabolismo mineral éseo que
argumenten la postura asignada por los editores. Al final, dispondremos también del comentario de un cardiélogo
que ha valorado los aspectos cardiovasculares de la enferma.
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OPCION 1.
START EARLY TREATMENT
WITH ROMOSOZUMAB IS ADVISED

Dr. Serge Ferrari

Full Professor of Medicine at the Geneva Faculty of Medicine.
Head of the Service of Bone Diseases of the Geneva University
Hospital. Switzerland

This 66-yr-old woman with two recent vertebral frac-
tures is at “imminent” risk of another fragility frac-
ture. Indeed, up to 25% of women with a recent ver-
tebral osteoporotic fracture refracture within 1 year,
particularly after 65 years of age (1). In addition, her
low BMD at the femoral neck (-3.0 T-scores) indicates
a generalized bone fragility also affecting the cortical
compartment. Her high fracture risk is confirmed by
the FRAX score, namely a 10-year risk of major osteo-
porotic fracture and a hip fracture at 25 % and 8.6
%, respectively, although in this case it might under-
estimate her actual fracture risk in the next couple
of years since FRAX does not yet take into account
the multiplicity nor the recency of the prevalent frac-
tures.

Treatment must therefore be introduced promptly,
not only to quickly reduce her risk of a subsequent
fracture, but also to improve hip BMD in order to
prevent peripheral, and notably hip, fractures. In
her case | would prescribe romosozumab as first line
therapy for one year, followed by an antiresorptive.
Indeed romosozumab has been shown to signifi-
cantly decrease the incidence of new vertebral and
clinical fractures within one year as compared to al-
endronate (the ARCH trial [2] in women at high risk
similar to this patient (i.e. with prevalent vertebral
fractures, T-scores around -3.0 and average FRAX
scores of 20 %). In addition, romosozumab has been
shown to significantly increase hip BMD compared
to alendronate (2) and also teriparatide (3,4), which
in the case of our patient is a very relevant issue.
Regarding her CV risk, the patient is not known for
suffering from ischemic disease, which would con-
tra-indicate the use of romosozumab. Her moderate
CV risk can be improved by the appropriate use of
anti-hypertensive medication, hypocholesterolemic
agents, and by maintaining a healthy lifestyle (re-
fraining from smoking). Finally, the history of breast
cancer is not a contra-indication for romosozumab
either.

I would therefore strongly recommend romosozum-
ab therapy for one year, with a re-evaluation of BMD
before switching to an anti-resorptive, either a BP or
denosumab (5).

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(2):88-91 |

OPCION 2.
SE RECOMIENDA INICIAR TRATAMIENTO
CON TERIPARATIDA

Dr. Manuel Muinoz Torres

Catedratico de Medicina. Facultativo Especialista de Area
del Servicio de Endocrinologia y Nutricién. Hospital Universitario
Clinico San Cecilio. Granada

El caso presentado corresponde a lo que se denomina
“riesgo de fractura muy alto”. Aunque esta denomina-
cién no tiene una definicién universalmente consen-
sada es recogida en las guias de practica clinica mas
recientes. Asi, la guia de tratamiento farmacolégico
de la osteoporosis postmenopausica de la Endocri-
ne Society (6) establece que personas con fracturas
vertebrales multiples y un T score de DMO < -2,5 en
columna o cadera cumplen con este criterio. Mas re-
cientemente, la Ultima version de las guias de practica
clinica de la Sociedad Espafiola de Investigacion Osea
y del Metabolismo Mineral (7) reserva esta categoria
de riesgo para aquellas personas con 2 o mas fracturas
vertebrales, una fractura vertebral o de cadera con un
T score <-3,0 o un valor de T score < -3,5. En estos casos
el tratamiento inicial con un farmaco osteoformadory
continuado con un antirresortivo se considera la pauta
de eleccion (8). Teriparatida y romosozumab son los
dos farmacos osteoformadores disponibles en Espafia
en la actualidad. Para decidir cudl de los dos farmacos
es mas apropiado para esta paciente debemos consi-
derar cuales son sus comorbilidades mas significativas
ademas de la eficacia de cada opcion.

El tratamiento con teriparatida durante 2 afios ha
demostrado una reduccién del riesgo fracturas verte-
brales del 65 %, 50 % para las no vertebrales y, en
metaanalisis, en torno al 50 % las de cadera (9). Las
contraindicaciones para su uso incluyen elevaciones
inexplicadas de la fosfatasa alcalina, pacientes que
hayan recibido anteriormente radiacion externa o ra-
dioterapia localizada sobre el esqueleto y la presen-
cia de tumores o metastasis 6seas. Existe una amplia
experiencia con este farmaco y recientemente se han
desarrollado biosimilares que han abaratado su coste.

