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Vitamin D and nutritional support in patients with heart failure: effect
on circulating cytokines

Aura D. Herrera-Martinez'?, Concepcién Mufioz-Jiménez'?, Ana Navas Romo'#, José Lopez Aguilera',
Maria Angeles Galvez Moreno'?, Maria José Molina Puerta'?, Aurora Jurado Roger'*

'Instituto Maimanides de Investigacién Biomédica de Cordoba (IMIBIC). Cérdoba, Spain. 2Endocrinology and Nutrition Service. Hospital Universitario
Reina Sofia. Cérdoba, Spain. *Cardiology Service. Hospital Universitario Reina Sofia. Cordoba, Spain. “lmmunology Service. Hospital Universitario Reina

Sofia. Cérdoba, Spain

Keywords:

Oral supplements.
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Abstract

Background: heart failure (HF) is recognized as a highly state of inflammation. Increased circulating levels of cytokines
have been previously reported and generally associated with worse clinical outcomes. In this context, the modulation
of inflammation-related parameters seems to be a reasonable therapeutic option for improving the clinical course of
the disease.

Aim: to compare changes in circulating cytokines and clinical progression of patients with HF when calcifediol supplemen-
tation is administered along with Mediterranean diet alone or with Mediterranean diet and 2 hypercaloric, hyperproteic
oral nutritional supplements (ONS) enriched with eicosapentaenoic acid (EPA) docosahexaenoic acid (DHA) fatty acids.

Patients and methods: 25-hydoxi-vitamin D (250HvitD) and circulating cytokines (IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, MCP-1) were
determined at baseline and after 24 weeks of nutritional support in a cohort of 38 patients previously included in an open
label, controlled clinical tiral; briefly patients were randomized to receive calcifediol plus Mediterranean Diet (control
group) vs calcifediol plus Mediterranean Diet and ONS (intervention group). Epidemiological, clinical, anthropometric,
and biochemical evaluation was also performed.

Results: 250HVitD insufficiency was observed in 58.3 % of patients. Patients from the intervention group exhibited
higher increase in serum 250HVitD, higher decrease in ferritin, C-reactive protein (C-RP), IL-8, IL-6 and IP-10; although
250HVitD levels positively correlated at baseline with body cell mass and the phase angle (p < 0.05) they did not
correlate with serum ferritin, C-RP or the circulating evaluated interleukins. Any associations were observed between
serum 250HVitD and left ventricular ejection fraction (LVEF) or the N-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP).
An age-, sex- and 250HvitD adjusted multivariate analysis showed that the only cytokine associated with increased
mortality in patients with HF was MCP-1 (OR 1.01, 95 %Cl, 1.01-1.02), which was not modulated in the intervention or
the control group after 24-weeks of treatment.

Conclusion: although the combination of calcifediol, Mediterranean diet and hypercaloric, hyperproteic, EPA and DHA
enriched ONS with decreased serum levels of inflammation related parameters (C-RP) and ferritin, as well as circulating
cytokines, 250HvitD levels were not correlated with these inflammation markers or the clinical progression of patients
(mortality and new hospital admissions).
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INTRODUCTION

Vitamin D deficiency (VDD) is increasingly recognized
as a significant factor in cardiovascular health, with
associations identified in both coronary heart disease
(CHD) and heart failure (HF) (1). Specifically, VDD,
defined as 25-hydroxyvitamin D (25-OH-Vit D) lev-
els < 20 ng/mL, has been associated with risk factors
for cardiovascular disease and adverse outcomes (2)
including all-cause mortality, cardiovascular mortality,
and major adverse cardiovascular events (MACE) (1).
Similarly, in patients with HF, multiple studies have re-
vealed a striking correlation between VDD and worse
prognosis (3). Furthermore, VDD in HF patients has
been associated with reduced left ventricular ejection
fraction (LVEF), increased natriuretic peptides, and in-
creased mortality (4). Prospective studies have even
indicated that the risk of developing HF is higher in
patients with VDD (5). These associations highlight the
potential role of vitamin D in the pathogenesis and
progression of HF. Despite the strong epidemiological
evidence implicating VDD in adverse cardiovascular
outcomes, clinical trials involving vitamin D supple-
mentation have largely failed to demonstrate consis-
tent improvements in CVD outcomes; this discrepancy
suggests that the relationship between vitamin D and
cardiovascular disease is complex and may involve in-
termediary factors or specific patient subgroups that
could benefit from intervention (1).

VDD has been involved in and may promote great-
er risk through inflammation; individuals with both
VDD and elevated high-sensitivity C-reactive protein
(hsCRP) levels exhibit an approximately 3-fold greater
hazard of cardiovascular mortality vs those with nor-
mal vitamin D levels and low hsCRP (1). Similar find-
ings have been observed for all-cause mortality and
MACE, suggesting a synergistic detrimental effect of
VDD and inflammation in cardiac heart disease (1).

Evidence from these sources consistently points to-
wards a significant association between VDD and
adverse cardiovascular outcomes, including HF. In-
flammation seems to be a crucial mediator in this rela-
tionship, with lower vitamin D levels often correlating
with higher levels of pro-inflammatory markers (5).
Additionally, it has been described that vitamin D may
exhibit immunomodulatory properties in reducing cer-
tain inflammatory cytokines like a. necrosis tumor fac-
tor (TNF-a) in patients with HF, despite this, vitamin D
supplementation trials have not consistently translat-
ed these effects into improved clinical outcomes (1).

