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Asociacion de la gamma glutamil transferasa con la presencia
y progresion de calcificaciones adrticas abdominales y con cambios
en densidad mineral dsea

Beatriz Martin Carro', Carlos Gdmez Alonso', Minerva Rodriguez Garcia®3, Noelia Avello Llano?, Carmen Garcia
Gil-Albert*, Lucia Sobrino Diaz?, Francisco Baena Huerta', Carmen Palomo Antequera®, Laura Naves Mendivil', Javier
Rodriguez Carrio®, José Luis Fernandez Martin'3, Manuel Naves Diaz'3

"Unidad de Gestidn Clinica de Metabolismo Oseo. Hospital Universitario Central de Asturias. Universidad de Oviedo. Instituto de Investigacién Sanitaria del
Principado de Asturias (ISPA). Oviedo. ?Area de Gestion Clinica de Nefrologia. Hospital Universitario Central de Asturias. Universidad de Oviedo. Instituto de
Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias (ISPA). Oviedo. *REDInREN del ISCII. “Laboratorio de Medicina. Hospital Universitario Central de Asturias.
Oviedo. *Area de Gestion Clinica de Mediicina Interna. Hospital Universitario Central de Asturias. Universidad de Oviedo. ISPA. Oviedo. *Departamento de
Biologia Funcional. Investigacidn Basica y Traslacional en Enfermedades inflamatorias Cronicas. Universidad de Oviedo. ISPA. Oviedo

Resumen

Introduccion y objetivo: la calcificacion adrtica abdominal (CAA) es predictora de eventos cardiovasculares. El objetivo de
este trabajo fue valorar la asociacion de la gamma glutamil transferasa (GGT) con presencia y progresion de CAA y los
cambios en densidad mineral 6sea (DMO) en columna lumbar y cuello femoral.

Material y métodos: se seleccionaron 326 hombres y mujeres mayores de 50 afios que realizaron un cuestionario, dos
radiografias laterales dorso-lumbares y DMO, repitiendo a los 4 afios las mismas pruebas y un estudio analitico.

Resultados: la presencia y progresion de CAA (nuevas o mayor severidad) fue inferior en el cuartil 1 (Q1) de GGT respecto a los
otros cuartiles (40 % vs. 58 %, p = 0,021; 24 % vs. 44 %, p = 0,022). Comparado con Q1, el andlisis de regresion logistica ajus-
tado por confusores mostré que los Q2 y Q4 se asociaron con aumentos en la presencia de CAA [odds ratio (OR) = 2,53, interva-
lo de confianza del 95 % (IC 96 %) = (1,22-5,25) y OR = 3,04, 1C 95 % = (1,36-6,77)] y Q2, Q3 y Q4 se asociaron con aumentos
Palabras Iclave:_l en progresion de CAA [OR = 2,24, IC 95 % = (1,07-4,67); OR = 2,35, 1C 95 % = (1,09-5,07) y OR = 3,47, 1C 95 % = (1,56-7,70)].
Gamna glutami El andlisis multivariante por sexos mostré que tanto en hombres como mujeres el Q4 de GGT se asocié con progresion de CAA

transferasa.

Calcificacion [OR =3,27,1C95 % = (1,14-9,36) y OR = 3,26, IC 95 % = (1,03-10,29) respectivamente] y en mujeres con mayores pérdidas de
ggg‘(‘)ﬁinal DMO a nivel lumbar. No hubo efecto con respecto a la prevalencia de CAA.

Poblacién Conclusiones: valores elevados de GGT podrian ser un indicador de presencia y progresion de CAA en poblacién mayor
g‘:’;‘:fj; 4 minera  de 50 afios. De forma separada por sexo, los mayores niveles de GGT se asociaron con progresion de CAA, siendo un mar-
osea. cador pronostico de dafio cardiovascular.

Recibido: 01/06/2023 ¢ Aceptado: 01/08/2023

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener conflictos de intereses.

Financiacion: este articulo original ha sido financiado con una beca de movilidad FEIOMM 2022 a
nombre de Beatriz Martin Carro.
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INTRODUCCION

La calcificaciéon vascular es un proceso por el que las
células de musculo liso vascular se desdiferencian a os-
teoblastos y se forma hueso en un lugar donde no co-
rresponde. La calcificacion vascular constituye un im-
portante problema de salud publica que ira
aumentando como consecuencia del envejecimiento
poblacional. Datos propios derivados del estudio euro-
peo sobre osteoporosis vertebral estimaban una pre-
valencia de calcificaciéon aértica abdominal en pobla-
cion general mayor de 50 afios de un 38 %, mas
frecuente en el hombre (46 %) que en la mujer (30 %)
(1). La aorta abdominal es uno de los primeros lechos
vasculares donde se observa la calcificacion ateroscle-
rética, que a menudo precede al desarrollo de la calci-
ficacion de la arteria coronaria (2,3). La calcificaciéon
aodrtica abdominal contribuye a la rigidez arterial y es
un fuerte predictor de eventos cardiovasculares y mor-
talidad (4).

Muchos factores clasicos se han relacionado con la cal-
cificacion adrtica abdominal entre los que destacan la
edad, hipertensién arterial, habito tabaquico, hiperli-
pidemia, diabetes mellitus, sobrepeso, entre otros,
pero es dificil disponer de un biomarcador que nos
ayude a valorar la presencia de calcificacion adrtica ab-
dominal antes de que sus consecuencias empiecen a
manifestarse. La gamma glutamil transferasa (GGT) es
una enzima que se ha utilizado como marcador de en-
fermedades hepatobiliares y del consumo de alcohol,
pero también es sabido que los niveles séricos de GGT
representan un verdadero marcador de enfermedad
cardiovascular aterosclerética. Estudios previos han
mostrado que los niveles séricos de GGT, incluso den-
tro del rango normal, se asocian con factores de riesgo
aterosclerdticos y son predictores de futuras cardiopa-
tias, hipertensién, accidentes cerebrovasculares, sin-
drome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2 (5-8).

Un metaanalisis mostré una relacién entre GGT y la
incidencia de eventos cardiovasculares independiente-
mente del consumo de alcohol (9). Varios estudios se
han realizado sobre calcificacion aértica coronaria y
niveles séricos de GGT, pero en cohortes transversales
(10-13), por lo que se hace necesario algun estudio que
ademas de confirmar estos hallazgos en la aorta abdo-
minal y en nuestro entorno geografico, sean capaces
de demostrar si no causalidad una asociacion mas ro-
busta que la encontrada en los estudios anteriormente
mencionados por su caracter transversal. Por tanto, el
objetivo de este estudio fue valorar la capacidad pre-
dictiva de la GGT en la prevalencia y progresién de la
calcificacion adrtica abdominal y en los cambios en
densidad mineral 6sea (DMO) en columna lumbar y
cuello femoral en poblacién general no seleccionada
de hombres y mujeres mayores de 50 afos.

B. MARTIN CARRO ET AL.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realizé con datos pertenecientes a un
proyecto europeo disefiado para conocer la prevalen-
cia de fractura vertebral (European Vertebral Osteopo-
rosis Study - EVOS) (14), del que participé la Unidad de
Gestion Clinica de Metabolismo Oseo del Hospital Uni-
versitario Central de Asturias.

Se seleccionaron aleatoriamente del registro munici-
pal de Oviedo 308 hombres y 316 mujeres mayores de
50 afios. El protocolo al que hace referencia este estu-
dio consistio en la cumplimentacién de un cuestiona-
rio sobre factores de riesgo relacionados con osteopo-
rosis, dos radiografias laterales dorso-lumbares (el
estudio radiografico no se completd solo en 2 casos),
recogida de mediciones antropométricas como altura
y peso para determinar el indice de masa corporal
(IMCQ). Todos los sujetos tenian suficiente capacidad
ambulatoria para subir dos pisos sin ascensory el 99 %
vivia en su propio domicilio.

A los 4 afios se les invit6 a repetir el estudio radiolégi-
co, mediciones antropométricas, un cuestionario sobre
factores de riesgo de osteoporosis y un estudio bioqui-
mico. En el segundo control participaron 402 sujetos
(213 mujeres y 189 hombres). Se dispuso de todos los
datos al inicio y a los 4 afios en 326 sujetos.

EVALUACION DE LA PROGRESION
DE CALCIFICACION VASCULAR

La calcificacion aodrtica abdominal fue evaluada por
2 investigadores independientes y se definié y clasifico
en grado 0 (ausente), grado 1 (leve-moderada) y grado 2
(severa). Calcificaciones aisladas puntiformes, una
calcificacion lineal visible en menos de 2 cuerpos ver-
tebrales o una placa densa calcificada se definié como
calcificacion leve-moderada (1). La presencia de una
calcificacion lineal visible a lo largo de al menos
2 cuerpos vertebrales y/o la presencia de dos o mas
placas densas calcificadas se definié como calcifica-
cion severa. El grado de concordancia intra e inter
observador en el andlisis de las radiografias fue del
92 % y 90 %, respectivamente, con un coeficiente Ka-
ppa de 0,78 y 0,73, datos que indican una buena re-
producibilidad (1).

La progresion de la calcificacion adrtica se determind
comparando las radiografias realizadas en el inicio
con las realizadas a 4 afios. Se definié como “progre-
sion” de calcificacion adrtica cuando coexistié au-
mento de magnitud de la calcificacién adrtica basal a
la par que aparicion de nuevas calcificaciones compa-
rando las radiografias del inicio con las realizadas
4 afios mas tarde.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(3):93-99 |
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EVALUACION DENSITOMETRICA

La DMO se midié con un densitémetro Hologic® QDR-
1000 DXA (Hologic Inc., Waltham, MA). En todos los
casos, se analizaron la columna lumbar antero-poste-
rior (L2-L4) y la densidad de fémur derecho. Para la
evaluacion de la DMO lumbar, se excluyeron 4 sujetos
con artrosis degenerativa marcada. Los coeficientes de
variacién (CV) fueron de 1,2 % y 1,9 % respectivamen-
te (1). El control de precisién y calidad fue realizado
diariamente con un phantom de columna lumbar, con
el que se obtuvo un CV de 0,0 + 0,1 %. En el cuarto afo
se determiné la DMO en las mismas areas utilizadas en
el primer estudio, el porcentaje de cambio entre am-
bas mediciones fue utilizado para evaluar los cambios
en DMO.

ANALISIS BIOQUIMICO

En el estudio basal no se realizé estudio bioquimico. A
los 4 afios, se tomd una muestra de sangre y orina en
ayunas a cada sujeto participante en el estudio. Una vez
separado el suero, este Ultimo y la orina, se mantuvie-
ron congeladas a -80 °C hasta su cuantificacion. Se mi-
dio calcio, creatinina, fésforo, fosfatasa alcalina total,
gamma glutamil transferasa (GGT) y fosfatasa acido tar-
trato resistente sérica utilizando un autoanalizador (Hi-
tachi Mod. 717, Ratigen, Alemania). Los niveles séricos
de calcidiol (250HD) se determinaron mediante extrac-
cién previa con acetonitrilo (IDS, Ltd., Bolton, Reino
Unido), cuyos coeficientes de variaciéon (CV) intra e inte-
rensayo fueron respectivamente del 5,2 % y del 8,2 %.

Los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D se midieron
por radioinmunoensayo (IDS, Ltd.); Los CV intra e inte-
rensayo fueron 6,5 % y 9 %, respectivamente. Los ni-
veles PTH intacta y osteocalcina se midieron por ra-
dioinmunoensayo (Instituto Nichols, San Juan de
Capistrano, CA); los valores de CV intra e interensayo
fueron 2,6 % y 5,8 % para PTHy 4,5 % y 5,1 % para
osteocalcina, respectivamente.

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

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos se llevé a cabo utilizando la ver-
sion 25.0 de SPSS para Windows. Las variables cuanti-
tativas se analizaron mediante t de Student para las
que tenian distribucion normal y U de Mann-Whitney
para las que tenian distribucién no normal. Las varia-
bles cualitativas se analizaron por chi-cuadrado.

Se realizé analisis multivariante de los cuartiles de GGT
con presencia de calcificaciones aodrticas abdominales 'y

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(3):93-99 |

con progresién y/o aparicion de nueva calcificacion
aortica abdominal utilizando regresién logistica ajus-
tando por edad, sexo, IMC, habito tabaquico e ingesta
de alcohol.

Se realizé igualmente andlisis multivariante de los ni-
veles mas elevados de GGT (cuartil 4, los otros 3 se
agruparon en 1) respecto a los cambios en DMO utili-
zando regresion lineal logistica ajustando por edad,
sexo, IMC, habito tabaquico e ingesta de alcohol.

RESULTADOS

La tabla | muestra las caracteristicas clinicas, datos an-
tropométricos y valores bioquimicos diferenciados en
hombres y mujeres. La edad media fue similar
(68 afos) con un IMC superior en las mujeres. En los
hombres, la densidad mineral 6sea (DMO) a nivel de
columna lumbar y cuello femoral, el habito tabaquico
y la ingesta semanal de unidades de alcohol >7 fue
muy superior a la encontrada en mujeres, al igual que
la prevalencia y la progresion de calcificacién adrtica
abdominal. De los parametros bioquimicos destacé
una creatinina sérica superior en hombres, asi como
niveles séricos de calcidiol y de GGT. Por el contrario,
en mujeres fueron mas elevados los niveles séricos de
fésforo, PTH y osteocalcina.

Para poder categorizar el efecto que GGT podria tener
sobre la calcificacion adrtica abdominal, se dividieron los
niveles séricos de GGT en cuartiles. A nivel global, la pre-
sencia y progresion de calcificacion aortica abdominal
(nuevas calcificaciones adrticas abdominales o aumento
en severidad respecto al basal) fue significativamente in-
ferior en el cuartil mas bajo de GGT respecto a los otros
cuartiles (40 % vs. 58 %, p=0,021; 24 % vs. 44 %,
p =0,022) (Tabla Il). Comparado con el cuartil mas bajo
de GGT (referencia), el andlisis de regresion logistica ajus-
tado por edad, IMC, sexo, habito tabaquico e ingesta de
alcohol mostré que los cuartiles 2 y 4 se asociaron con
aumentos en la presencia de calcificacion adrtica abdo-
minal [odds ratio (OR) = 2,53, intervalo de confianza del
95 % (IC 95 %) =(1,22-5,25) y OR=3,04, IC 95 % =
(1,36-6,77)] y que los cuartiles 2, 3 y 4 se asociaron con
aumentos en la progresion de calcificacion adrtica abdo-
minal [OR =2,24, IC 95 % =(1,07-4,67); OR =2,35,
IC 95 % =(1,09-5,07) y OR = 3,47, 1C 95 % = (1,56-7,70)].