Romosozumab es un anticuerpo monoclonal que in-
hibe a la esclerostina, con un efecto beneficioso en la
homeostasis 6sea, ya queestimula la formaciéon 6sea
e inhibe la resorcién deforma simultanea. Romosozu-
mab disminuye rapida y significativamente el riesgo
de fracturas vertebrales y fracturas clinicas en mono-
terapia a 12 meses, y de todo tipo de fracturas en tra-
tamiento secuencial, tanto con denosumab como con
alendronato a largo plazo (10). La tolerancia al farma-
co es buena, pero en uno de los estudios se ha descrito
un desequilibrio en la incidencia de eventos cardiovas-
culares. Las diferencias fueron pequenas (1,3 % frente
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a 0,9 % en el grupo control) y, aunque no existe una
explicacion bioldgica plausible para este hallazgo, esta
contraindicado en personas con antecedentes de in-
farto de miocardio o accidente cerebrovascular.

En el caso que nos ocupa destaca el antecedente de
cancer de mama hace 15 afnos, actualmente en remi-
sién, que no recibié radioterapia y sin evidencia de
metastasis 6seas. Aunque seria necesario disponer
de una analitica completa que incluya fosfatasa al-
calina no parece existir una contraindicacion formal
para la utilizacién de teriparatida. Por otra parte, no
existen antecedentes de eventos cardiovasculares.
Sin embargo, la historia clinica si identifica varios fac-
tores de riesgo cardiovascular como tabaquismo hasta
hace 1 afo, dislipemia, hipertensiéon y antecedentes
familiares de enfermedad coronaria precoz. De esta
forma el indice de riesgo cardiovascular SCORE mostro
un valor de 6,8 %. En Espafia, el Servicio Nacional Sa-
lud ha establecido unas condiciones especificas para su
financiacion que incluyen, entre otras, un riesgo car-
diovascular bajo o moderado (SCORE < 5 %).

En resumen, esta paciente con riesgo de fractura muy
alto deberia recibir tratamiento inicial con un farma-
co osteoformador como primera opcién. Si considera-
mos las comorbilidades descritas y las limitaciones de
financiacion en Espafia la opcién recomendable seria
teriparatida tras discutirlo y acordarlo con la paciente.

COMENTARIO SOBRE ASPECTOS
RELACIONADOS CON RIESGO
CARDIOVASCULAR

Dr. José R. Gonzalez-Juanatey

Servicio de Cardiologia. Hospital Clinico Universitario de Santiago
de Compostela. CIBERCV, IDIS. Jefe del Servicio de Cardiologia

y UCC. Catedratico de Cardiologia. Presidente Anterior

de la Sociedad Espafiola de Cardiologia

La estimacién del riesgo cardiovascular debe llevarse a
cabo en individuos mayores de 40 afios (11) de forma ru-
tinaria en cualquier contacto sanitario y, en especial en
mujeres como la que se describe en este caso que han
sufrido un cancer de mama y recibieron quimioterapia.
En este sentido, datos recientes del Registro Espafiol
CARDIOTOX (12) indican que el riesgo de sufrir cardio-
toxicidad, definida como una reduccién de la fraccion de
eyeccién ventricular izquierda < 40 % o el desarrollo de
insuficiencia cardiaca clinica, se relaciona entre otros fac-
tores con el riesgo cardiovascular basal de los pacientes.

La paciente del caso presenta un riesgo cardiovascular
SCORE2 del 6,8 % que se inscribe en el grupo de mode-
rado riesgo en el que las recientes Guias Europeas de
Prevencion recomiendan intervenciones sobre su estilo

S. FERRARI ET AL

de vida que ademas del abandono del tabaco, inclu-
yen recomendaciones sobre ejercicio y modificaciones
dietéticas. Por otro lado, indican que el nivel de LDL
colesterol deberia ser < 100 mg/dL y una presién arte-
rial < 140-130 mmHg. Como factores a tener en cuenta
en el riesgo de la paciente, y no contemplados en la
estimacion del SCORE2 (11), estaria la historia de infar-
to de miocardio en su hermana a los 50 afos, niveles
bajos de HDL colesterol y haber sufrido un cancer de
mama tratado con quimioterapia. Aunque no se indica
el nivel de LDL, solo que su colesterol total era de 250
mg/dL con HDL bajo es de suponer que el LDL sea muy
superior a 100 mg/dL por lo que la paciente deberia
recibir tratamiento al menos con una estatina de po-
tencia suficiente para reducir el LDL a < 100 mg/dL y si
fuese preciso asociar la estatina con ezetmibe. Por otro
lado tampoco se indica sus cifras de presion arterial y
en caso de estar en el rango de hipertensién (> 140 y/o
90 mmHg), ademas de recomendaciones sobre el estilo
de vida que deben también contemplar la reduccién
de la ingesta de sal, iniciar tratamiento antihipertensi-
vo en monoterapia con un IECA, ARA I, tiazida o cal-
cioantagonista dihidropiridinico y en caso que para lo-
grar la normotensidn sea necesario reducir la presion
sistélica > 20 mmHg y/o la diastélica > 10 mmHg iniciar
terapia combinada a dosis bajas con IECA o RAR Il mas
una tizaida o calcioantagonista.

En resumen, se trata de una paciente que precisa una
evaluacion de su riesgo cardiovascular por cualquier
profesional sanitario responsable de su seguimiento e
instruir sobre cambios en el estilo de vida e interven-
ciones terapéuticas especificas.
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