HF is recognized as a systemic pro-inflammatory state
that involves the activation of both innate and adap-
tive immunity mechanisms. Hemodynamic stress and
volume overload in HF can lead to cardiomyocyte
damage, stimulating the release of pro-inflammatory
cytokines such as MCP-1, and IL-6 (5). These inflam-
matory signals can have effects on additional organs,

A. D. HERRERA-MARTINEZ ET AL.

which contributes to skeletal muscle inflammation,
adipose tissue inflammation and atherogenesis. This
pro-inflammatory state deteriorates ventricular func-
tion by inducing myocardial contractile dysfunction,
hypertrophy, apoptosis, and fibrosis, ultimately lead-
ing to the progression of HF due con cardiac remod-
eling (6). Elevated concentrations of inflammatory
markers in HF patients have been associated with
adverse outcomes such as reduced LVEF, increased
pro-BNP, and increased mortality (5). The complex in-
terplay between inflammation and HF suggests that
targeting inflammatory pathways could be a poten-
tial therapeutic strategy (1).

Several authors suggest that vitamin D possesses im-
munoregulatory functions, furthermore, in vitro and
in vivo models have demonstrated protective roles
through mechanisms involving various inflammatory
pathways (5). Despite this, there is inconsistent ev-
idence from the clinical trials about the use of vita-
min D supplementation for decreasing inflammation
in these patients (7,8).

In this context, we aimed to evaluate the correlation
between vitamin D and circulating cytokines levels
in patients with a recent admission due to HF, their
relation with nutritional parameters (combining an-
thropometric, instrumental and biochemical mea-
surements) and determine their progression after
24-weeks of vitamin D supplementation along with
Mediterranean diet alone or vitamin D supplementa-
tion, Mediterranean diet and nutritional support with
a hypercaloric, hyperproteic, omega 3 (n-3)- enriched
oral nutritional supplement (ONS).

MATERIAL AND METHODS

PATIENTS

This study was approved by Hospital Universitario Re-
ina Sofia Ethics Committee (Cordoba, Spain; reference
No. 5164 approved on October 21, 2021 and updated
on May 30%, 2023). The study was conducted in full
compliance with the criteria set forth in the Declara-
tion of Helsinki and national and international clini-
cal practice guidelines. We conducted a prospective
open-label study in which written informed consent
was obtained from each participant prior to their in-
clusion in the study. All patients received comprehen-
sive information about the study before consenting
to participate. Only those who agreed to participate
were subsequently included. This cohort was initially
evaluated in an open, randomized, controlled clinical
trial (ClinicalTrials.gov number: NCT05848960) (9). The
trial included patients of both sexes, aged between
18 and 85 years, with a left ventricular ejection frac-
tion (LVEF) < 50 % and who had been hospitalized due
to heart failure over the past 6 months.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2025;17(4):139-145 |



VITAMIN D AND NUTRITIONAL SUPPORT IN PATIENTS WITH HEART FAILURE: EFFECT ON CIRCULATING CYTOKINES 141

NUTRITIONAL SUPPORT

In the clinical trial, patients received vitamin D supplemen-
tation with calcifediol at a different dose depending on
the baseline levels of 25-OH-Vit D (25-OH-Vit D > 30 ng/
mL: dose 0.266 mg every 30 days; 25-OH-Vit D 20-29 ng/
mL: dose of 0.266 mg calcifediol every 21 days; 25-OH-Vit
D 10-19 ng/mL: dose of 0.266 mg calcifediol every 15 days;
25-OH-Vit D < 10 ng/mL: dose of 0.266 mg calcifediol every
10 days. Additionally, patients were randomized by the
clinical investigator to receive either Mediterranean diet
alone or Mediterranean diet plus 2 hypercaloric, hyper-
proteic ONS per day, with a 1:1 allocation for 24 weeks.
The ONS included slow-release carbohydrates, fiber mix-
ture and a combination of n-3 and n-6 fatty acids. ONS
were kindly donated by Vegenat Healthcare®, bottles
were administered every 3 weeks. A total of 19 patients
were included in each arm. All patients referred an ad-
herence > 75 % to treatment. At baseline, all patients
received general education and advice about nutritional
support, Mediterranean diet and physical activity.

NUTRITIONAL EVALUATION

A morphofunctional nutritional evaluation was per-
formed as previously described (10-12). Briefly, phys-
ical examination included body composition analysis
(bioelectrical bioimpedance, abdominal, arm and calf
circumferences), functional tests (up and go test and
handgrip strength) and nutritional ultrasound of ab-
dominal adipose tissue and rectus-femoris (RF) mus-
cle of the quadriceps. Biochemical nutritional analysis
was also performed (hemoglobin, lymphocytes, to-
tal cholesterol, total, high-density lipoprotein (HDL)
cholesterol, low density lipoprotein (LDL) cholester-
ol, triglycerides, transferrin, albumin, prealbumin),
heart-related markers (N-terminal pro-brain natriuret-
ic peptide (NT-proBNP)) and inflammation markers
(C-reactive protein (C-RP) and ferritin) were included.
Left ventricular ejection fraction (LVEF) measured us-
ing transthoracic ultrasound was also evaluated.