Dado el posible efecto del consumo de alcohol sobre
los niveles de GGT, se analizaron las asociaciones sepa-
radamente por sexo. De forma univariante no hubo
una clara tendencia de la prevalencia y progresion de
calcificacion aértica abdominal en funcién de los nive-
les de GGT por cuartiles (Tabla Ill). Sin embargo, el ana-
lisis de regresion logistica separadamente por sexos y
ajustado por edad, IMC, habito tabaquico e ingesta
alcohdlica mostré que tanto en hombres como muje-
res los valores mas elevados de GGT (cuartil 4) se aso-
ciaron con la progresion de calcificacion aortica abdo-
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minal [OR =3,27, IC 95 % =(1,14-9,36) y OR = 3,26,
IC 95 % =(1,03-10,29) respectivamente]. No hubo
efecto con respecto a la prevalencia de calcificacion
aortica abdominal.

Ya que los niveles de GGT se asocian independiente-
mente con la progresién de calcificacion aértica abdo-
minal en ambos sexos y teniendo en cuenta la asocia-
cion entre el proceso de calcificacion y la desmi-
neralizaciéon 6sea, se analizaron los cambios en DMO
entre las dos visitas. Se observé que, a nivel lumbar y
solo en mujeres, los niveles séricos mas elevados de
GGT (cuartil 4) tenian mayores pérdidas de DMO res-
pecto a los otros tres cuartiles de GGT agrupados con-
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juntamente (Tabla 1V). El andlisis de regresién lineal
ajustado por edad, IMC, habito tabaquico e ingesta de
alcohol mostro que el cuartil con los niveles séricos ma-
yores de GGT se asocio significativamente con los cam-
bios en DMO a nivel lumbar (coeficiente beta estanda-
rizado = 0,245, p = 0,004). En el cuello femoral no se
encontraron diferencias significativas en las mujeres, si
bien la tendencia fue la misma (p = 0,090). En los hom-
bres no encontramos ningun efecto en los dos seg-
mentos 6seos analizados (Tabla 1V). Con el resto de
segmentos 6seos disponibles (trocanter, cadera total o
tridngulo de Ward) tampoco se encontraron asociacio-
nes con los niveles séricos de GGT, ni en hombres ni en
mujeres (datos no mostrados).

IELERR
Variables Hombre Mujer p-valor
(n =160) (n = 166)
Edad (afios) 68+ 9 68 + 8 0,526
IMC (kg/cm?) 27,7+3,5 28,6 +4,5 0,048
DMO lumbar (g/cm?) 1,020 + 0,159 0,860 + 0,155 < 0,001
DMO cadera (g/cm?) 0,804 0,122 0,694 £0,116 < 0,001
Alcohol > 7 unidades/semana (N/%) 92 (57,5 %) 15 (9,4 %) < 0,001
Fumar actualmente (N/%) 51 (32,0 %) 7 (4,4 %) < 0,001
Prevalencia CAA (N/%) 96 (60,0 %) 66 (39,8 %) < 0,001
Progresion CAA (N/%) 68 (42,5 %) 52 (31,3 %) 0,022
Calcio (mg/dL) 9,41 +0,34 9,40 + 0,36 0,687
Fosforo (mg/dL) 3,31 +0,46 3,61+0,42 < 0,001
Creatinina (mg/dL) 1,10 (1,01-1,21) 0,90 (0,684-1,00) < 0,001
PTH (pg/mL) 44 (36-60) 52 (38-66) 0,014
Calcidiol (ng/mL) 17 (11-23) 13 (9-20) < 0,001
Osteocalcina (ng/mL) 5.1 (4,0-6,1) 6,3(4,9-7,7) 0,007
GGT (Ul/L) 23,5(16,2-34,0) 15 (11,7-22,2) < 0,001
Tabla II.
Niveles séricos de gamma glutamil transferasa (GGT) en UI/L
Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4 p-valor
(<13) (13-18) (18-29,25) (> 29,25)
Prevalencia CAA (N/%) 36 (40,0 %) 43 (62,3 %) 38 (51,4 %) 45 (59,2 %) 0,021
Progresion CAA (N/%) 17 (24,3 %) 36 (40,9 %) 30 (41,1 %) 37 (48,7 %) 0,022

En cada cuartil se representa el nimero y porcentaje de individuos con prevalencia y progresion de CAA.
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Tabla Ill.
Niveles séricos de gamma glutamil transferasa (GGT) en UI/L
Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4
p-valor
(< 16,25) (16,25-23,5) (23,5-34) (> 34)
Prevalencia CAA (N/%) 24 (60,0 %) 24 (64,9 %) 21 (60,0 %) 27 (67,5 %) 0,918
Sexo masculino
Progresion CAA (N/%) 13 (33,3 %) 18 (48,6 %) 14 (41,2 %) 23 (59,0 %) 0,134
Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4
p-valor
(< 11,75) (11,75-15) (15-22,25) (> 22,25)
Prevalencia CAA (N/%) 14 (35,0 %) 18 (38,3 %) 15 (50,0 %) 19 (46,3 %) 0,537
Sexo femenino
Progresion CAA (N/%) 10 (25,0 %) 16 (34,0 %) 10 (33,3 %) 16 (39,0 %) 0,603
En cada cuartil se representa el nimero y porcentaje de individuos con prevalencia y progresion de CAA.

Tabla IV.
Cuartil 1-3 Cuartil 4 |
-valor
(< 34) (> 34) ¥
% cambio DMO lumbar -1,43 £4,10 -0,27 +5,97 0,229
Sexo masculino
% cambio DMO cuello femoral 0,16 + 4,40 -0,56 + 4,12 0,108
Cuartil 1 Cuartil 4
p-valor
(= 22,25) (> 22,25)
% cambio DMO lumbar 1,23 £ 4,60 -1,34 £ 6,21 0,012
Sexo femenino
% cambio DMO cuello femoral 1,35 + 4,64 -0,10 £3,78 0,090

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran una clara
asociacién de los niveles séricos de GGT y la calcifica-
Cién adrtica abdominal en una cohorte de hombres y
mujeres de una edad media de 68 afios, como ya se
habia objetivado en otros estudios en calcificacion
aortica coronaria (10-13). El andlisis separadamente
por sexos mostré que en ambos sexos el cuartil mas
elevado de GGT se asoci6 con la progresion de calcifi-
cacion (mas de 3 veces) que agrupa a las nuevas calci-
ficaciones y a la progresion en la severidad de las ya
existentes. Otros autores también han observado que
la GGT se asocié independientemente con la calcifica-
cién aodrtica coronaria solo en mujeres, pero no en
hombres (11). Sin embargo, otros autores encuentran
en ambos sexos esa asociacion (10,13) o solo en hom-
bres (12). Todos estos trabajos proceden de estudios
transversales, pero no de seguimiento como seria en
nuestro caso la progresion de la calcificaciéon aoértica
abdominal.
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La aterosclerosis podria ser un paso previo a la calcifi-
cacién vascular y es bien conocida la relacion entre la
GGT y la aterosclerosis, pero los mecanismos exactos
no estan dilucidados (15). Hay algunos mecanismos
propuestos. El primer mecanismo es que la GGT esté
relacionada con muchos de los factores de riesgo ate-
roscleréticos. Estudios previos mostraron que los nive-
les séricos de GGT estaban relacionados con hiperten-
sion, sindrome metabdlico y diabetes mellitus (8,16-18)
y que aumentan en la resistencia a la insulina (19). El
segundo mecanismo propuesto es que la GGT es un
biomarcador de estrés oxidativo. A nivel fisiolégico, la
GGT actia como un catalizador proteico en la degra-
dacion de glutation, el principal antioxidante tiol del
cuerpo, por tanto podria ser considerado un marcador
proaterogénico (20). El tercer mecanismo propuesto es
la inflamacién crénica subclinica. Estudios previos de-
mostraron una relacion entre niveles de GGT y niveles
de PCR (21,22). Sabemos que la inflamaciéon es un
mecanismo importante en todas las etapas de la enfer-
medad cardiovascular (23). GGT media la interco-
nversion del mediador inflamatorio leucotrieno C4
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que contiene glutatién en leucotrieno D4 (24). El cuarto
mecanismo propuesto es la capacidad directamente
aterogénica de GGT. Algunos estudios identificaron
GGT enzimaticamente activa en el ateroma coronario y
carotideo en el momento de la aterectomia quirurgica
(25,26). Se ha propuesto que la GGT puede participar en
la progresion de la enfermedad al modular uno o mas
de los procesos sensibles a redox involucrados en la ate-
rosclerosis (20,25).

No solo se ha encontrado asociacion entre los niveles
séricos de GGT vy calcificacion aortica coronaria. Varios
trabajos también han asociado los niveles séricos de
GGT asociados con calcificaciéon valvular (27,28). El pa-
pel de la GGT en el equilibrio tisular de calcio se estudié
previamente por Niida y colaboradores (29), quienes
demostraron que una sobreexpresion de GGT en rato-
nes transgénicos acelerd la reabsorcion 6sea y causoé os-
teoporosis, probablemente estimulando el receptor ac-
tivador del ligando kappaB del factor nuclear (RANKL)
(30). En mujeres en nuestro estudio si que los valores
mas elevados de GGT también se asociaron con mayores
pérdidas dseas a nivel lumbar, con una tendencia, aun-
que no significativa a nivel del cuello femoral. Tal vez el
hecho de mirar calcificaciones aérticas en la zona proxi-
ma a la columna haya contribuido a una ausencia de
relaciéon con otro segmento éseo como la cadera, si con-
sideramos acertada la teoria de que una mayor desmi-
neralizacién 6sea conduce a una mayor calcificacion (1).
Habria que haber observado la calcificacion femoral
para ver si esta se asociaba o no con los cambios en
DMO a nivel femoral. En los hombres, no pudo obser-
varse ningun efecto probablemente por esa mayor ten-
dencia a la osteoporosis en el caso del sexo femenino.

Este estudio presenta varias limitaciones. En primer lu-
gar, la determinacion sérica de GGT solo se realizé en el
segundo corte transversal lo que limita las asociaciones
encontradas. En segundo lugar, otra posible limitacion
de este estudio es que la calcificacion aortica puede es-
tar superpuesta o yuxtapuesta con las vértebras lumba-
res y conducir a aumentos en los valores de DMO, no
debidos a cambios reales en masa 6sea. Sin embargo,
este hecho no limitaria nuestros resultados, al contra-
rio, los reforzaria ya que la superposicion de las calcifi-
caciones aumentaria, pero no disminuiria, la DMO, re-
duciendo la asociacién real entre la progresion de las
calcificaciones vasculares y la disminucién de DMO
como algunos estudios sugieren (1). Por otro lado, la
evaluacion de la calcificacion vascular fue realizada por
radiologia simple y no por técnicas mas sensibles. Tam-
bién es posible que algunas de las personas que acudie-
ron al segundo control a los 4 afios, lo hubieran hecho
al encontrarse en peor condicion fisica respecto a los
que no acudieron al mismo, si bien no se encontraron
sesgos claros de seleccion (31).

A pesar de estas limitaciones, el estudio tiene también
importantes fortalezas como fue la adecuada respuesta
de los sujetos que participaron en el estudio tanto a ni-
vel basal (50 %) (32), como a los 4 aios del periodo de
seguimiento (70 %). El grado de reproducibilidad entre
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los observadores para la valoracién de la calcificacion
vascular avala su uso como criterio diagnéstico. Por ulti-
mo, a diferencia de otros trabajos, este estudio fue
prospectivo y no transversal como la mayoria de los que
han podido referenciarse. Esto refuerza la validez de los
resultados encontrados y su mayor grado de asociacién.

A modo de resumen podemos afirmar que los niveles
elevados de GGT se asociaron con la presencia y progre-
sion de calcificaciéon aortica abdominal y en mujeres con
mayores pérdidas de DMO a nivel lumbar. De forma se-
parada por sexos, los valores mas elevados de GGT se
asociaron con la progresion de calcificacion adrtica ab-
dominal lo que confirma la utilidad de este marcador
como factor de riesgo de dafo cardiovascular con inde-
pendencia del sexo y del consumo de alcohol.
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Resumen

Introduccion y objetivo: el objetivo fue valorar la relevancia de variables no contenidas en el FRAX sobre la incidencia de
fractura osteopordtica.

Material y métodos: participaron 316 mujeres > 50 afios sequidas 8 afios. Se evaluaron variables que recoge FRAX (edad,
IMC, fractura previa, antecedentes parentales de fractura de cadera, habito tabaquico, glucocorticoides, DMO cuello femo-
ral) y que no recoge (edad de menarquia, menopausia, afios fértiles y nuliparidad).

Resultados: edad y antecedentes parentales de fractura de cadera se asociaron con fractura de cadera, pero también edad
de menopausia y afos fértiles. La edad [odds ratio (OR) = 1,09, Intervalo de confianza del 95 % (IC 95 %) = (1,01-1,17)] y
edad de menopausia [OR = 0,90, IC 95 % = (0,82-0,99)] se asociaron con fractura de cadera tras analisis multivariante
ajustado por edad e IMC. IMC, DMO en cuello femoral y nuliparidad se asociaron con fractura de Colles. En el analisis
multivariante, solo nuliparidad se asocié con fractura de Colles [OR = 4,59, IC 95 % = (1,59-13,26)]. La fractura mayor

Palabras dave osteopordética se asoci6 significativamente con antecedentes parentales de fractura de cadera, nuliparidad y afios fértiles.
ve:

FRAX. Fractura En el analisis multivariante, antecedentes parentales de fractura de cadera [OR = 3,26, 1C 95 % = (1,23-8,61)], nuliparidad
mayor [OR = 3,07; IC 95 % = (1,48-6,37)] y afios fértiles [OR = 0,92, IC 95 % = (0,87-0,98)] se asociaron con fractura mayor
osteoporética. g

Fractira de osteoporética.

cadera. Conclusiones: de las variables del FRAX, edad y antecedentes parentales de fractura de cadera se asociaron con inciden-
v;:giﬂ';'sa' cia de fractura mayor osteoporética y de cadera, pero otrfas variables gin(?colégicas tuyieron un peso similar, lo que sugie-
ginecolégicas. re que deben ser tenidas muy en cuenta a la hora de realizar la anamnesis de las pacientes.
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¢DEBERIA LA HERRAMIENTA FRAX TENER EN CUENTA OTRAS VARIABLES

PARA EVALUAR LA FRACTURA OSTEOPOROTICA POR FRAGILIDAD?

INTRODUCCION

A pesar de existir un amplio arsenal terapéutico y de
disponer de la densitometria 6sea, muchos pacientes
con riesgo de fractura osteoporética por fragilidad no
se diagnostican ni se tratan. En 2019, se estimaba que
en nuestro pais 2.985.000 de personas tenian osteopo-
rosis, correspondiendo un porcentaje del 79 % de las
mismas al género femenino. Del total de 1.827.000 mu-
jeres con diagnéstico de osteoporosis solo el 36 % re-
ciben tratamiento, existiendo una brecha en el mismo
del 64 % (1). Se estima que hasta el 80 % de las perso-
nas que han tenido, al menos, una fractura por fragili-
dad carece de diagndstico, no son correctamente iden-
tificadas y, por tanto, no reciben el diagnéstico ni el
manejo posterior que debieran.