CYTOKINE MEASUREMENT

Serum cytokines were quantified by Cytometry Bead
Array (CBA, BD Cytometric Bead Array Human Solu-
ble Protein Master, ref. 558264/558265; Becton Dickin-
son and Company, San Jose, CA, USA). The following
cytokines were analysed based on the manufacturer’s
instructions for use: IL-6 (ref. 558276), IL-8 (CXCLS, ref.
558277), IL-10 (ref. 558274), MCP-1 (CCL2, ref. 558287)
and IP-10 (CXCL10, ref. 558280). For sample acquisition,
a FACS Canto Il was used, and a minimum of 300 events
were recorded per each cytokine. Median Fluorescence
Intensity (MFI) data was transformed in concentration
(pg/mL) using a calibration curve as a reference.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2025;17(4):139-145 |

STATISTICAL ANALYSIS

The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess the
data normal distribution. For the descriptive statistics,
the mean and standard deviation of the continuous
variables and the frequencies and percentages of the
discrete variables were calculated. To assess differ-
ences across continuous variables, the Mann-Whitney
U test was used (nonparametric data). Paired analy-
sis was performed by Wilcoxon test (nonparametric
data). For differences between the discrete variables,
Pearson’s test was used. Statistical analyses were per-
formed using SPSS statistical software version 20, and
Graph Pad Prism version 6. Significance was defined as
a p-value of < 0.05.

RESULTS

BASELINE CHARACTERISTICS OF THE
GROUPS

A total of 38 patients were included in the study,
28.9 % were women, 42.1 % had type 2 diabetes
mellitus and 34.2 % had ischemic cardiomyopathy;
the median ejection fraction was 33 % and baseline
NT-proBNP was 4225 pg/mL. A total of 73.7 %exhibit-
ed overweight or obesity. There were no differences
in patients that underwent Mediterranean diet alone
(control group) and those who received additional nu-
tritional support (intervention group) (Table I). Medi-
an 25-OHvitD at baseline was 18 (11-26) ng/dL, 58.3 %
of patients had 250HvitD < 20 ng/dL. Specific baseline
characteristics are shown in table I.

After 6 months of nutritional intervention, 25-OHvitD
increased to 22 (16-31) ng/dL, this increase was higher
in the intervention group [from 17 (9-29) to 25 (19-38),
p = 0.08] than the control group [form 15 (11-21) to
17 (9-29)]. In parallel, serum ferritin and C-RP signifi-
cantly decreased in the intervention group (p < 0.01)
but not in the control group (p>0.05); additionally, also
NT-proBNP levels significantly decreased in patients
that received nutritional support with ONS (Table II).

CLINICAL ASSOCIATIONS AND
CORRELATIONS BETWEEN SERUM 25-OHvitD
AND NUTRITIONAL PARAMETERS

In this cohort, 250HvitD at baseline was correlat-
ed with body cell mass (BCM) r = 0.612 (p < 0,01) and
the phase angle (PA) r = 0.349 (p < 0.05). Baseline
250HVvitD < 20 ng/dL was associated with increased BMI
(29.9 kg/m2 (IQR 5.55) vs 26.4 kg/m2 (IQR 7.9), any other
association with anthropometric or biochemical param-
eters, including LVEF and NT-proBNP was observed.
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Table I.

Characteristics Total (n = 38) Calcidefi(:llistlu(; I\ile1dgi)terranean Calci:;fth;lnzlL(l)le\éli:it:e:?)nean B

Sex (d/9) 71.1 %/28.9 % (11/27) 31.6/68.4 (6/13) 73.7/126.3 (14/5) 0.50
Age (years) 67.5 (61-78) 72 (64.5-80) 65 (56-72) 0.06
Tobacco exposure (%)

No 57.9 (22/38) 42.1(8/19) 73.7 (1419)

Active 18.4 (7/38) 15.8 (3/19) 21.1(4119)

Previous exposure 23.7 (9/38) 42.1(8/19) 5.3(1/19)
Type 2 diabetes mellitus 42.1(16/38) 36.8 (7/19) 47.4(9/19) 0.38
Previous ischemic cardiomyopathy 34.2 (13/38) 36.8 (7/19) 31.6 (6/19) 0.50
Ejection fraction (%) 33 (25-49.5) 40 (32.5-54) 38 (23-35) 0.46
NT-proBNP (pg/mL) 4225 (2001-7289) 3678 (1966-7203) 4412 (2177-7255) 0.59
Current weight (kg) 78 +(70.3-89.5) 81 (75-90) 76 (70-85) 0.17
Overweight/obesity (%) 73.7 (28/38) 57.1(16/19) 42.9(12119) 0.14
Mortality (%) 13.2(5/38) 21.1(4119) 5.3(1/19) 0.17

brackets. ONS: oral nutritional supplement.

Categorical data are expressed as percentages and absolute number in brackets. Continuous variables are expressed as median with interquartile range n

Table II.