La preocupacion por el manejo clinico de la osteoporo-
sis ha estimulado el desarrollo de procedimientos para
evaluar el riesgo de fractura, utilizando los principales
factores de riesgo. Un grupo de expertos desarrollé un
instrumento denominado FRAX para identificar las per-
sonas con un mayor riesgo de fracturarse en el periodo
de 10 afos subsiguientes a la evaluacién, combinando
los principales factores de riesgo de fractura, incorpo-
rando la densidad mineral 6sea (DMO) cuando estuvie-
ra disponible (2). Entre los factores relacionados con las
fracturas, la DMO disminuida ha sido identificada como
el principal factor de riesgo por su intima relacion con la
resistencia 6sea. Se han identificado otros factores que
también contribuyen de forma significativa al riesgo de
fractura. Entre ellos, destacan: los antecedentes familia-
res e historia personal de fracturas por fragilidad, el
bajo peso corporal, el habito de fumar y la edad que,
como es sabido, es uno de los predictores de fractura
independientes de la DMO mas importantes.

No obstante, debemos admitir que el FRAX no es una
herramienta perfecta y, desde su nacimiento, se le
achacan algunos defectos, como no haber contado
con algunos factores de riesgo ampliamente tratados
en la literatura como la DMO de columna, marcadores
6seos, consumo de benzodiacepinas o antecedente de
riesgo de caida (3-7). Por tanto, el objetivo de este tra-
bajo fue valorar si variables no contenidas en este al-
goritmo, como algunas ginecolégicas, deberian ser
tenidas en cuenta en funcion de su efecto sobre la
fractura por fragilidad.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron aleatoriamente del registro munici-
pal de Oviedo 316 mujeres mayores de 50 afios que
habian participado en el estudio EVOS cuyo protocolo
inicial se disené para conocer la prevalencia de fractu-
ra vertebral a nivel europeo. También se les hizo cum-
plimentar un cuestionario administrado, disefiado es-
pecificamente para el estudio EVOS que tuvo un buen
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indice de reproducibilidad (8,9). Este cuestionario con-
tenia preguntas sobre variables clinicas: peso y altura
para calcular el indice de masa corporal (IMC), factores
de riesgo relacionados con la osteoporosis como frac-
tura previa, antecedentes parentales de fractura de
cadera, habito tabaquico y glucocorticoides mas de
3 meses. Por otra parte, se analizaron otras variables
como edad de menarquia, edad de menopausia, afios
fértiles y nuliparidad. En esta cohorte también se de-
terminé la DMO en cuello femoral.

Esta cohorte fue sequida de forma prospectiva durante
8 aflos mediante 4 cuestionarios postales con objeto de
conocer la incidencia de fractura osteoporética no verte-
bral durante dicho periodo. Todas las fracturas osteopo-
réticas (cadera, Colles, humero, costilla, pelvis y tibia),
excluidas las de craneo y extremidades, fueron confirma-
das mediante radiografia o informe médico. El total de
personas que participaron en el tltimo seguimiento fue
de 223, con un porcentaje de participacion al octavo afio
de seguimiento del 81,3 % (excluyendo los fallecimien-
tos), siendo los porcentajes de los 3 seguimientos posta-
les previos del 87,1; 87,5y 82,4 % respectivamente.

EVALUACION DENSITOMETRICA

La DMO en el cuello de fémur se midié con un densito-
metro Hologic® QDR-1000 DXA (Hologic Inc., Wal-
tham, MA). El coeficiente de variacion (CV) fue del
1,9 % (10). El control de precisién y calidad fue realiza-
do diariamente con un phantom de columna lumbar,
con el que se obtuvo un CV de 0,0 £ 0,1 %.

Todos los estudios realizados siguieron los principios
enunciados en la declaracion de Helsinki y fueron for-
malmente aprobados por el Comité Etico de Investiga-
cion Clinica Regional del Principado de Asturias.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos se llevé a cabo utilizando la ver-
sién 25.0 de SPSS para Windows. Las variables cuanti-
tativas se analizaron mediante t de Student. Las varia-
bles cualitativas de analizaron mediante chi cuadrado.

Para analizar, a nivel multivariante, el efecto de los dis-
tintos factores de riesgo que utiliza o no utiliza FRAX
en su calculo sobre la incidencia de fractura osteopo-
rética no vertebral se utilizé regresion logistica ajusta-
da por edad e IMC.

RESULTADOS

En la tabla | se muestran las caracteristicas clinicas ba-
sales de las variables utilizadas por la herramienta
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FRAX y otras que este algoritmo no contempla como la
edad de menarquia y menopausia, afos fértiles y nuli-
paridad. La edad media fue de 65 afos con un
IMC 28,6 kg/m?. La DMO en cuello femoral (0,683 g/cm?)
se encontrd en el rango de lo observado para pobla-
cién espafola entre 60-69 afios que fue de 0,694 g/cm?.
Los antecedentes parentales de fractura de cadera
fueron del 7,7 % y la prevalencia de fractura previa no

Tabla I.
Mujeres
Caracteristicas clinicas a estudio

(n =316)
Edad (afios) 65,3 +9,0
IMC (kg/m?) 28,6 +4,3
DMO cuello femoral (g/cm?) 0,683 + 0,108
Antecedentes parentales de fractura de cadera
(N, %) 240.7%)
Fractura no traumatica previa (N, [%]) 64 (20,4 %)
Ingesta de glucocorticoides (N, [%]) 27 (8,5 %)
Fumar actualmente (N, [%]) 15 (4,7 %)
Edad de menarquia (afios) 14,0+2,0
Edad de menopausia (afos) 48,8 +4,9
Afos fértiles (afios) 34,8 £5,2
Nuliparidad (N, [%]) 55 (17,5 %)

C. GOMEZ ALONSO ET AL.

traumatica fue de un 20 %. Menos del 10 % (8,5 %)
habian tomado corticosteroidesy 4,7 % de las mujeres
eran fumadoras. Respecto a las variables ginecolégicas
y obstétricas destaca una menarquia de 14 afios, me-
nopausia de 48,8 afios y 34,8 afios de afos fértiles. Un
17,5 % de las mujeres no habian quedado nunca em-
barazadas (nuliparidad).

A nivel univariante, de las variables que se utilizan
para construir el algoritmo FRAX solo la edad y los an-
tecedentes parentales de fractura de cadera se asocia-
ron de forma significativa con la incidencia de fractura
de cadera, pero también se asociaron la edad de me-
nopausia y anos fértiles (Tabla Il). Destaca que entre
las mujeres fracturadas no habia ni ingesta de corticoi-
des ni habito tabaquico. El analisis multivariante ajus-
tado por edad e IMC solo mostré que la edad: [odds
ratio (OR) = 1,09, intervalo de confianza del 95 %
(IC 95 %) =(1,01-1,17)] y la edad de menopausia:
[OR = 0,90, IC95 % = (0,82-0,99)] se asociaron con frac-
tura incidente de cadera.

En el anélisis univariante, el IMC, la DMO en cuello
femoral y la nuliparidad se asociaron con la fractura
incidente de Colles (Tabla Ill). En el analisis multiva-
riante, solo la nuliparidad se asocié con fractura de
Colles: [OR = 4,59, IC95 % = (1,59-13,26)].

Para la incidencia de fractura mayor osteoporoética, en
el analisis univariante, se asociaron significativamente
los antecedentes parentales de fractura de cadera, nu-
liparidad y afos fértiles (Tabla 1V). En el analisis multi-
variante, tanto los antecedentes parentales de fractu-
ra de cadera: [OR = 3,26, IC 95 % = (1,23-8,61)], como
la nuliparidad: [OR = 3,07, IC 95 % = (1,48-6,37)], y los
anos fértiles [OR = 0,92, IC 95 % = (0,87-0,98)] se aso-
ciaron con fractura mayor incidente osteoporética.

Tabla .

Fractura incidente de cadera Si(n=11) No (n = 305) Valor de p
Edad (afios) 72,7+ 6,9 650+89 0,005
IMC (kg/m?) 26,7 +4,4 286+43 0,143
DMO cuello femoral (g/cm?) 0,632 + 0,062 0,684 + 0,108 0,174
Variables incluidas en el FRAX Antecedentes parentales de fractura de cadera (N, [%]) 3273 %) 21 (7,0 %) 0,044
Fractura no traumatica previa (N, [%]) 4(36,4 %) 60 (19,9 %) 0,245
Ingesta de glucocorticoides (N, [%]) 0(0,0 %) 27 (8,9 %) 0,752
Fumar actualmente (N, [%]) 0(0,0 %) 15 (4,9 %) 0,752
Edad de menarquia (afios) 14,0+1,7 14,0 +£2,0 0,996
Edad de menopausia (afios) 45346 489+49 0,015
Variables no incluidas en el FRAX
Afos fértiles (afios) 31,346 349+52 0,022
Nuliparidad (N, [%]) 3 (27,3 %) 52 (17,1 %) 0414
En cursiva se muestran los valores significativos entre ambos grupos.
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Tabla lIl.

Fractura incidente de Colles Si (n = 15) No (n = 301) Valor de p
Edad (afos) 65073 65,3+9,0 0,910
IMC (kg/m?) 26,2 + 3,1 28,7 +4,3 0,031
DMO cuello femoral (g/cm?) 0,627 + 0,045 0,685 + 0,109 0,008
Variables incluidas en el FRAX Antecedentes parentales de fractura de cadera (N, [%]) 3 (27,3 %) 21 (7,0 %) 0,082
Fractura no traumatica previa (N, [%]) 3 (25,0 %) 61 (20,5 %) 0,965
Ingesta de glucocorticoides (N, [%]) 2 (13,3 %) 25 (8,3 %) 0,373
Fumar actualmente (N, [%]) 0(0,0 %) 15 (5,0 %) 0,474
Edad de menarquia (afios) 143+25 14,0+2,0 0,602
Edad de menopausia (afios) 47,6 £6,9 48,8 + 4,8 0,353
Variables no incluidas en el FRAX
Anos fértiles (afos) 33,0+7,7 34,9 + 5,1 0,389
Nuliparidad (N, [%]) 7 (46,7 %) 48 (16,0 %) 0,002

En cursiva se muestran los valores significativos entre ambos grupos.

Tabla IV.

Fractura incidente de Colles Si (n = 36) No (n = 280) Valor de p
Edad (afios) 67,2 +8,7 65,1+9,0 0,175
IMC (kg/m2) 27,7+3,38 28,7+43 0,188
DMO cuello femoral (g/cm?) 0,653 + 0,074 0,686 + 0,110 0,147
Variables incluidas en el FRAX Antecedentes parentales de fractura de cadera (N, [%]) 6(16,7 %) 18 (6,5 %) 0,025
Fractura no traumatica previa (N, [%]) 9 (25,0 %) 55 (19,9 %) 0,472
Ingesta de glucocorticoides (N, [%]) 2 (5,6 %) 25 (8,9 %) 0,752
Fumar actualmente (N, [%]) 1(2,8 %) 14 (5,0 %) 0,472
Edad de menarquia (afios) 14,6 £2,2 13,9+2,0 0,075
Edad de menopausia (afios) 47,5 +5,7 49,0 + 4,8 0,091
Variables no incluidas en el FRAX
Afios fértiles (afios) 32,6 +6,0 35,1+5,0 0,009
Nuliparidad (N, [%]) 13 (36,1 %) 42 (15,1 %) 0,002
En cursiva se muestran los valores significativos entre ambos grupos.

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran la importancia
de algunas variables ginecolégicas no consideradas en
la elaboracion del algoritmo FRAX y que podrian tener
su peso especifico. Particularmente, destaca el efecto
protector del retraso en la edad de menopausia sobre
la incidencia de fractura de cadera o el efecto protec-
tor de los afios fértiles o del embarazo sobre la fractu-
ra mayor osteoporotica.
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Es claro que FRAX es un logro importante que ayuda a
los clinicos a identificar a las personas que necesitan
tratamiento para la osteoporosis y también a las per-
sonas que no lo necesitan. Ademas, es el Unico algorit-
mo que estd basado y validado en muchas cohortes
poblacionales con o sin DMO y disponible en diferen-
tes idiomas. Puede ser igualmente Gtil como criterio de
inclusion en el disefio de ensayos clinicos en los que la
fractura sea un objetivo, pero también presenta limi-
taciones bien reconocidas (11).
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Dentro de las limitaciones y las que aqui nos ocupan
podemos destacar que la herramienta FRAX no ha sido
validada en Espafia (12). Por otro lado, FRAX no incluye
variables que serian dificiles de obtener por parte de un
médico de atencién primaria como mediciones de acti-
vidad fisica, deficiencia de vitamina D, marcadores de
recambio 6seo o pérdida de masa 6sea. Otra variable
que no se considera son las caidas, a pesar de ser las
caidas un factor de riesgo bien reconocido de fractura
no vertebral, principalmente de fractura de cadera. El
hecho de no tenerse en cuenta como factor a conside-
rar es principalmente debido a la ausencia de métodos
de evaluacién estandarizados. Pudiera ser tal vez este
un motivo por el que nunca se consideraron las varia-
bles ginecolégicas en el algoritmo FRAX a pesar de te-
ner un peso especifico sobre el desarrollo de la fractura
osteoporotica por fragilidad (13). También es posible
que estas variables al circunscribirse solo al sexo femeni-
no obligarian a disponer de dos calculadoras separadas
por sexo, lo que podria resultar poco operativo.

Un estudio de nuestro entorno geografico mostré que
no todos los factores de riesgo incluidos en el FRAX
resultaron significativos al comparar mujeres fractura-
das con no fracturadas (14). De hecho, muestran signi-
ficacién la edad, la fractura previa y tener osteoporosis
en la densitometria basal, pero no asi el consumo exce-
sivo de alcohol, los glucocorticoides, la artritis reuma-
toide, el IMC bajo ni los antecedentes de fractura de
cadera en los padres, a pesar de ser considerados estos
dos ultimos factores de riesgo fuerte y muy fuerte en
el FRAX (14). En nuestro caso, el IMC se asoci6 solo con
fractura osteoporotica de Colles, asociacién que se
perdié en el analisis multivariante. Del mismo modo,
los antecedentes de fractura de cadera en alguno de
los padres se asociaron en los modelos univariantes
con fractura osteoporética de cadera y fractura mayor
osteopordtica, si bien a nivel multivariante solo se
mantuvo con la fractura mayor osteoporotica.

Hay autores que indican que la herramienta FRAX de-
beria incluir alguna variable ginecolégica como la me-
nopausia, tanto la edad a la que se produce como su
duracion (15). Con los resultados de nuestro estudio no
estamos cuestionando la utilidad de FRAX. Considera-
mos FRAX una herramienta de gran utilidad para valo-
rar aquellas personas con un riesgo alto de fractura por
fragilidad, pero seria interesante que los clinicos ade-
mas de FRAX tengan en cuenta estas variables ginecol6-
gicas al hacer el examen clinico a una paciente mayor
de 50 afios, ya que estas variables han mostrado una
asociacion con la incidencia de fractura osteoporotica
(13,16-20). En nuestro estudio, para la fractura de cade-
ra, el retraso de un afo en la menopausia disminuyé su
incidencia un 10 %, similar al incremento en su riesgo
(9 %) que tendria un afio de envejecimiento. De forma
similar, para la fractura mayor osteoporoética tener an-
tecedentes parentales de fractura de cadera se asocio
con un riesgo 3 veces superior, al igual que ocurre cuan-
do hay nuliparidad. Por cada afo fértil disminuyé el
riesgo de fractura mayor osteoporética un 8 %.

C. GOMEZ ALONSO ET AL.

Nuestro estudio presenta varias limitaciones. El cues-
tionario que contenia preguntas sobre factores de
riesgo de osteoporosis no fue auto administrado, sino
administrado por un entrevistador, lo que podria ha-
ber sesgado algunas respuestas de los participantes.
Algunas variables que recoge FRAX como artritis reu-
matoide, osteoporosis secundaria o ingesta alcohélica
no pudieron evaluarse dado el disefio del cuestionario.
Otra posible limitacién, pero inevitable, es el tiempo
transcurrido desde los cambios ginecolégicos hasta la
realizacién del estudio con la recogida de datos. Otra
limitacién podria ser el escaso numero de fracturas os-
teoporéticas incidentes, asi como el reducido nimero
de mujeres en la cohorte estudiada (n = 316).

A pesar de estas limitaciones, creemos que este estu-
dio posee también importantes fortalezas. Por un
lado, la cohorte analizada participd en el estudio
EVOS-EPOS, siendo el nuestro uno de los 5 centros que
completaron todas las directrices del estudio. Por otro
lado, la respuesta en los cuatro seguimientos postales
realizados durante 8 aflos de seguimiento mostré una
respuesta superior al 80 %, lo que ampliamente avala
la representatividad de la muestra analizada (21).

A modo de resumen, algunas variables ginecoldgicas
como edad de menopausia, aios fértiles y nuliparidad
deberian ser consideradas como factores de riesgo de
fractura por fragilidad en las anamnesis de las pacien-
tes. Estudios futuros deberian ayudar a clarificar si la
utilizacion de estas variables ginecolégicas junto con
el FRAX podria mejorar la capacidad predictiva de esta
herramienta tan ampliamente utilizada en la practica
asistencial.
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Abstract

Introduction: osteoarthritis is a chronic and progressive disease. It affects over 30 % of people older than 60. Osteoarthri-
tis is currently recognized as a multifactorial disease. Various conservative treatments are used in the management of knee
osteoarthritis (NSAIDs, analgesics, and intra-articular therapy). We conducted a randomized clinical trial to determine if a
10 g therapy of hydrolyzed collagen along with 100 mg fucoidan (Hydroidan pro, Acten, Switzerland) is more effective than
intra-articular therapies.

Methods: we divided patients into 3 groups. The first group received 23 g of ACTEN®, daily, for 3 months. The other groups
received a single intra-articular injection of hyaluronic acid (5 ml) or platelet-rich plasma (3 ml). We used the WOMAC scale,
the SF-12 scale, and the VAS for pain at baseline, and 4, 12, and 24 weeks later.

Results: we enrolled 108 patients with grade II-I1l knee osteoarthritis who underwent a 24-week follow-up study. The mean
age was 57 years (53-65). The three groups showed low scores in the WOMAC group (p < 0.001). The collagen with fucoid-
an group had lower WOMAC and VAS scores compared with the hyaluronic acid and platelet-rich plasma groups at 24
weeks (p < 0.001).

Conclusions: collagen along with fucoidan taken orally, daily, for 12 weeks seem to have better results in the WOMAC
and VAS scales compared with intra-articular therapies such as hyaluronic acid or platelet-rich plasma. Combined oral and
intra-articular therapies should be tried to determine their efficacy profile.
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INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA) is currently recognized as a multi-
factorial disease in which various factors can generate
and perpetuate damage to articular cartilage, with
the subsequent response of the synovial membrane
and subchondral bone. Knee OA has been regarded as
a purely mechanical condition, with the emphasis on
joint overloads associated with axis changes, traumatic
injuries, and multi-ligament instabilities. When chon-
dral extracellular matrix (ECM) is compromised, there
is less water retention and the tissue loses resistance,
resilience, and elasticity to compression, thereby in-
creasing damage to the surrounding tissue. Due to the
low rate of cell turnover and poor reparative capacity,
the cartilage fails to compensate for the damage sus-
tained (1,2). Regardless of the original cause of the
damage, synovial membrane fibroblasts respond by
secreting various cytokines and inflammatory factors
(IL-1, TNF-a, TGF-B, IL-8, among others) (3,4). These in-
flammatory factors remain present in the joint, re-
gardless of the corrective treatment of the original
cause of chondral damage (ligament stabilization,
fracture reduction, axe correction, etc.), being able to
maintain the progression of the damage (1,2,5).

Currently, various conservative treatments are used to
treat knee osteoarthrosis, including drug therapy with
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and an-
algesics (AAS, paracetamol). Also, natural products, like
glycosaminoglycans, chondroitin-sulfate, or collagen are
advised. Intra-articular therapy involves the restoration
of the usual biological properties, viscosity and elasticity,
and synovial fluid using hyaluronic acid, which regulates
various cellular activities and restores the properties of
synovial fluid. On the other hand, platelet-rich plasma
(PRP), that uses a high concentration of platelets (2 to 4
times higher), releases growth factors with chondrogenic
properties and anti-inflammatory cytokines.

The objective of this study is to determine if an oral
therapy based on 10 g of hydrolyzed collagen along
with 100 mg fucoidan (Hydroidan Pro, Acten, Switzer-
land)—a sulfated polysaccharide that comes from
some types of brown algae and has proven to help re-
duce inflammatory factors—effectively reduces symp-
toms of grade II-lll gonarthrosis on the Kellgren and
Lawrence scale compared with intra-articular hyal-
uronic acid, or intra-articular platelet-rich plasma.

MATERIALS AND METHODS

STUDY DESIGN AND ETHICAL ASPECTS

This was a prospective, longitudinal, analytical, ran-
domized, and single-blind study to assess the efficacy
profile of an oral therapy (10 g hydrolyzed collagen
along with 100 mg fucoidan, Hydroidan Pro, Acten,
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Switzerland) compared with intra-articular treatments
(hyaluronic acid and platelet-rich plasma) to treat knee
osteoarthritis. A digital app for randomization (https:/
www.randomizer.com) was used to allocate patients to
3 different groups. Following the center review board
approval (OR17-00016) patients were actively recruited
in the Department of Orthopedics and Traumatology. All
patients provided their prior written informed consent
to participate in the study. This study was conducted in
accordance with the World Medical Association Declara-
tion of Helsinki. The resources and funding to conduct
this study were provided by our hospital Department of
Orthopedics and Traumatology.

PARTICIPANTS AND STUDY SUBJECTS

From October 2017 through November 2019, we invit-
ed all patients aged between 40 and 90 years with diag-
nosed knee osteoarthritis (based on the American Col-
lege of Rheumatology criteria), a > 12-month history of
symptoms, and grade lI-lll osteoarthritis in the Kell-
gren-Lawrence classification to join our study. Exclusion
criteria included pregnant or breastfeeding woman,
rheumatoid arthritis, knee surgery or arthroscopy, use
of intra-articular steroids, hyaluronic acid, or plate-
let-rich plasma in the previous 9 months, cancer in the
past 5 years, glucosamine and chondroitin therapy in
the previous 6 months, smokers (20 or more packs of
cigarettes/year), alcohol users (50 or more grams/week),
comorbidities such as gout (uric acid of 6.8 mg/dL or
more), chronic renal disease (GFR < 60 mL/min/1.73 m?),
non-controlled diabetes mellitus (Hb1Ac >7 %), non-
controlled hypertension (> 120/>80 or more), or pa-
tients who were participating in different studies. Ex-
clusion criteria included a follow-up or missing a dose
of the oral treatment.

During recruitment period from October 2017 through
November 2019, a total of 301 patients were sched-
uled to evaluate the clinical and radiographic criteria.
However, 190 patients were ineligible (78 patients,
Hb1Ac >7; 34 patients, BP > 120/> 80; 32 patients:
Kellgren-Lawrence grade | or IV; 31 patients on steroid
therapy 9 months prior; 10 patients on glucosamine or
chondroitin therapy 6 months prior; 5 patients with a
history of cancer in the past 5 years); and 3 patients
refused to participate in the study. A total of 108 pa-
tients were included in the study in 3 groups: group 1:
n =36, group 2: n =36, and group 3: n =36. No pa-
tients were lost or excluded at the follow up.

No differences were observed for any demographic or
clinical outcome variable.

The baseline characteristics included age, biological sex,
height, weight, BMI, Kellgren-Lawrence grade and
knee. The baseline score of the three groups showed no
statistically significant differences. The mean age was
57 (53-65) years. Twenty-six patients (24.1 %) were men
and eighty-two (75.9 %) were women. The mean body
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mass index was 30.9 + 5.4 kg/m?, being most patients
ranked as grade | obesity. A total of 46 patients (42.6 %)
were grade Il according to the Kellgren-Lawrence scale
while 62 (57.4 %) were grade lIl. A total of 45 (41.7 %)
had more pain in their right knee and 63 (58.3 %) in
their left knee (Table I and Fig. 1).

This study proposed a 1:1:1: randomization into the
3 groups. A correlative identification number was giv-
en after the informed consent was signed. The pa-
tients enrolled were assigned to one of three groups
(group 1, collagen-fucoidan; group 2, hyaluronic acid,
and group 3, platelet-rich plasma). Patients were ran-
domized by a staff member from our hospital who
wasn’t engaged in this study.

Group 1 (hydrolyzed collagen plus 100 mg of fucoidan,
Hydroidan Pro, Acten, Switzerland) received a single

Table I.

Sex (n [ %])

Men 26 (24.1 %)
Women 82 (75.9 %)
Age 57 (53-65)
BMI n (SD) 30954

Kellgren-Lawrance scale (n [ %])
] 46 (42.6 %)

LIl 62 (57.4 %)
Knee affected (n [ %])

Right 45 (41.7 %)

Left 63 (58.3 %)

E. ALVAREZ LOZANO ET AL.

dose of a saline solution (5 mL) as placebo, and a 23 g
dose of Hydroidan Pro orally, daily, for 24 weeks.
Group 2 (hyaluronic acid) received a single dose of hy-
aluronic acid (5 mL) and a 23 g dose of chlorophyll as
placebo. Group 3 (platelet-rich plasma) received a sin-
gle dose of platelet-rich plasma (3 mL) and a 23 g dose
of chlorophyll as placebo. Collagen and chlorophyll
were changed to a metal-like plastic bag and the sy-
ringes of saline solution and hyaluronic acid or plate-
let-rich plasma were personally delivered to the doctor
working on the knee infiltrations.

Infiltration technique

All infiltrations were performed by the same physi-
cian. Patients laid down in prone position. Asepsis and
antisepsis were achieved with povidone iodine 8 %,
then a sterile field was used to delimitate the working
area. Patients were infiltrated with 3 mL of lidocaine
(20 mg/mL) for anesthesia. The external suprapatellar
technique was used in 102 patients (96.2 %) and the
external subrotulian technique in 4 (3.7 %), which was
left to the physician’s criterion. After infiltration, the
area was covered with a band-aid and the knee was
flexed. Prophylactic antibiotics were not administered.

OUTCOME MEASUREMENTS

Demographic characteristics (age, biological sex, weight,
height, and BMI), Kellgren-Lawrence classification, af-
fected knee and comorbidities were addressed and col-

Assesed for
elegibility (n = 301)

Excluded (n = 190)
78: Hb1 Ac>7
34: BP>120/80
32:K-Llor IV 4
31: steroid use
10: glucosamine / chondrotine

5: cancer

v

Randomized
(n=108)

— | Group 1 Collagen (n = 36)

— | Group 2 hyaluronic acid (n = 36)

— | Group 3 Platelet-Rich-Plasma (n = 36)

Figure 1. Flowchart of the patients’
randomization.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(3):106-114 |



EFFICACY OF AN ORAL COLLAGEN THERAPY COMPARED WITH INTRA-ARTICULAR THERAPIES
(HYALURONIC ACID AND PLATELET-RICH PLASMA) TO TREAT KNEE OSTEOARTHRITIS 109

lected. We used the Western Ontario and McMaster Uni-
versities Osteoarthritis Index (WOMAC), the SF-12, and
the VAS scale at baseline, and 4, 12 and 24 weeks later.
The primary endpoint was the WOMAC scale at the 24-
week follow-up compared to baseline. The secondary
endpoints were the VAS and the SF-12 scale at the 24-
week follow-up up compared to baseline. The WOMAC
scale used was the 3.1 version (0-96). The SF-12 scale was
the 2 version one (both bphysical and mental). The VAS
scale was the linear one (0-10).

STATISTICAL ANALYSIS

The study sample size was calculated using an adjusted
mean estimation formula in two populations, with an
expected decrease of 60 = 15 points for WOMAC in
group 1 (Hydroidan Pro) vs 50 + 10 points in the re-
maining therapies, with an 80 % statistical power and
a two-tailed significance level of5 %. At least, a total
of 29 patients were required per treatment group.

Statistical analysis was performed using IBM SPSS version
25 statistical package (Armonk, NY; IBM Corp.). The main
characteristics of the population were described. Cate-
gorical variables were expressed as frequencies and per-
centages. The continuous ones as means + standard devi-
ation (SD) or median (interquartile range), after assessing
the normality of data distribution using the Kolmog-
orov-Smirnov test. The intra-group comparisons of the
different scores obtained throughout the different eval-
uations were performed using the Wilcoxon test. For in-
tergroup comparisons, the deltas (A) of the differences
of each measurement with respect to the baseline scores
were calculated and compared using the Kruskal-Wallis's
test. Post hoc analysis with Bonferroni correction was
used to identify significant measurement or inter-group
differences over time. p values < 0.05 were considered as
statistically significant.

RESULTS

A comparison of the WOMAC score (at baseline, and 4,
12 and 24 weeks later) was made. In the three groups
(Hydroidan Pro, HA ,and PRP) lower scores were seen at
the 24-week follow-up, with a mean reduction from 84
down to 15 pointsin group 1 (Hydroidan Pro) (p < 0.001),
86 down to 41 points in group 2 (HA) (p < 0.001), and
84.5 down to 38.5 in group 3 (PRP) (p < 0.001) (Table II).
After a post-hoc analysis, we found score differences on
weeks 4, 12 and 24 compared with the baseline evalua-
tion of the 3 lines (p < 0.001).

Compared with the level of pain reported by the visual
analogue scale, we found a significant reduction in
the 3 groups, with a mean 8 to 1 points in group 1
(Hydroidan Pro) (p < 0.001), 8to 2 in group 2 (HA) (p <
0.001) and 8 to 1.5 in group 3 (PRP) (p < 0.001) (Table
Il). After the post-hoc analysis, pain reduction was sig-
nificantly less in each of the evaluations (on weeks 4,
12, and 24) compared with the baseline score (p < 0.05).