Total Mediterranean diet Mediterranean diet and 0S
Characteristics I(B:s:l;r;; 6(:1:';?)5 p1 ?:S:I: g;! 6(’;":r;t5h)s p2 ?:S:I: g;! 6(’;“:':2‘)5 p3
Biochemical parameters
Ferritin (mg/dL) 106 (35-176) 73(32-111) 0.003 74(32-171) 80(37-113) | 0.46 | 130(104-169) | 80(37-113) | <0.01
C-RP (mg/L) 2.1(0.5-6.9) 1.0 (0.5-2.6) 0.02 2.2 (0.5-15) 2.1(0.5-5.6) 0.79 1.4(0.7-5.8) 0.7 (0.5-1.5) <0.01
NT-proBNP (pg/mL) (10;(?-545364) 741 (393-1992) | <0.01 (5517?65327) 489 (178-1676) | 0.17 i 171:_532307) (7411?21311) 0.02
Vitamin D (ng/dL) 18 (11-26) 22 (16-31) 0.08 15(11-21) 17 (9-29) 0.51 17 (9-29) 25(19-38) 0.08
Interleukin levels

IL-6 0.8 (0-11) 0 0.001 2.4(0-14.97) 0 0.07 0(0-7.55) 0 0.01
I8 166311 | 8842819) | <0001 | o D 10'121_;')41' 0001 | 53,1 0-1605) | (122 < | 0001
IP-10 314.5(226-409) | 196 (94-328) 0.002 288(229-492) | 208 (120-419) | 0.25 | 319(219-391) 193 (70-318) 0.002
IL-10 0 0 0 0 0 0
MCP-1 154 (85-234) 163 (84-220) 0.30 173 (148-244) 163 (89-206) | 0.18 | 126 (51-205) 162 (83-277) 0.93
p1 refers to the comparison between all patients at baseline and after 24 weeks; p2 indicates the comparison between patients of the control group (Medliter-
ranean diet) at baseline and after 24 weeks; p3 indicates the comparison between patients of the intervention group (Mediterranean diet plus oral nutritional
supplementation) at baseline and after 24 weeks.
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After 24-weeks of intervention, 25-OHvitD < 20 ng/mL
was associated with higher serum ferritin (p < 0.05)
and remarkably, 25-OHvitD > 30 ng/mL were associat-
ed with lower body cell mass (BCME), extracellular cell
mass (ECME), lean mass, water and bone mass (Fig. 1).

CORRELATIONS AMONG 250HvitD, BODY
COMPOSITION AND CIRCULATING CYTOKINE
LEVELS

Although, at baseline, 250HvitD positively correlated
with phase angle (r = 0.428; p = 0.01) and negatively
with C-reactive protein serum levels (C-RP; r =-0,378; p
= 0.02) serum 250HVvitD levels did not significantly cor-
relate with circulating levels of IL6, IL8, IL10, MCP1 and
IP10. After 24-weeks of intervention, serum 250HvitD
negatively correlated with extracellular mass (r =
-0.375; p = 0.03) and IL6 levels r = -0.390 (p < 0.05).

CLINICAL ASSOCIATION BETWEEN HF-
RELATED OUTCOMES AND CIRCULATING
INTERLEUKINS

At the 24-week follow-up, 27.3 % of patients (n = 9)
experienced at least 1 hospital readmission due to HF.
Most (6/9) had a single readmission, while the remain-
ing 3 patients had 2 or more. Among those readmit-
ted, 55.6 % (n = 5) belonged to the control group and

44.4 % (n = 4) to the intervention group (p = 0.3). De-
spite mortality rate was higher in the control group
(21.1 %) vs the intervention group (5.3 %), this differ-
ence was not statistically significant. An age-, sex- and
250HvitD adjusted multivariate analysis showed that
the only cytokine associated with increased mortality
in patients with HF was MCP-1 (OR 1.01, 95 %ClI, 1.01-
1.02). In contrast, no circulating cytokine was associ-
ated with new hospital admissions due to HF at the
24-week follow-up.

DISCUSSION

Given the conflicting evidence on the anti-inflammato-
ry effects of vitamin D supplementation in specific con-
texts, we evaluated the clinical impact of its combina-
tion with oral nutritional supplements (ONS) in patients
recently hospitalized for HF. In this cohort, we observed
that patients from the intervention group resulted in
clinical improvements including lean mass gain, cell
mass gain, decreased levels of serum ferritin and C-RP,
and a more significant improvement in functionality,
quality of life, LVEF and decrease in NT-proBNP serum
levels after 24 weeks of intervention. In parallel, we
observed that Mediterranean diet and vitamin D sup-
plementation with calcifediol resulted in decreased
IL-8 circulating levels in these patients, while its combi-
nation with an ONS (with slow-release carbohydrates,
fiber mixture and enriched with EPA and DHA) resulted
in an additional significant decrease in serum IL-6 and
IP-10 (13). Clinically, as expected, lower 250HvitD levels
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Figure 1. Clinical associations between
Ferritin 250HvitD, clinical and biochemical
* parameters after 24-weeks of nutritional

support and vitamin D supplementation.
Serum 25-OHvitD levels tended to correlate
with transferrin (p = 0.05). Additionally,
serum25-OHvitD negatively correlated with
body weight r = -0.380 (p < 0.05), BMI
r=-0.359 (p < 0.05) and adipose tissue

in the rectus femoris r = -0.375 (p < 0.05).
Both, at baseline and at the end of the
study, 25-OHvitD levels were not associated
with circulating interleukins.
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were observed in patients with increased C-RP and de-
creased phase angle as previously described in different
cohorts of patients (14), suggesting decreased muscle
quality and functionality in patients with decreased se-
rum 250HvitD levels (15). Despite this findings, serum
250HvitD levels were not associated with mortality or
additional hospital admissions due to HF. Furthermore,
it did not correlate with circulating interleukin levels
and only after 24-weeks of intervention it negatively
correlated with IL-6 serum levels.

As in our cohort, former studies have reported a high
prevalence of VDD in HF patients; however, in contrast
to our study, they observed a significant inverse cor-
relation between serum 250HvitD levels and several
pro-inflammatory cytokines, including IL13, TNF-qo,
IL6, IL8, and IL17A (5). In line with our study, a few
meta-analyses of randomized controlled trials have
shown no significant differences in inflammation-re-
lated markers including C-RP (4, 16). In contrast, an-
other metanalysis suggested a potential, anti-inflam-
matory effect of vitamin D supplementation on TNF-a
(17), however, it is unknown whether this reduction
in TNF-a turns into a significant improvement in the
clinical evolution for HF (18).

Another area of interest is the clinical relationship be-
tween 25-hydroxyvitamin D (250HvitD) and body com-
position parameters. In this regard, we observed posi-
tive clinical correlations with BCM and the phase angle,
indicating that in HF patients, higher levels of 250HvitD
are associated with better clinical conditions (19,20).

This study has some limitations. First the number of
participants; furthermore, we cannot determine a
specific relation between the combination of the sup-
plementation with calcifediol and ONS and the clini-
cal benefit. Finally, underlying molecular mechanisms
were not evaluated.

Overall, our results reveal a close relation between
250HvitD, circulating cytokines and body composi-
tion parameters in patients with HF, but no specific
relations between circulating cytokines and VDD have
been observed at baseline. Remarkably, the combina-
tion of nutritional support with ONS and calcifediol
produced significant decrease in serum IL-6 and IP-10,
suggesting that nutritional interventions can affect
the clinical evolution of the heart function patients
with previous admissions due to HF. Our results do
not allow to differentiate whether this effect was im-
proved by the vitamin D supplementation or the com-
position of the ONS itself. Importantly, MCP-1 was the
only parameter independently associated with mortal-
ity and it does not change after nutritional and calcife-
diol supplementation.

Importantly, according to former studies, the syner-
gistic combination of vitamin D with hypercaloric/
hyperproteic ONS demonstrates clinically significant

A. D. HERRERA-MARTINEZ ET AL.

benefits in specific populations, primarily through en-
hanced muscle protein synthesis and metabolic opti-
mization (9,11,21). In this context, it is hypothesized
that vitamin D potentiates the effect of the nutritional
support downregulating myostatin, which is a muscle
growth inhibitor and enhancing leptin sensitivity (re-
directing calories toward muscle synthesis) (22).

This data suggests that the role of vitamin D as an
anti-inflammatory drug in cardiovascular disease is
complex, maybe some factors can mask the real effect,
including the origin and evolution of the HF, the sever-
ity of the deficiency, the type and dosage of supple-
mentation, and the presence of other comorbidities
(4). Large-scale, well-designed clinical trials focusing
on VDD individuals with HF and assessing both inflam-
matory markers and long-term clinical endpoints, are
necessary to fully elucidate the therapeutic potential
of vitamin D supplementation in these patients since it
would help to develop effective strategies for improv-
ing clinical outcomes in these patients.
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Resumen

Introduccion: la osteoporosis grave representa un desafio significativo en la practica clinica, debido a su impacto en
la calidad de vida de los pacientes y al alto riesgo de fracturas que conlleva. Romosozumab, un anticuerpo monoclonal
inhibidor de la esclerostina, ha demostrado mejorar la densidad mineral 6sea (DMO) mediante un mecanismo dual,
incrementando la formacion dsea y reduciendo la resorcion. Sin embargo, su eficacia y seguridad en la practica clinica
real requieren una evaluacion detallada.

Objetivo: evaluar la eficacia y seguridad de romosozumab en pacientes con osteoporosis grave y alto riesgo de fractura
en un entorno clinico real.

Metodologia: estudio multicéntrico retrospectivo observacional, de pacientes con osteoporosis grave y/o alto riesgo de
fractura que recibieron romosozumab entre mayo de 2023 y noviembre de 2024 en diversos hospitales y servicios de
Castilla-La Mancha y con un seguimiento de 12 meses para evaluar los cambios en la DMO, la incidencia de fracturas
y los efectos adversos.

Resultados: después de un afio de tratamiento con romosozumab, las 58 mujeres posmenopdusicas incluidas en el
estudio (edad media: 71,7 afos) presentaron un aumento de la DMO del 11,4 % en la columna lumbar, del 3,7 % en el
cuello femoral y del 2,6 % en la cadera total. Se registraron 2 fracturas vertebrales, sin eventos cardiovasculares mayores,
y con los marcadores de remodelado 6seo sin sufrir grandes variabilidades numéricas.

giizggisrii"fh da Conclusion: romosozumab mejora significativamente la DMO en pacientes con osteoporosis grave, mostrando un perfil

real. Romosozumab.  de seguridad adecuado y resultados prometedores en préctica clinica real.
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ROMOSOZUMAB EN LA VIDA REAL: RESULTADOS DE EFICACIA Y SEGURIDAD EN PACIENTES

CON OSTEOPOROSIS GRAVE EN CASTILLA-LA MANCHA

INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica 6sea
caracterizada por la disminucién progresiva de la den-
sidad mineral 6sea (DMO) y el deterioro de la microar-
quitectura del hueso, lo que provoca un incremento
en su fragilidad y, en consecuencia, un mayor riesgo
de fracturas (1,2). Esta patologia afecta predominan-
temente a mujeres posmenopdausicas debido a la re-
duccion en los niveles de estrégenos, lo que acelera la
pérdida 6sea. No obstante, también puede presentar-
se en hombres y en personas con comorbilidades aso-
ciadas a la pérdida de masa 6sea (3).