After the A of change in the WOMAC scale on the
score’s calculation on weeks 4, 12 and 24 weeks com-
pared with baseline, we found a reduction of 23.5,
15.5, and 15 points on week 4; 50, 32.5, and 31 on
week 12; and 68, 46, and 46.5 on week 24 in all groups
(Hydroidan Pro, HA and PRP, respectively) (p < 0.001).
Additionally, the Hydroidan Pro group showed minor
WOMAC scores compared with patients treated with
hyaluronic acid and platelet-rich plasma (p <0 .001)
(Fig. 2 and Table V).

The lower pain reported with the VAS at the follow-up
was significantly different among the groups, with
lower scores being reported in patients treated with
Hydroidan Pro compared with those treated with HA
on weeks 4, 12, and 24 (p =0.016, p <0.002, and
p < 0.001, respectively) and those treated with PRP on
week 12 (p = 0.0031).

Table II.

Group Baseline 4 weeks 12 weeks 24 weeks P
Collagen-Fucoidan 84 (82-88) 59.5 (57.2-64.7) 37 (33-39) 15 (12-18) < 0.001
Hyaluronic acid 86 (82.2-89) 68.5 (64-72) 53 (50-57) 41 (39-43) < 0.001
Platelet-rich plasma 84.5 (82-89) 70 (67.2-73) 54 (51.2-57.7) 38.5 (34-42) < 0.001

Table III.

Group Baseline 4 weeks 12 weeks 24 weeks P
Collagen-Fucoidan 7(5-8) 5 (4-7) 4(2-6) 3(2-5) < 0.001
Hyaluronic acid 8 (6-9) 5(4-7.7) 5(3.5-8) 5 (4-7) < 0.001
Platelet-rich plasma 7 (6-9) 5 (4-7) 5 (3-6) 5 (3-6) <0.001
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3 groups at the complete follow-up
compared with baseline scores.

Table IV.

Collagen HA PRP p
WOMAC 68 (65-72.7) 46 (41-47.7) 46.5 (43-52.5) < 0.001
VAS 7 (6-8) 6(4.2-7) 6 (5-8) < 0.001

Also, we found lower scores in the PRP group com-
pared with the HA group on week 12 (p = 0.031).

No adverse events occurred at the follow-up that were
associated with the use of drugs. Three cases (2.7 %)
of pain in the infiltration site for 3 or more days were
reporte: 2 in the hyaluronic acid group and 1 in the
Hydroidan Pro group.

DISCUSSION

The use of viscosupplementation in knee OA is exten-
sive and fraught with heterogeneous trials with con-
flicting conclusions (6). There are two types of viscos-
upplementation hyaluronates and hylan. Hyaluronates
are sodium hyaluronate and can be considered a drug
as its mechanism of action is described mainly through
a pharmacological mechanism that stimulates the en-
dogenous synthesis of HA, which explains the extend-
ed duration of action. Hylan is considered an intra-ar-
ticular implant since its mechanism of action is mainly
through a physical mechanism. However, the mecha-
nism of action of these products is not completely
clear (7). By means of viscosupplementation, the pro-
duction of IL-1 and other mediators of inflammation
decreased. Likewise, the production of metalloprote-
ases (MMP’s) that degrade the articular cartilage de-
creased. In regard to the adverse events, although
they have a good safety and tolerance profile, pain,

swelling and effusion may occur in the infiltration
area, known as temporary arthralgia, although some
cases of pseudogout arthritis due to deposits of calci-
um pyrophosphate crystals have also been reported
(7,8).

Within the biological treatment of osteoarthritis, PRP
must be considered. PRP include a higher number of
platelets than normal blood values. Platelets are enu-
cleated cells traditionally characterized as main actors
of the process of hemostasis, which is mediated by the
release of proteins during its activation. PRP can be
obtained and prepared from an individual’s peripheral
venous blood, through one or two subsequent centrif-
ugation steps and with the use of basic laboratory ma-
terials or equipment (9). PRP is an effective interven-
tion to treat knee OA without an increased risk of
adverse events (10). The single administration of high
volume pure PRP provided significant clinical benefit
for 84.2 % of responders three months after the pro-
cedure. The KOOS total score significantly increased
six months after the procedure, pain also significantly
decreased and no difference was observed on MRI pa-
rameters (11). There are so many and such varied uses
that detractors attribute this great variety of clinical
applications and therapeutic benefits to a commercial
benefit rather than a true effect on their “regenera-
tive” capacity. The fact that platelets secrete growth
factors and active metabolites leads us to believe that
their use can have a positive influence in clinical cases
that require rapid healing and tissue regeneration.
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Advocates of this technique maintain that growth fac-
tors stimulate the synthesis of proteoglycans, aggre-
cans, and type Il collagen by chondrocytes; induce sy-
noviocyte proliferation, reduce catabolic effects of
cytokines, such as interleukin-1 (IL-1) and MMP’s, and
the fact that it is an autologous preparation exempts
it from harmful effects on joint tissues of patients
(7,8). Among controversial issues regarding PRP, the
lack of consensus on the exact composition stands out.
Another frequent inconsistency is the composition of
PRP and the heterogeneity of available techniques for
its preparation. Several commercial presentations can
vary significantly in the number of platelets, leuko-
cytes, and erythrocytes. The initial centrifugation of
the patient’s blood separates red blood cells from plas-
ma. Separated plasma may contain various concentra-
tions of platelets with or without white blood cells.
The platelets contained in this plasma can be further
activated using thrombin, calcium chloride, calcium
gluconate, freezing, and thawing, and this is subse-
quently applied to the area of injury as an infiltration
while still liquid (12). This type of treatment can be
conducted as a minimally invasive, outpatient treat-
ment, providing a preparation directly to the area of
injury with an immediate release of growth factors.

But for years the use of natural products that could
“regenerate” cartilage has been defended. Among
which are nutraceuticals, food products that have ben-
eficial consequences for the body and can even act as
drugs. Food products without any process or study
must be distinguished from those found in nature or
manipulated somehow. Collagen of animal origin is
found in animal food and many collagen supplements
are also sold. However, having them does not guaran-
tee that it will be absorbed by the body. These supple-
ments need to administered through a vehicle that
allows its complete intestinal absorption so they can
have an effect. In our case, collagen is added to a gel
that allows the slow absorption of most of its collagen
content. In addition, it is associated with another nat-
ural product, the extract of an algae, fucoidan, which
is not a food, but has proven anti-inflammatory ef-
fects. Hence, there is a great variability of results in the
different studies conducted, since not all collagens
have the same quality or the same absorption capaci-
ty. As Deal and Moskowitz (13) put it, the name alone
is not enough; you must know the doses, manufactur-
ing and origin of the products that are indicated, be-
cause they're not all the same.

The intake of hydrolyzed collagen has been associated
with pain relief and increased function in patients
with OA. It has been suggested to use pharmaceutical
grade hydrolyzed collagen as a modifying agent to
treat OA based on the mechanisms of action of colla-
gen as a tissue stimulant. Collagen as a nutritional sup-
plement has been researched for the management of
patients with OA and other types of joint pain. Exper-
imental studies with bovine cartilage and cell cultures
have shown that the administration of hydrolyzed col-
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lagen peptides increases type Il collagen synthesis by
chondrocytes (14). Moskowitz et al. (12) treated 52 pa-
tients of 56 years of age, with four treatments, three
collagen preparations and egg albumin as control.
During the study, patients were allowed to continue
to use the analgesics or anti-inflammatory agents that
they used to treat their symptoms before the study,
maintaining a stable dose throughout their participa-
tion. All three collagen preparations were significantly
superior to egg albumin in reducing pain compared to
baseline. Side effects included mainly “an uncomfort-
able heaviness in the stomach”. At the end of the test
cycle with any of the collagen-containing prepara-
tions, analgesic consumption was significantly reduced
compared to consumption before treatment, in con-
trast to the control group. No radiographic changes
were seen during the study period. Lab test results in-
dicated no changes in liver function studies or anti-
body titers in the 3 types of collagens studied (1). The
authors suggested that collagen has a direct analgesic
effect or that collagen administration provides a
source of amino acids that act to improve matrix struc-
ture. Although this study describes an effect of colla-
gen in the management of OA pain, factors such as
variation in the degree of disease progression at the
time of inclusion in the study, the inclusion of hips and
knees as joints to be analyzed, the use of a not widely
used outcome measurement scale, and a significant
dropout rate represent caveats in the interpretation of
research results (15).

Another study (16) administered daily 10 g of hydro-
lyzed collagen to over 100 patients from 1to 6 months.
Participants receiving the collagen had significantly
higher plasma levels of hydroxyproline and a major
component of collagen than those in the placebo
group. Although these studies were open-label trials,
which means that there is a limited level of scientific
evidence, we can see the high degree of safety of use
with a dose of 10 g/day of pharmaceutical grade hy-
drolyzed collagen.

Luo et al. (17) conducted a study in patients with knee
osteoarthritis who received collagen, along with glu-
cosamine and chondroitin sulfate in one group, with a
control group who received placebo. At 12 weeks, the
administration improved the experimental group re-
garding not only pain but also quality of life.

For Campbell et al. (18) intra-articular PRP is a viable
treatment for knee OA and has the potential to lead
to symptomatic relief for up to 12 months. There ap-
pears to be an increased risk of local adverse reactions
after multiple PRP injections. Intra-articular PRP offers
better symptomatic relief to patients with early knee
degenerative changes. In the short-term follow-up
(=1 year), intra-articular PRP injection is more effec-
tive in terms of pain relief and function improvement
to treat patients with knee OA than HA and placebo
(17), and there is no difference in the risk of an adverse
event between PRP and HA or placebo (20). Di Martino
et al. (21) enrolled 167 patients with knee OA (Kell-
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gren-Lawrence grade 0-3) randomized to undergo 3
blinded weekly intra-articular injections of either PRP
or HA. Patients were prospectively assessed before
treatment and for a median follow-up of 64 months.
Both treatments effectively improved the knee func-
tional status and symptoms over time up to 24 months.
The PRP group still presents significantly higher values
compared to baseline and HA though not statistically
significant compared to baseline. A comparative anal-
ysis showed no significant intergroup difference in any
of the clinical scores at any follow-up point. The medi-
an duration of patient subjective perception of symp-
tomatic relief was 9 months for HA and 12 months for
PRP. The latter did not provide an overall superior clin-
ical improvement compared to HA in terms of symp-
tomatic-functional improvement at different fol-
low-up points or effect duration. Filardo et al. (22)
included 192 patients with unilateral symptomatic
knee with chronic pain or swelling with a Kell-
gren-Lawrence score of 0-3 on the X-rays. Patients un-
derwent 3 weekly intra-articular injections of either
PRP or HA. Both treatments proved effective improv-
ing the knee functional status and reducing symptoms
with IKDC scores being obtained in both the PRP group
and in the HA group. The comparative analysis of the
2 treatments showed no significant intergroup differ-
ence at any follow-up evaluation in any of the clinical
scores used.

Hydroidan Pro is composed by 10 g of hydrolyzed col-
lagen with 100 mg fucoidan. Fucoidan is a generic
term for a class of molecules that are a class of polysac-
charides composed of a main chain of fucose, fucopy-
ranose, and natural sulfate, which are found in brown
algae (echinoderms) and account for over 40 % of the
dry weight of cell walls of algae. They have a wide
spectrum of activity in biological systems. Its main
function is to form a gel network to protect the float-
ing structures of algae from drying out as they are ex-
posed to air while their root and much of the stem are
submerged in seawater (23). Fucoidan can be used in
cosmetics, functional foods, dietary supplements, and
in pet, livestock and aquaculture food supplements. To
date, fucoidan has not been developed as a regulated
therapeutic product yet. However, research on the use
of fucoidan, specifically the one extracted from Fucus
vesiculosus, has recently gained interest due to its bio-
logical activities and potential medical applications
(24). Animal models of collagen-induced arthritis
showed that orally administered fucoidan successfully
inhibited pain (25). One of the physio-pathological
components of great importance in the etiology of
pain and inflammation in OA is the one associated
with selective blocking of the migration and accumu-
lation of neutrophils to the joint and the release of
inflammatory mediators. This is related to its action on
adhesion molecules found in platelets (P-selectins),
and leukocytes (L-selectins), which theoretically pre-
vents the passage of inflammatory cells to tissue spac-
es, attenuating inflammation. Carvalho et al. (23)
demonstrated the effect of fucoidan to inhibit neutro-
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phil infiltration and reduce the levels of pro-inflamma-
tory cytokines and the symptoms of OA were inhibited
by 52 % during 12 weeks of oral administration. There
was no reduction of TNF-B as a marker of inflamma-
tion. However, an accompanying study with healthy
volunteers showed a reduction of IL-6, a marker of
chronic inflammation. In an injection-induced arthritis
model of zymosan®, a carbohydrate used to induce
sterile inflammation experimentally, in knees of rats,
the administration of a fucoidan preparation (F. vesic-
ulosus) administered at intraperitoneal doses of
15 mg/kg, 30 mg/kg, and 50 mg/kg, 1 hour after the
induction of joint inflammation reduced cell migra-
tion significantly. The dose of 30 mg/kg also improved
the loss of glycose-minoglycans caused by zymosan®.

A small clinical trial (24) explored the use of a prepara-
tion of fucoidan (85 % w/w), Macrocystis pyrifera
(10 % w/w) and Laminaria japonica (5 % wi/w) in
12 subjects with OA randomized to take either 100 mg
or 1000 mg capsules (75 mg or 750 mg fucoidan) orally
for 12 weeks. There was a dose-response improvement
in the participants. The lower dose reduced the aver-
age score by 18 %, while the higher dose improved
the score by 52 %. They found also a reduction of leu-
kotriene B4 and prostaglandin E2. The reduction of
mediators of inflammation was associated with a re-
duction of joint pain. Predominant cells related to the
inflammatory process induced in the ankle were gran-
ulocytes, not lymphocytes. The injection of fucoidan
(10 mg/kg) reduced interactions between leukocytes
and endothelial cells, and the number of cells de-
creased by nearly 60 % (26).

Intra-articular collagen injection with ChondroGrid (CG)
a hydrolyzed (< 3 kDa) bovine collagen injectable for-
mulation was injected in 70 patients affected by Kell-
gren Lawrence grade 1 to 4 knee OA and BMI < 30.
These patients were given 3 CG injections and followed
up for 6 months after the last administration. At the last
follow-up, they showed a 50 % reduction of their medi-
an Lequesne score, a 50 % reduction of their VAS score
at rest and in motion, and a =50 % reduction in all oth-
er scores under consideration (27). De Luca et al. (28)
studied 20 patients with Kellgren Lawrence grade 1 to
4 knee OA who received three 4 mg/2mL injections of
bovine hydrolyzed < 3 kDa type | collagen (ChondroG-
rid), 2 weeks apart. These patients were retrospectively
assessed to compare scores collected before and 15, 45,
and 225 days after the first injection. ChondroGrid in-
duced type-ll and inhibited type-I collagen deposition.
Patients showed a 44 % Lequesne score and a 55 % VAS
at moving score reduction.