Las fracturas osteoporoticas constituyen una de las
principales causas de discapacidad en la poblacién an-
ciana, afectando de manera considerable la movilidad
y la independencia funcional de los pacientes. Entre
ellas, las fracturas vertebrales y de cadera tienen un
impacto particularmente severo, ya que incrementan
la mortalidad y el riesgo de futuras fracturas. La pre-
vencioén y el tratamiento eficaz de la osteoporosis son,
por tanto, de suma importancia para reducir la carga
clinica y econémica de la enfermedad.

En este contexto, romosozumab ha emergido como
una alternativa terapéutica innovadora. Se trata de
un anticuerpo monoclonal humanizado que inhibe la
esclerostina, una glicoproteina producida por los os-
teocitos que actua como un regulador negativo de la
formacion ésea. Al bloquear la accion de la esclerosti-
na, romosozumab favorece la diferenciacion y activi-
dad de los osteoblastos, promoviendo la formacién de
nuevo tejido éseo. Ademas, ejerce un efecto inhibidor
sobre los osteoclastos, reduciendo la resorcién 6sea.
Esta doble accion lo diferencia de otros tratamientos
disponibles para la osteoporosis, como los bisfosfona-
tos y el denosumab, que se centran principalmente en
la inhibicion de la resorcién 6sea.

La eficacia de romosozumab ha sido ampliamente eva-
luada en ensayos clinicos de fase Ill. En el estudio FRA-
ME (Fracture Study in Postmenopausal Women with
Osteoporosis), que incluyé a mas de 7000 mujeres pos-
menopausicas con osteoporosis, el tratamiento con
romosozumab durante 12 meses se asocié con un in-
cremento significativo de la DMO en columna lumbar
(13,3 %) y cadera total (6,9 %), y con una reduccion del
73 % en el riesgo de fracturas vertebrales nuevas en
comparacion con placebo (4).

Por su parte, el estudio ARCH (Active-Controlled Frac-
ture Study in Postmenopausal Women with Osteopo-
rosis at High Risk), que comparé romosozumab frente
a alendronato en mujeres con antecedentes de fractu-
ras por fragilidad, demostré que romosozumab segui-
do de alendronato redujo significativamente el riesgo
de fracturas vertebrales (-48 %), no vertebrales (-19 %)
y clinicas (-27 %) en comparacion con alendronato solo
(5). Estos resultados consolidan a romosozumab como
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una opcién terapéutica eficaz, especialmente en muje-
res con alto riesgo de fractura.

Sin embargo, dado que ambos estudios se desarrolla-
ron en condiciones controladas, resulta esencial con-
firmar estos hallazgos mediante estudios en vida real
que evalten su efectividad, tolerabilidad y seguridad
en poblaciones mas heterogéneas y en escenarios asis-
tenciales habituales.

MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio observacional retrospectivo, mul-
ticéntrico y multidisciplinar, en el que participaron los
servicios de Reumatologia y Endocrinologia de distin-
tos hospitales de Castilla-La Mancha. Se incluyeron pa-
cientes diagnosticados de osteoporosis grave y/o con
alto riesgo de fractura que iniciaron tratamiento con
romosozumab entre mayo de 2023 y noviembre de
2024, con un seguimiento de 12 meses. El estudio se
llevé a cabo en un contexto de practica clinica real,
sin intervencion externa en la eleccion del tratamiento
por parte de los investigadores.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se incluyeron mujeres posmenopdusicas con osteopo-
rosis grave confirmada mediante densitometria 6sea
(DXA) y un historial de fracturas previas. Se excluyeron
pacientes con antecedentes de eventos cardiovascula-
res mayores recientes (infarto de miocardio o acciden-
te cerebrovascular) o con hipocalcemia no controlada,
debido a las advertencias de seguridad previamente
descritas para romosozumab.

VARIABLES ESTUDIADAS

Las variables principales analizadas fueron:

— Edad, indice de masa corporal (IMC) y comorbili-
dades relevantes (como hipertension, dislipidemia,
diabetes mellitus y antecedentes de fractura oste-
oporatica).

— Densidad mineral 6sea (DMO): se midio en la co-
lumna lumbar, el cuello femoral y la cadera total
mediante absorciometria de rayos X de doble
energia (DXA), con evaluaciones al inicio y a los
12 meses.

— A nivel analitico, se recogieron los valores séricos
de creatinina, calcemia corregida, fosforo, fosfa-
tasa alcalina, hormona paratiroidea (PTH) y vitam-
ina D, con evaluaciones al inicio y a los 12 meses.
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— Marcadores de remodelado dseo: se evaluaron los
niveles séricos de P1NP (propéptido N-terminal del
procolageno tipo 1) como indicador de formacion
osea y el CTX (telopéptido C-terminal del colage-
no tipo 1) como marcador de resorcién ésea, con
evaluaciones al inicio y a los 12 meses.

— Incidencia de nuevas fracturas: se documento la
aparicion de fracturas vertebrales y no vertebrales
durante el periodo de seguimiento.

— Efectos adversos: se registraron eventos adversos
relacionados con el tratamiento, incluyendo re-
acciones en el sitio de inyeccién, hipocalcemia y
eventos cardiovasculares, durante el periodo de
seguimiento.

Las variables secundarias que se estudiaron fueron:
- Edad de inicio de la menopausia y tipo de meno-
pausia (natural o quirdrgica), de cada una de las
pacientes.

D..CASTRO CORREDOR ET AL.

— Riesgo cardiovascular previo: estimado mediante
la herramienta REGICOR.

ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, se hizo una limpieza de las variables,
eliminando outliers y se llevé a cabo un andlisis des-
criptivo de las variables numéricas, que incluyeron los
valores minimo y maximo, cuartiles, media y desvia-
cion tipica (DT) (Tabla 1).

Por otro lado, para evaluar los cambios en la densidad
mineral 6sea (DMO) tras un afio de tratamiento con ro-
mosozumab, se elaboré un boxplot comparativo entre
las mediciones basales y al afio (Fig. 1) y un contraste de
hipotesis para la diferencia de medias (Tabla I1), aplican-
do previamente, un test de normalidad Shapiro-Wilk).

Tablal.

Variables Media DT Minimo Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo

Edad 7,74 10 34 66 73 78 92
indice de masa corporal 26,11 4,82 18,79 22,32 24,85 29,05 37,30
Edad de menopausia 47,26 6 30 45 48 51 56
Menopausia quirtrgica 0,10 0 0 0 0 0 1
Riesgo cardiovascular previo 3,06 3,18 0,00 1,00 2,00 5,00 15,00
Numero de dias tratamiento 365,47 51,20 28,00 364,00 365,00 369,75 486,00
DMO lumbar (g/cm?) basal 0,78 0,18 0,51 0,67 0,74 0,85 1,32
DMO cuello femoral (g/cm?) basal 0,60 0,13 0,30 0,52 0,62 0,69 0,85
DMO cadera total (g/cm?) basal 0,66 0,13 0,32 0,56 0,67 0,74 1,00
DMO lumbar (g/cm?) al afio de tto. 0,90 0,18 0,67 0,77 0,85 1,00 1,40
DMO cuello femoral (g/cm?) al afio de tto. 0,66 0,10 0,47 0,59 0,65 0,74 0,87
DMO cadera total (g/cm?) al afio de tto. 0,71 0,11 0,50 0,62 0,72 0,80 0,89
Fésforo basal 3,54 0,66 1,70 3,20 3,50 3,80 5,00
Fosfatasa alcalina basal 82,38 35,12 37,00 60,00 73,00 93,00 223,00
PTH basal 68,52 33,23 30,30 40,18 60,15 91,15 153,00
Vitamina D basal 35,73 15,48 6,00 25,00 32,00 44,70 77,30
P1NP basal 46,20 29,96 0,17 24,50 36,20 63,60 102,00
CTX basal 35,05 183,43 0,04 0,16 0,29 0,60 971,00
Creatinina a los 6 meses 0,76 0,16 0,49 0,67 0,72 0,86 1.17
Calcemia corregida a los 6 meses 9,43 0,36 8,70 9,10 9,40 9,70 10,30
Fésforo a los 6 meses 3,52 0,62 1,90 3,18 3,45 4,00 5,00
Fosfatasa alcalina a los 6 meses 98,30 36,55 51,00 75,50 87,00 108,00 199,00

(Continda en pdgina siguiente)
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Tabla I (cont.).
Variables Media DT Minimo Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo

PTH a los 6 meses + BD1 74,19 45,09 26,20 41,58 63,30 88,85 202,00
Vitamina D a los 6 meses 37,82 11,79 7,00 31,50 38,00 43,60 75,00
PINP a los 6 meses 100,13 121,97 11,10 45,80 58,40 105,50 610,00
CTX a los 6 meses 0,47 0,50 0,08 0,16 0,37 0,52 2,57
Creatinina a los 12 meses 0,79 0,19 0,54 0,66 0,75 0,90 1,34
Calcemia corregida a los 12 meses 9,48 0,48 8,72 9,13 9,40 9,90 11,06
Fésforo a los 12 meses 3,38 0,30 1,90 3,00 3,30 3,70 6,80
Fosfatasa alcalina a los 12 meses 87,76 31,45 38,00 68,00 74,00 101,00 176,00
PTH a los 12 meses 77,43 43,32 29,00 48,00 63,70 95,30 212,00
Vitamina D a los 12 meses 35,68 19,62 0,00 25,90 35,70 43,00 101,00
PINP a los 12 meses 53,12 40,45 15,30 26,50 37,75 61,13 191,00
CTX a los 12 meses 0,67 0,96 0,10 0,17 0,29 0,64 3,75
Fracturas con romosozumab 0,02 0 0 0 0 0 1
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Figura 1. Evolucién de DMO de los valores
basales a los valores al afio de tratamiento.
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Tabla II.

Variable Test usado Estadistico Valor p Diferencia significativa
DMO lumbar (T-score) Wilcoxon 24 0 Si
DMO lumbar (g/cm?) t de Student pareada -6,4351 0 Si
DMO cuello femoral (T-score) t de Student pareada -2,1984 0,0336 Si
DMO cuello femoral (g/cm?) Wilcoxon 204 0,0094 Si
DMO cadera total (T-score) t de Student pareada -2,8122 0,0091 Si
DMO cadera total (g/cm? t de Student pareada -4,0553 0,0002 Si
Se uso, en caso de normalidad, la prueba t de Student RESULTADOS

y en el caso de no normalidad, la prueba no paramé-
trica de Wilcoxon. Se hizo otro contraste de hipotesis
para evaluar la diferencia la diferencia de medias en
valores basales y al afio de tratamiento para biomarca-
dores 6seos y renales (Tabla IlI).

Todo el andlisis se llevé a cabo utilizando Python y las
librerias numpy, matplotlib, seaborn'y scipy.stats.