Comblain et al. (29) demonstrated that a mixture of
curcuminoids extract, hydrolyzed collagen, and green
tea extract (COT) inhibited inflammatory and catabolic
mediator’s synthesis by osteoarthritic human chondro-
cytes. The compounds were more efficient inhibiting
the interleukin-18 stimulated matrix MMP-3 expres-
sion than curcuminoids extract alone. In interleu-
kin-1B-stimulated human chondrocytes, nitric oxide,
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interleukin-6 and matrix MMP-3 productions reduced
significantly with curcuminoids extract alone or to-
gether with hydrolyzed collagen and green tea extract
(14). The COT mixture has beneficial effect on OA
physiopathology by regulating the synthesis of key
catabolic, inflammatory and angiogenesis factors.

Study limitations: the groups couldn’t be completely
blind because in one of them blood was drawn while
in the other 2 it wasn't. It would be necessary to con-
tinue the study for a longer time to know if there are
imaging changes. Ultrasonography or MRI could be
useful for evaluation purpose. However, it complicates
the control of these patients. On the other hand, they
are not exclusive treatments, so the combination of
intra-articular injections of HA or PRP along with oral
treatment of hydrolyzed collagen should be tried.

Prolonged treatments with oral collagen, in combina-
tion or not with other therapies, can be useful in pa-
tients with OA to slow down the degenerative process
with the occurrence of few adverse events. Few clinical
scientific studies have been published to this date, so
we recommend going deeper into their results to bet-
ter understand their mechanism of action.

Hydrolyzed collagen along with fucoidan, taken orally
daily for 12 weeks, seems to have better results in the
WOMAC and VAS scales compared with intra-articular
therapies such as hyaluronic acid or platelet-rich plas-
ma. Combined oral and intra-articular therapies should
be tried to determine the efficacy profile.
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Resumen

La senescencia celular es un proceso inducido por varios tipos de estrés que causan una detencion irreversible del ciclo
celular y un cambio en las caracteristicas y la funcionalidad de las células, ademas de la adquisicion de un fenotipo secre-
tor que genera un ambiente proinflamatorio. Si bien en determinados contextos es beneficiosa para los tejidos y promueve
el desarrollo del organismo, la senescencia es un destino celular implicado en el proceso de envejecimiento y en las pato-
logias degenerativas relacionadas con la edad. Los senoliticos son farmacos que eliminan especificamente a las células
senescentes y los senomorficos son farmacos que suprimen su fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP) sin inducir
la muerte celular. Asi, las estrategias terapéuticas enfocadas en las células senescentes (senoliticos y senomorficos) como
mecanismo subyacente al envejecimiento, se erigen en una alternativa con gran potencial para luchar contra las enferme-
dades relacionadas con la edad en su conjunto, y no de forma individual. Una de estas patologias es la osteoporosis,
donde ademas se han descrito, a nivel experimental, que farmacos como el acido zoledrdnico tiene efecto sobre los preos-
teoblastos y acttia sobre las células senescentes, prolongando la supervivencia y abriendo la puerta a la posibilidad de
tratar las enfermedades relacionadas con la edad con farmacos que ya se empleen en la préctica, y que puedan tener un
efecto mas alla del propio hueso y aumentar la supervivencia. En este trabajo se va a realizar una revisién en este campo
de vertiginoso crecimiento en los Gltimos afios y con indudable interés traslacional.
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INTRODUCCION

El notable incremento de la esperanza de vida desde
mediados del siglo XX determina un rapido envejeci-
miento de la poblacién (1). A nivel global, la poblacion
mayor de 65 afios crece a un ritmo mas veloz que el
resto de los segmentos poblacionales. De hecho, se es-
tima que para el 2050 el total de octogenarios tripli-
que las cifras del 2019 (2).

Este incremento de la longevidad, un logro de las me-
jores condiciones de vida y de la propia medicina, va
de la mano de un aumento de la carga de enfermeda-
des crénicas (cardiovasculares, musculoesqueléticas,
neoplasias y neurolégicas) (3-5), que tiene no solamen-
te una derivada socioeconémica, sino que conlleva
también una pérdida de la calidad de vida, limitacio-
nes funcionales, fragilidad y mortalidad (6,7). En el
contexto en que nos encontramos, desarrollar estrate-
gias con la mirada puesta en tratar el envejecimiento
como denominador comun de estas dolencias, en lu-
gar de especificamente cada enfermedad, puede ad-
quirir tremenda relevancia, prolongando la salud y
retrasando, previniendo o aliviando los trastornos re-
lacionados con la edad.

Los mecanismos celulares que subyacen al envejeci-
miento incluyen: acortamiento de los telébmeros, ines-
tabilidad gendmica, alteraciones epigenéticas, disfun-
cién mitocondrial, pérdida de la homeostasis proteica
(proteostasis), agotamiento y disminucion de las célu-
las madre, desregulacion de la deteccion de nutrien-
tes, declive del sistema inmune y senescencia celular
(8,9). Estos procesos se encuentran interrelacionados
(10), vinculados y superpuestos, y la senescencia no
solo es causa, sino también consecuencia de varios de
ellos, actuando las células senescentes como auténti-
cos “sincronizadores” del envejecimiento en diferen-
tes tejidos, 6érganos o sistemas. Por tanto, el objetivo
de este trabajo fue realizar una revision en este campo
de vertiginoso crecimiento en los Ultimos afios y con
indudable interés traslacional.

CONCEPTO

La senescencia celular se define como un estado esta-
ble de parada del ciclo celular en respuesta a diferen-
tes estimulos, en el que las células detienen su prolife-
racién y adquieren un fenotipo alterado, perdiendo su
funcionalidad primaria. El concepto fue descrito por
primera vez en 1961 por Hayflick y cols. (11) en fibro-
blastos diploides humanos cultivados in vitro. Se de-
mostré que las células normales tienen una capacidad
limitada de division debido al acortamiento de los te-
[6meros. Este fenémeno hoy dia se conoce como se-
nescencia replicativa, aunque ya se han descubierto
otros muchos estimulos de estrés que desencadenan la
respuesta de senescencia celular.
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En términos generales, los tipos de senescencia se pue-
den agrupar en funcién de sus desencadenantes en se-
nescencia replicativa, inducida por dano al ADN (4cido
desoxirribonucleico), inducida por oncogenes, inducida
por estrés oxidativo, asociada a disfuncion mitocon-
drial, inducida epigenéticamente, paracrina y endocri-
na (inducida por el ambiente inflamatorio generado
por las propias células senescentes) (12). Se han encon-
trado dafos en el ADN (como acortamiento de los tel6-
meros y roturas de una y dos cadenas), mutaciones on-
cogénicas (como Ras, Myc, B-Raf) que afectan por lo
general a genes involucrados en el control del ciclo ce-
lular. También metabolitos reactivos como: especies re-
activas de oxigeno (ROS) y lipidos bioactivos. Ademas,
seflales de mitdgenos y nutrientes elevados que
aumentan la actividad de mTOR (mammalian target of
rapamycin), estrés proteotdxico como agregacién de
proteinas y proteinas no plegadas; proteinas de patrén
molecular asociadas al dafio (DAMPs, del inglés damage
associated molecular patterns), entre otras. Gran parte
de estos hallazgos fueron demostrados en experimen-
tos en cultivos celulares y desde entonces se considera-
ron inductores de senescencia también in vivo (13).

Todos estos efectores contribuyen a cambios generali-
zados en la expresidon génica, el metabolismo y la or-
ganizacién de la cromatina que estan detras de la de-
tencién del crecimiento asociada a la senescencia, de
los cambios estructurales en las células y de una activi-
dad secretora especializada conocida como fenotipo
secretor asociado a senescencia (de ahora en adelante,
SASP). Ademas, genera un ambiente inflamatorio. Los
cambios estructurales que se describen en las células
son: morfologia plana, vacuolizada y de mayor tama-
Ao, composicion alterada de la membrana plasmatica
y acumulacion de lisosomas y mitocondrias (14).

FISIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA
DE LA SENESCENCIA

El objetivo general de la senescencia es la eliminacién
de células no deseadas en el organismo. En este senti-
do, su implicacién en la defensa contra el cancer es vi-
tal: frente a agentes oncogénicos, se induce la senes-
cencia y se detiene la replicacion de las células
cancerosas (el SASP proapoptético puede incluso eli-
minar las células tumorales circundantes) (3,10). En
condiciones fisiolégicas, juega un papel clave en la res-
puesta al dafio o estrés, y en la reparaciéon y remodela-
cion tisular, esto es, en los procesos de cicatrizaciéon
(15). Su papel fisiolégico en el desarrollo embrionario
estad bien establecido, pues participa en la formacion
de varias estructuras anatémicas durante la organogé-
nesis y regula la proporcion de diferentes tipos celula-
res (@ modo de complemento a la apoptosis). También
ocurre en tejidos adultos sanos como mecanismo de
maduracién de megacariocitos y sincitiotrofoblastos
de la placenta y de proteccion del organismo (12,13).
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Cuando las células senescentes no se eliminan de for-
ma eficiente y se acumulan, lejos de favorecer la rege-
neracién, agrava la disfuncion tisular y participa en la
génesis de enfermedades (16,17). La senescencia no
solo se produce con la edad, sino que también impulsa
el envejecimiento sincronizando el mismo en diferen-
tes tejidos y sistemas (18,19).

De lo anterior se deduce que la senescencia celular es
un fenémeno complejo que en condiciones fisiologicas
puede actuar como mecanismo de defensa para dete-
ner la progresién de la enfermedad (3) al tiempo que
en otras puede favorecer su desarrollo. Cuando es lo-
calizado y limitado en el tiempo promueve la remode-
lacion tisular durante el crecimiento o tras dafio en el
tejido; pero contribuye también al declive del poten-
cial regenerativo y funcional de los tejidos, a la infla-
macién y a la tumorigénesis cuando es pronunciado o
persistente, como en organismos envejecidos.

ViIAS DE SENALIZACION
DE LA SENESCENCIA

Desde el punto de vista molecular, la senescencia celu-
lar puede entenderse como un destino celular que
ocurre en cualquier momento de la vida y que pasa
por la actuacion de inductores externos e internos, cas-
cadas de factores de transcripcion, cambios en la ex-
presion génica y remodelaciéon de la cromatina (20).
Inicialmente, se produce la activaciéon de las vias p53/
p21°r! y el supresor tumoral p164 que genera una
respuesta que tarda en establecerse por completo y es
irreversible. El proceso se ve reforzado por un bucle de
sefalizacion intracelular que incluye ROS vinculadas a
las respuestas al dafno del ADN, NFkB (nuclear factor
kappa B), TGF-B (transforming growth factor beta) y
GATA4 (guanina adenina timina adenina), asi como un
bucle de IL-1q, IL-6 y la proteina de unién al potencia-
dor CCAAT-B (C/EBP-B) (5).

El fenotipo senescente que adquieren estas células
generalmente va acompafiado de un aumento de la
secrecion de factores proinflamatorios: TGF-B, NF«B,
IL-1q, IL-6, IL-8, quimiocinas que atraen y anclan célu-
las inmunitarias, y activan diferentes enzimas como
las metaloproteasas Otras caracteristicas del fenotipo
senescente incluyen la expresion nuclear de inhibido-
res del ciclo celular y supresores tumorales (p15, p16,
p21, p27, p53, Rb hipo-fosforilada), la ausencia de
marcadores proliferativos como Ki67, la expresion de
marcadores de dafio al ADN, la presencia de focos nu-
cleares de heterocromatina asociados a senescencia
(SAHF) y la acumulacion de lipofuscina (20). Como se
ha dicho, las células senescentes regulan al alza varias
vias antiapoptoticas de las células senescentes o
SCAP: via de la familia BCL-2/BCL-w/BCL-XL; via PI3K
(fosfatidilinositol-3-quinasa)/Akt; via p53/p21/serpi-
na; via de las efrinas/receptores de dependencia/tiro-
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sin-kinasa; via HIF-1a (hipoxia inducible factor 1 al-
pha); via HSP-90 (proteina de shock térmico de 90
kDa - Heat Shock Protein 90-) (21,22); pues necesitan
resistir a la apoptosis para protegerse de su propio
SASP proapoptético. Estas vias constituyen un punto
débil de las células senescentes y han allanado el ca-
mino para la identificacion de la primera clase de far-
macos capaces de bloquearlos (senoliticos), como se
describe mas adelante. También es importante re-
marcar que, aunque es muy caracteristico, no todas
las células senescentes desarrollan un SASP (10).

Identificar el estado senescente es util no solo para lo-
calizar estas células, sino, mas importante aun, para
desarrollar terapias dirigidas, asi como comprobar el
efecto que las mismas tienen sobre las células senes-
centes o el SASP (Fig. 1). En sucesivas investigaciones se
han descubierto caracteristicas fenotipicas y biomarca-
dores moleculares de senescencia tanto en cultivo
como en tejidos. Sin embargo, estos marcadores son
inespecificos y las células senescentes, heterogéneas
entre si. Por ello, el enfoque para la deteccion de célu-
las senescentes in vivo hoy en dia es la combinacién de
multiples métodos, que son recogidos en la tabla |
(13). Queda por determinar cuales serian los mas efi-
cientes de cara a una futura practica clinica.

- Dafio en el ADN - Acortamiento de telémeros
- Mutaciones oncogénicas - Estrés epigenético

- Metabolitos reactivos - Estrés proteotoxico

- Mitégenos/IGF-1 - DAMPs

activacion de genes G

(] <

Q activacion de genes

p53/p21
SCAPs ./@
Familia BCL-2
PI3K/Akt SENESCENCIA Respuesta al dafio del ADN

pS3/p21 IL la
Tirosin Kinasa

IL6 +—> GATAA/TGF[}/ NFKB
HIF-1 alfa

HSP-90 C/EBPB

Senoliticos ——

sasp Especwes reactivas de oxigeno

[N o Disfuncion mitocondrial
Res iaa Qz :

SASP = Senomérficos

%

Disfuncion tisular

2

Fragilidad,
enfermedades crénicas,
envejecimiento

Figura 1. Inductores y mediadores de la senescencia,
SCAP (vias antiapoptéticas de las células senescentes),
SASP (fenotipo secretor asociado a senescencia) y dianas
terapéuticas de los senoterapicos sobre las células
senescentes. Modificada de: Farr JN, et al. Bone 2019 (13).
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Tablal.

Genes efectores de senescencia

ple"™4a, p21®, transgenes (p/6-LUC, INK-ATTAC [EGFP, FLAG], 3MR [mRFP])

Promotores ~
. Daiios en el ADN
de senescencia

YH2AX, TAF (colocalizacion de dafios en el ADN con secuencias de repeticion
telomérica), p53 fosforilado

Detencion del ciclo celular

ple'"™k4a, p21®, tasa de sintesis de ADN

Biomarcadores del ambiente inflamatorio

Reguladores (SASP)

IL-6, IL-8, IL1-a,, IL1-JB, MCP-1, Pai-1, Pai-2, MMP, activina A, TNFa, TGF,
NFB, CEBPB, GATA4...

del proceso . - -
Biomarcadores antiapoptosis

SCAP, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w...

de senescencia - .
Modulacién autofagia

GDF 11 (factor de diferenciacion del crecimiento 11)

Disfuncion lisosomal

Cantidad y actividad de la B-galactosidasa lisosomal a pH 6,0

Acumulacion mitocondrial

Mitotrazadores y forma (fusion/fision)

Alteraciones

. - Alteraciones morfoldgicas
histolégicas

Agrandamiento, aplanamiento, granularidad, cariomegalia,
heterocromatinizacion, falta de segregacion cromosémica, CCF elevados

Otros biomarcadores

Presencia de lipofuscina (tincion GL13); pérdida de HMGB1 y disminucion
de laminina B1

necrosis factor. Modificada de Farr JN, et al. (13,49,50).

Bcl: B cell lymphoma; CCFs: fragmentos de cromatina citoplasmatica; CEBP: CCAAT/enhancer-binding protein; GATA: guanina adenina timina adenina;
HMGB1: high mobility group box 1; H2AX: histone family member X; /L interleuquina; MCP1: monocyte chemoattractant protein-1; MMP: matrix metallopro-
teinase; NFkB: nuclear factor kappa B; SASP: fenotipo secretor asociado a senescencia; SCAP: vias antiapoptoticas de las células senescentes; TNF: tumor

Uno de los marcadores de senescencia mas clasicos,
que tradicionalmente se ha usado in vitro en tejidos
esqueléticos como la piel o el tejido adiposo, es la acti-
vidad aumentada de la enzima B-galactosidasa lisoso-
mal o actividad B-galactosidasa asociada a senescencia
(SABGal). La razon por la que este incremento de acti-
vidad se detecta en las células senescentes es conse-
cuencia del elevado contenido lisosomal presente en
las mismas (12).

ENFERMEDADES ASOCIADAS

Aunque las células senescentes pueden aparecer en
cualquier momento de la vida, se sabe que se acumu-
lan en estos tejidos a medida que aumenta la edad
cronoldgica: tejido adiposo, pulmoén, musculo esquelé-
tico, corazén, riién, hueso (13,17,19). De hecho, el
trasplante de pequefias cantidades de células senes-
centes alrededor de la articulacién de la rodilla en ra-
tones jovenes induce una condicién similar a la os-
teoartrosis (23). Otras patologias en las que se ha
demostrado acumulacion de células senescentes son:
sindromes progeroides en nifios, preeclampsia, dege-
neracion macular asociada a la edad, cirrosis hepatica,
cancer o espondilosis vertebral (4,10).

Asimismo, estudios recientes han demostrado que las
células senescentes y el SASP poseen un papel prota-
goénico en la mediacién de patologias relacionadas con
la edad: cancer, osteoporosis, fragilidad, enfermedan
des cardiovasculares, osteoartritis, diabetes y obesidad,
entre otras (3,6,16).

SENOLITICOS Y SENOMORFICOS

Dado el potencial que la eliminaciéon de células senes-
centes o su secrecién proinflamatoria posee para el
tratamiento de las enfermedades relacionadas con la
edad y sus consecuencias, la deteccion de células se-
nescentes y el desarrollo de terapias dirigidas a ellas se
han convertido en un importante objeto de investiga-
cién en el ambito biomédico. Hasta la fecha, se trabaja
fundamentalmente con dos categorias de farmacos,
los que eliminan especificamente a las células senes-
centes o senoliticos, y los que suprimen su SASP sin in-
ducir la muerte celular o senomdrficos.

La primera prueba que apoyd la hipétesis de que el
tratamiento de las células senescentes puede aliviar las
enfermedades crénicas relacionadas con la edad provi-
no de la creacion de INK-ATTAC, un modelo de ratén
transgénico en el que es posible identificar (mediante
p16'"a), aislar y eliminar selectivamente las células se-
nescentes, por medio de la administracion de una mo-
lécula activadora sintética: AP20187 (24). Se demostré
que la eliminacién de las células senescentes positivas
para p16"“s mejoré la esperanza de vida generando
efectos beneficiosos en multiples tejidos (25).

A pesar de lo prometedor de estas conclusiones, pues-
to que implica la insercion de un transgén, este enfo-
que genético no puede ser empleado en seres huma-
nos (26). Se identificé entonces la primera clase de
farmacos que acaban selectivamente con las células
senescentes, los senoliticos, pequeias moléculas que
eliminan selectivamente a las células senescentes indu-
ciendo la muerte celular por apoptosis. Su modo de
actuacion es mediante la desactivaciéon transitoria de
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las SCAP que, como se ha comentado previamente, se
encargan de proteger a las propias células senescentes
de su SASP proapoptdtico. Los primeros compuestos
senoliticos que se describieron, primero in vitro y des-
pués in vivo, fueron el dasatinib (D) y la quercetina (Q),
empleados en combinacién (D+Q). Dasatinib es un in-
hibidor de las tirosin-kinasa y la quercetina es un flavo-
noide presente en frutas y verduras que inhibe el TNFa
(tumor necrosis factor alpha) (21).

En modelos preclinicos, los senoliticos retrasan, previe-
nen y/o alivian la fragilidad, el cancer y los trastornos car-
diovasculares, hepaticos, musculoesqueléticos y neurolé-
gicos. Los primeros ensayos sugieren que disminuyen las
células senescentes, reducen la inflamacion y alivian la
fragilidad en seres humanos, y estan en marcha numero-
sos ensayos clinicos en multiples enfermedades para que
pueda hacerse de manera segura su traslacion a la prac-
tica clinica para el tratamiento de las enfermedades de-
generativas asociadas al envejecimiento (10,16).

Es importante matizar que, dada la importancia de las
funciones benéficas que poseen las células senescentes,
intervenir en los mecanismos por los que una célula se
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convierte en senescente podria tener efectos perjudicia-
les, como aumentar el riesgo de cancer (27-30). Asi, el
objetivo siempre es actuar sobre las células ya formadas,
que acumulan dafio y provocan disfuncion tisular me-
diante su SASP proinflamatorio. A continuacién, se expo-
nen las caracteristicas mas importantes de cada grupo.

Las células senescentes, como ya se ha comentado, re-
sisten a la apoptosis por medio de sus SCAP. El modo
de actuar de los senoliticos es mediante la desactiva-
ciéon transitoria de las mismas, lo que desemboca en la
muerte celular.

Si se clasifican en funcién de las vias antiapoptéticas por
medio de las que actuan, representadas en la figura 2,
podemos dividir a los agentes senoliticos en (16,22):
— Via de la familia BCL-2/BCL-W/BCL-XL: Navitoclax,
fisetina, A1331852, A1155463.
— Via PI3K/Akt: quercitina, fisetina, piperlongumina.
— Via p53/p21/serpina: quercitina, fisetina, péptido
relacionado con FOXO4.
— Via de las efrinas/receptores de dependencia/
tirosin-kinasa: dasatinib (receptores de efrina), pip-
erlongumina (receptores de andrégenos).

FACTORES ESTRESANTES:
AGOTAMIENTO REPLICATIVO | X ; = estrés oidatva
radiacion
9 O quimioterapia
tré toXi
’ SENESCENCIA CELULAR ’ okl i

sefializacién oncogénica

| SENOLITICOS

Compuestos naturales: quercitina,
fisetina, piperlongumina, circuma,
vainillina, ouabaina, analogo de la

curcuma EF24, digoxina.

Inhibidores de la kinasa: dasatinib. mitocondria

Inhibidores de la interaccién
MDM2/p53: UBX0101, P5091.

Foci dafiado del ADN

Foci de heterocromatina de ADN

Disfuncién mitocondrial e incremento de ROS*

@

APOPTOSIS

| RESISTENCIA A LA APOPTOSIS |

Nrf2
HIF-1alfa
acetilacion de histonas
enzimas redox-dependientes
bomba Na+/K+ ATPasa

Inhibidores HDAC: panobinostat.

Inhibidores HSP-90: geldanamicina, '

P P BCL-2
tanespimicina (17-AAG), alvespimicina PI3K/Akt Agentes senoliticos dirigidos a las BCLXL
(17-DMAG). p53/MDM2 mitocondrias: mitoTAM BCL-w

p53/p21/serpina
- i pS3/FOX04
Inhibidores de la unién de p53: HSP-90 T
FOXO4-DRI. NF-kB Senoliticos inhibidores de la familia

BCL-2/miméticos de BH3:

ABT-263 (Navitoclax)
ABT-737
A1331852
A1155463
UBX1325

—_——

Objetivo de los SCAPs

*ROS especies reactivas de oxigeno
(iones de oxigeno, radicales libres, perioxidos)

Figura 2. Principales vias contra las que se dirigen los agentes senoliticos. Incluyen la via de la familia BCL-2, via PI3K/Akt, via
p53/p21/serpina, via de las efrinas/receptores de dependencia/tirosin-kinasa y via HIF-1a. Modificada de: Lagoumtzi, et al. Free Radic Biol

Med 2021 (16).
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- Via HIF-1a: quercitina, fisetina.
— Via HSP-90: tanespimicina, alvespimicina (esta via
fue descubierta a posteriori) (31).

Recientemente, se ha descubierto que el mitoTAM (ta-
moxifeno dirigido a las mitocondrias) actia como far-
maco senolitico, y se postula que forme parte de un
nuevo grupo de agentes dirigidos a las mitocondrias,
que aun queda por esclarecer en su totalidad (16).

Entre la primera tanda de senoliticos descubiertos (10),
mediante el enfoque que se ha explicado, se encuentran
dasatinib, quercitina (21), fisetina (32,33), luteolina, cur-
cumina, analogo de la curcumina EF24, Navitoclax
(ABT263) (34,35), A1331852, A1155463, geldanamicina,
tanespimicina, alvespimicina, piperlongumina (36), pép-
tido relacionado con FOXO4 (37), nutlin3a, ouabaina y
proscilaridina. Algunos de ellos son compuestos natura-
les, otros, pequeinas moléculas sintéticas (22).

En la actualidad, los métodos para identificar farmacos
senoliticos son, entre otros, los cribados aleatorios de
bibliotecas de farmacos, el uso de nanotecnologia o
los inmunomoduladores (10).

Desde el punto de vista de encontrar farmacos lo mas
especificos posibles, es interesante que las vias por las
que actuen sean multiples, lo cual reduce las posibili-
dades de encontrar efectos fuera de objetivo. Un caso
concreto que ilustra esta problematica es el del Navito-
clax (34,35), que actuia sobre un rango restringido de
células senescentes, pero que tiene efectos apoptéti-
cos en células no senescentes. Por tanto, su uso clinico
estd limitado al provocar como efectos secundarios
trombocitopenia y neutropenia grave (30).

Las SCAP necesarias para sobrevivir a la apoptosis di-
fieren de unas células senescentes a otras, lo cual com-
plica que exista un solo senolitico que sea eficaz contra
todas ellas (4,22,30).

Los senoliticos pueden actuar de forma sinérgica
(4,22), como les ocurre a D+Q, lo cual abre la posibili-
dad de que haciendo combinaciones de diferentes mo-
léculas se logre ampliar su espectro de actuacion,
como ocurre con los antibiéticos.

Dado que las células senescentes tardan en volver a
acumularse en un tejido y en adquirir un SASP, admi-
nistrar los farmacos senoliticos de manera intermiten-
te podria ser suficiente para lograr objetivos terapéu-
ticos, minimizando asi los efectos secundarios, el riesgo
de efectos mas alla del lugar donde se pretende actuar
y permitiendo que puedan administrarse en periodos
de buena salud (21). Ademas, como las células senes-
centes no se dividen, es poco probable que estos far-
macos generen resistencias. En cuanto a la dosifica-
cién, seguramente dependa de la circunstancia que
produzca la senescencia, que determinara una tasa de
acumulacion especifica para cada proceso (4,22,38).

Previamente a los ensayos clinicos en humanos para de-
mostrar si un farmaco senolitico realmente lo es, con-
viene asegurarse de que los efectos que produce se de-
ben a su accion y no a efectos fuera de objetivo. Para
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ello, existen unos postulados de Koch modificados (4)
que se cumplen en ratones tratados con D+Q en varias
enfermedades y parece que también para fisetina, exis-
tiendo mas dudas respecto a Navitoclax (10).

Como se ha mencionado con anterioridad, para el tra-
tamiento de la senescencia existe otra categoria de
farmacos denominada senomdrficos o senomodulado-
res que son pequefias moléculas que actuan indirecta-
mente sobre las células senescentes mediante la inhibi-
cion de su SASP inflamatorio.

Algunos de estos agentes son: resveratrol, apigenina,
kaempferol, metformina, glucocorticoides, rapamicina,
everolimus, ruxolitinib o EGCG (galato de epigalocate-
quina). Entre ellos los hay que son compuestos natura-
les y otros que constituyen farmacos aprobados por las
agencias reguladoras para indicaciones especificas, aun-
que queda por determinar si la dosificacion seria similar.
Ademas, hay moléculas identificadas como potenciales
senomorficos como la lorapamida (4,16).

Las dianas de estos farmacos son las vias por las que el
SASP se expresa o actua (Fig. 3). Las mas importantes,
junto con los mas destacados agentes que acttan so-
bre ellas, son (16):
— Via de inhibicién de NF«kB: resveratrol, apigenina,
kaempferol, metformina, glucocorticoides.
— Via de inhibicion de mTOR: rapamicina, everolimus.
— Via JAK (janus kinase)/STAT (inhibicion de JAK):
ruxolitinib.
— Anticuerpos contra la actividad y funciéon de medi-
adores especificos del SASP como IL-6 o IL-8.

SENESCENCIA EN EL HUESO

El papel de la senescencia en la pérdida 6sea con la edad
es un tema que ha sido recientemente objeto de nume-
rosas investigaciones. Con el envejecimiento, la remode-
lacion 6sea se alteray da lugar a una pérdida del balance
entre la cantidad de hueso nuevo que se forma y la que
se resorbe, generando un balance negativo que, mante-
nido en el tiempo, provoca la osteoporosis.

El envejecimiento se manifiesta en el hueso como una
disminucion del propio tejido 6seo y un aumento de la
grasa medular. No se sabe a ciencia cierta si la grasa de
la médula tiene un efecto negativo directo sobre la
formacion ésea, aunque es probable porque las células
madre mesenquimales (MSC) son precursoras tanto de
los adipocitos medulares como de los osteoblastos, lo
que sugiere que podria existir un viraje hacia el linaje
adipogénico que junto adipocinas fuesen causantes de
la situaciéon que se expone.

Si bien los procesos que causan estos cambios con el
envejecimiento no se conocen con precision, se ha
planteado la hipétesis de que son los mecanismos ba-
sicos del envejecimiento, que se han comentado, los
responsables de la disfuncién ésea relacionada con la
edad, entre ellos, la senescencia (13).
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Figura 3. Principales vias contra las que se dirigen los agentes senomorficos. Incluyen la via de
inhibicion de NFkB, via de inhibicion de mTOR, via JAK/STAT, y anticuerpos contra la actividad y funcion de
mediadores especificos del SASP (fenotipo secretor asociado a senescencia). La quinasa mTOR es clave en
el metabolismo celular que es la llave del catabolismo y el anabolismo celular, determina si las células (y
en particular las cancerigenas) deben crecer y proliferar. Ademas, mTOR tiene efectos en la regulacion de la
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apoptosis. NFkB es ampliamente utilizado por las células eucariotas como regulador de los genes que controlan
la proliferacion y la supervivencia celulares. La via de sefializacion JAK/STAT estd involucrada en procesos como
la inmunidad, la division celular, la muerte celular y la formacién de tumores. Modificada de: Lagoumtzi, et al.

Free Radic Biol Med 2021 (16).

Durante afios, no se habia demostrado que las células
senescentes se acumularan en hueso con el envejeci-
miento, como ocurria en otros tejidos. Tampoco se sa-
bia qué células del microambiente éseo se vuelven
senescentes al aumentar la edad ni si estas eran capa-
ces de generar SASP (4). En el primer estudio que
abordé estas cuestiones (39), se midieron in vivo los
marcadores de senescencia y SASP en ratones jévenes
(machos y hembras) frente a ratones viejos, en pobla-
ciones altamente enriquecidas de varios linajes celula-
res. Asi se descubrio que la expresién de p16'4 au-
mentaba de forma consistente con el envejecimiento
en células B, células T, células mieloides, osteoproge-
nitores, osteoblastos y osteocitos. Ademas, se vio que
los niveles de p21¢P'aumentaban con el envejecimien-
to en las células aisladas de los machos enriquecidas
con osteocitos (mientras que en las hembras no se ob-
servo ningun cambio en este sentido). Estos hallazgos
en ratones se validaron en humanos mediante la ob-
tencién de biopsias 6seas de mujeres ancianas y jove-
nes; se descubrié un aumento tanto de p16"* como
de p21°*! con la edad. Por ultimo, se demostré que el
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SASP es producido sobre todo por osteoprogenitores
senescentes, células mieloides senescentes y osteoci-
tos senescentes.

Aunque existen aun importantes lagunas de conoci-
miento y muchas preguntas que resolver, la senescen-
cia celular parece ser una caracteristica global del en-
vejecimiento natural en el hueso, como en el resto del
organismo. Esto abre la posibilidad de que tratandola
especificamente pueda disminuirse el impacto de una
enfermedad como la osteoporosis.

Para determinar si la senescencia celular desempefia
un papel en la pérdida ésea relacionada con la edad,
se emplearon tres estrategias: una genética, una far-
macolégica para eliminar las células senescentes
(INKATTAC o senoliticos, D+Q), y un senomérfico (con
un inhibidor de JAK, ruxolitinib) (40) para inhibir el
SASP (26). Las tres intervenciones demostraron preve-
nir la pérdida 6sea en ratones viejos y, ademas, ningu-
na tuvo efectos en los pardmetros 6seos de ratones
jovenes, es decir, son especificas para el envejecimien-
to (25).
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En definitiva, los estudios al respecto de la senescencia
en hueso demuestran que, con el envejecimiento, las
células del microambiente 6seo (al menos un subcon-
junto de la mayoria de sus tipos) se vuelven senescen-
tes y desarrollan un SASP heterogéneo. Ademas, esta-
blecen que las células senescentes tienen un papel
causal en la pérdida 6sea relacionada con la edad, que
puede aliviarse en ratones viejos reduciendo la carga
genética o farmacolégicamente con la primera clase
de senoliticos, o con un senomorfico. Esto podria cons-
tituir una nueva estrategia para tratar o prevenir la
osteoporosis, con ventajas potenciales sobre la terapia
convencional (25,26).

Los bisfosfonatos son farmacos empleados habitual-
mente en la practica clinica para el tratamiento de Ila
osteoporosis. Uno de ellos, el acido zoledrénico, po-
dria ser en si mismo un senoterapico. En experimenta-
cién animal se ha descrito que el zoledrénico alarga la
supervivencia celular y retrasa la senescencia de las cé-
lulas madre mesenquimales, mejora la reparacién del
ADN por inhibiciéon del mevalonato y la via mTOR, me-
jora la displasia del epitelio intestinal y previene muta-
ciones inducidas por radiacion (41). En el aino 2007, se
observé un efecto en la reduccién de la mortalidad
independiente del efecto en la incidencia de fracturas
(42); a partir de entonces, ensayos clinicos, metaanali-
sis y estudios observacionales disefiados especifica-
mente para medir esta relacion, apuntan a que los bi-
fosfonatos (y en particular los nitrogenados, de los
que forma parte el zoledrénico) tienen un beneficio
sobre la supervivencia en pacientes osteoporéticos/os-
teopénicos, pero también en enfermos previamente
expuestos y que son atendidos por diversas circunstan-
cias en cuidados intensivos, con cancer o patologia car-
diaca (43). Recientemente, en mujeres en la séptima
década con osteopenia, la administracion de 5 mg de
zoledrénico IV cada 18 meses demostré una evidente
tendencia en disminucion de mortalidad, incidencia de
cancer y eventos cardiovasculares (44), que podria co-
rresponderse a un efecto sistémico senoterapico.

De hecho, en un articulo de revision sobre efectos de
los bisfosfonatos y la esperanza de vida, aparecen es-
tudios en los que los bisfosfonatos muestran un efecto
protector con hazard ratios entre 0,56 y 0,94 (43).

A pesar de que hacen falta mas estudios que confir-
men estos efectos, los resultados obtenidos hasta aho-
ra son tremendamente prometedores en el sentido de
que farmacos que ya se usan y son Utiles en el trata-
miento de una enfermedad tan prevalente como la
osteoporosis, como es el zoledrénico, puedan tener
beneficios adicionales asimilables a los descritos. Ade-
mas, conocer esta asociacion del zoledronico con el
aumento de la supervivencia abre la puerta a investi-
gar el comportamiento de los sefializadores de células
senescentes en pacientes que vayan a recibir trata-
miento con zoledroénico y pacientes de otros grupos
terapéuticos, para encontrar asi marcadores subroga-
dos de supervivencia que simplificarian futuros estu-
dios en este campo.

L. PENA LARREA ET AL.

CONCLUSIONES

La senescencia celular es una entidad involucrada en el
envejecimiento y en las enfermedades crénicas que de él
se derivan (incluida la osteoporosis). Su mecanismo es
complejo y ambivalente: si bien es beneficiosa en deter-
minados contextos, sobre todo en tejidos jévenes; es per-
judicial por acumulacién y por su fenotipo secretor en
otros, provocando o empeorando la disfuncion tisular.

Con el objetivo de paliar su responsabilidad en la génesis
de enfermedades relacionadas con el envejecimiento, se
investigan terapias dirigidas a las células senescentes o a
su SASP. Un estudio mas exhaustivo de los marcadores de
senescencia permitiria comprobar el efecto de algunos
farmacos ya utilizados clinicamente con otras indicacio-
nes y con menor riesgo que farmacos noveles.
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CASO CLIiNICO

Presentamos un paciente varén de 55 afos intervenido
de protesis total de cadera (PTC) derecha hace dos
afos y medio, con persistencia del dolor y limitacion
de la movilidad, sin alteraciones significativas en la RX
(Fig. 1). Se solicita gammagrafia ésea en tres fases con
»mTc-difosfonatos para valorar movilizacion protésica.
Las fases precoces no muestran alteraciones significati-

A. MORENO-BALLESTEROS ET AL.

vas (Fig. 2 Ay B). En la fase 6sea tardia se aprecia hi-
percaptacion del trazador en tercio proximal de fémur
derecho (Fig. 2C, flecha), correspondiéndose en las
imagenes de fusion SPECT/TC (Fig. 3) con actividad os-
teogénica aumentada en islotes 6seos (de hasta
1,8 cm) en partes blandas adyacentes al trocanter ma-
yor. Dichos hallazgos son compatibles con osificaciones
heterotopicas (OH), descartdndose movilizacion de
PTC derecha.

Figura 1. RX simple de caderas tras 2 afios y 4 meses de la
implantacion de la PTC derecha sin signos de movilizacion.

Figura 2. Proyecciones anterior

(columna izquierda) y posterior
(columna derecha) de la
gammagrafia 6sea sin mostrar
alteraciones significativas en las

fases precoces de flujo (A) y pool
vascular (B). En la fase dsea tardia (C)
identificamos un incremento focal e
irregular de la actividad osteoblastica
en tercio proximal del fémur derecho

(flechas).

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(3):125-128 |
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Figura 3. Corte axial de imagen fusionada
SPECT/TC (A), reconstruccién 3D (B) y
segmentacion mediante software 3Dslicer

(9) (C) en los que se identifica el aumento de
actividad osteoblastica (flechas) en osificacion
heterotdpica periarticular, descartando
movilizacion significativa de PTC derecha. La
delimitacion del &rea de actividad osteoblastica
mediante la segmentacién semiautomatica
puede ser una herramienta Util dentro de |a
planificacion quirdrgica.

DISCUSION

La OH es una condicién limitante (dolor y disminucién
del balance articular) debido a formacion anémala de
hueso laminar maduro en partes blandas adyacentes
al hueso periarticular (1,2). De prevalencia variable
(entre el 10 y el 53 %) (3), la articulacion de la cadera
es la mas frecuentemente afectada. A pesar de su etio-
logia incierta, se relaciona con antecedentes de pato-
logia congénita/postraumatica/posquirirgica activa-
dora de las células progenitoras de osteoblastos y
condroblastos que provocan precipitacion de sales de
calcio dentro del tejido conjuntivo (4). Ademas, algu-
nos articulos recogen el incremento sérico de citoqui-
nas inflamatorias (TNF, IL-1, IL-6 y proteina quimioatra-
yente de monocitos) y fosfatasa alcalina en las fases
iniciales de esta formacién ésea, también presentes en
el proceso reparativo postraumatico (5). La gammagra-
fia permite el diagnostico precoz de la OH antes de
que se observen alteraciones en la RX, incluso siendo
mas precoz que en TC/RM (6). Ademas, la adquisicion
SPECT/TC tiene especial utilidad en el diagnéstico dife-
rencial con movilizacién protésica y miositis osificante,
permitiendo también la planificacién de cirugias me-
diante la impresién 3D de biomodelos (7,8). Aunque
inicialmente el tratamiento de la OH es conservador, la

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(3):125-128 |

gammagrafia puede aportar datos del grado de ma-
duracion ésea que estableceran el momento 6ptimo
de la cirugia, en caso de estar indicada (9).
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La categorizacion adecuada del riesgo de fractura os-
teoporodtica es indispensable si queremos dirigir bien
nuestros esfuerzos en la prevencion y tratamiento de
las personas con osteoporosis en riesgo de sufrir frac-
turas. En el articulo publicado en la Revista de Os-
teoporosis y Metabolismo Mineral (ROMM) en 2022
por Lopez Gavilanez y cols. (1), se aborda la aplica-
cion de los umbrales de intervencién (especificos de
edad e hibridos) en la poblacion del Ecuador basan-
dose en el calculo del riesgo de fractura realizado con
el instrumento FRAX especifico del pais. La propor-
cion de personas que superaban el umbral de inter-
vencion (en riesgo alto) y que eran por lo tanto elegi-
bles para tratamiento llegé al 2 % y las que eran
elegibles para evaluacion de la densidad 6sea y pos-
terior recalculo del riesgo alcanzé el 74 %. Estas pro-
porciones se incrementaron al utilizar el umbral hi-
brido, 31 % de las mujeres calificaron para
tratamiento y 76,3 % para evaluacion de la densidad
mineral 6sea (1).

El Grupo nacional de guias de osteoporosis (NOGG) del
Reino Unido, clasifico el riesgo de fractura en bajo y
alto utilizando la probabilidad de fracturas calculada
con el instrumento FRAX (2). La utilizacion de estos
umbrales dio como resultado que el riesgo de fractura
se infravaloraba en los grupos de edad avanzada, por
lo que McCloskey propuso la utilizacién de un umbral
hibrido con umbrales de intervenciéon dependientes de
la edad hasta 70 afos y a partir de entonces un umbral
fijo con una sola probabilidad de fractura hasta los

90 afos (2). En 2019, las guias de NOGG establecieron
un refinamiento en la categorizacion del riesgo de
fractura en “alto” y “muy alto”, con el objetivo de op-
timizar la seleccién del tratamiento (anabdlico o anti-
rresortivo) en pacientes de alto riesgo (3). La categoria
de alto riesgo estaria ahora en la probabilidad de frac-
tura por encima del umbral de intervencién, pero por
debajo del umbral de evaluaciéon superior. La categoria
de bajo riesgo estaria en el nivel de probabilidad por
debajo del umbral de intervencion (4). Utilizando esta
recategorizacion del riesgo, la proporciéon de mujeres
caracterizadas como de muy alto riesgo aumenté con
la edad.

Adoptando la metodologia utilizada por la NOGG (5),
las guias europeas (3) y la IOF-ESCEO (4) para el refina-
miento de la categoria de riesgo, nuestro grupo aplicé
los nuevos umbrales para recategorizar el riesgo de
fracturas en alto y muy alto en la misma poblacién de
2 283 mujeres estudiadas por Lopez Gavilanez y cols.,
en 2022 (1). Con los umbrales especificos por edad en-
contramos que 33 mujeres son categorizadas de alto
riesgo (1,4 %) y 12 de muy alto riesgo (0,5 %), mientras
que, con el umbral hibrido, 148 mujeres son categoriza-
das de alto riesgo (21.4 %) y 69 de muy alto riesgo
(10 %) (Fig. 1). Al comparar ambos umbrales de inter-
vencion, el nimero de mujeres seleccionadas con riesgo
alto aumenté 4,5 veces, y el riesgo muy alto 5,8 veces.

La incorporacion de la recategorizacion del riesgo en
alto y muy alto en las guias nacionales de osteoporosis
influird positivamente en la seleccién del tratamiento
por parte de los médicos de los paises de la region.
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a) Umbrales especificos de edad

Probabilidad a 10 afios de fractura osteoporética mayor (%)

Riesgo muy alto

Umbral de

. de Riesgo alto
intervencion

Riesgo bajo

60 65 70 75 80 85 90
Edad (afios)
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Fig. 1. Categorias de riesgo de fractura segtin los umbrales de intervencion. La categoria de riesgo alto estaria ahora en la
probabilidad de fractura por encima del umbral de intervencién, pero por debajo del umbral de evaluacién superior. La categoria
de riesgo bajo estarfa en el nivel de probabilidad por debajo del umbral de intervencion (4). Con los umbrales especificos por
edad 33 mujeres son categorizadas de riesgo alto y 12 de riesgo muy alto, mientras que, con el umbral hibrido, 148 mujeres son

categorizadas de riesgo alto y 69 de riesgo muy alto.
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