COMITE ETICO

El estudio fue aprobado por el comité de ética de in-
vestigacién de los hospitales participantes, asi como
del Hospital General Universitario de Ciudad Real, el
cual lideré el estudio (acta n.° 12/2023) y se llevo a
cabo de acuerdo con los principios de la Declaracién
de Helsinki. Ademas, hemos obtenido el consentimien-
to informado por escrito del paciente para publicar el
material antes del procedimiento (se pueden solicitar
al investigador principal con una justificacion previa).
Se garantizo6 la confidencialidad de los datos de los pa-
cientes conforme a la normativa vigente en proteccién
de datos personales.

La cohorte estuvo compuesta por 58 mujeres con una
edad media de 71,74 afios (DT £ 10), con un indice de
masa corporal promedio de 26,11 kg/m?. La edad media
de inicio de la menopausia fue de 47,26 aios, siendo la
menopausia quirdrgica poco frecuente (10 %). El riesgo
cardiovascular previo medio fue de 3,06 (DT +3,18) y la
duracién promedio del tratamiento con romosozumab
fue de un aio (Tabla 1). Las principales comorbilidades
fueron la hipertension arterial (16 %) y la dislipidemia
(12 %), sequidas de la diabetes mellitus (3 %), tabaco
(2 %) y malabsorcion intestinal (1 %).

Al comparar los valores de DMO medidos por T-score an-
tes y después de un afio de tratamiento, se observé una
mejoria significativa en todas las regiones analizadas. La
DMO estimada mejoré aproximadamente un 11,4 % en
columna lumbar, un 3,7 % en cuello femoral y un 2,6 %
en cadera total, lo que se corresponde con una mejoria
del T-score de -2,97 (DT * 1,37) a -2,02 (DT #* 1,66), de
-2,61(DT+0,91) a-2,30 (DT £ 0,83) y de -2,46 (DT + 0,97)
a-2,24 (DT = 0,94), respectivamente.

En todas las localizaciones evaluadas mediante densito-
metria Osea, se observdé un aumento consistente tanto

Tabla lII.

Variable Test usado Estadistico Valor p Diferencia significativa
Creatinina (mg/dL) Wilcoxon 313,5 0,1945 No
Calcemia corregida (mg/dL) t de Student pareada -0,9334 0,3561 No
Fésforo (mg/dL) t de Student pareada 1,7521 0,0876 No
Fosfatasa Alcalina (U/L) Wilcoxon 264 0,1866 No
PTH (pg/mL) t de Student pareada -0,797 0,4301 No
Vitamina D (ng/mL) t de Student pareada 0,0384 0,9696 No
PINP (ng/mL) Wilcoxon 20 0,8203 No
CTX (ng/mL) Wilcoxon 61 0,4874 No
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en la media como en los cuartiles de los valores de DMO
tras un afo de tratamiento, tal como se muestra en los
boxplots (Fig. 1). En un andlisis exploratorio, se observo
que la ganancia en DMO al afio fue menor en aquellas
pacientes con valores basales mas altos en cuello femo-
ral. No obstante, esta diferencia no alcanz6 significacion
estadistica y no se realizé un analisis multivariante. Ade-
mas, los contrastes de hipdtesis presentados en la tabla
Il confirman que las diferencias entre los valores medios
de DMO basal y los obtenidos al afio, son estadisticamen-
te significativas, con p-valores inferiores a 0,05.

En relacién con los biomarcadores 6seos y renales, los
valores medios basales fueron los siguientes: creatini-
na 0,76 mg/dL, calcemia corregida 9,42 mg/dL, fésforo
3,54 mg/dL, fosfatasa alcalina 82,38 U/L, PTH 68,52 pg/
mL y vitamina D 35,73 ng/mL. A los 6 y 12 meses de
seguimiento, estos parametros se mantuvieron relati-
vamente estables, con ligeras fluctuaciones que no al-
canzaron relevancia clinica. Los marcadores de recam-
bio 6seo CTX y PINP presentaron una elevada disper-
sion, especialmente en las mediciones basales, lo cual
refleja una notable heterogeneidad en la respuesta
individual. Los contrastes de hipdtesis realizados para
evaluar diferencias entre las medias en los distintos
momentos del seguimiento no mostraron resultados
estadisticamente significativos para ninguno de estos
biomarcadores, como se detalla en la tabla Ill.

En cuanto a la incidencia de fracturas, se registré una
fractura vertebral en dos pacientes durante el periodo
de tratamiento, lo que representa un porcentaje sig-
nificativamente menor que en cohortes histéricas sin
tratamiento osteoformador.

En términos de seguridad, seis pacientes reportaron
efectos adversos leves, incluyendo cefalea y reacciones
locales en el punto de inyeccién. Solo en dos casos se
suspendio el tratamiento debido a efectos secundarios.
No se registraron eventos cardiovasculares mayores.

DISCUSION

Los resultados de este estudio coinciden con los hallaz-
gos de ensayos clinicos previos como FRAME y ARCH,
donde se observé una mejora significativa en la DMO
y una reduccién del riesgo de fracturas con romoso-
zumab (4,5). En FRAME, se reportd un incremento del
13 % en la DMO de la columna lumbar tras 12 meses
de tratamiento, mientras que en ARCH se evidencié
una reduccién del 50 % en el riesgo de fracturas verte-
brales. Nuestros hallazgos en cuanto a la incidencia de
fracturas, aunque limitados por la ausencia de un gru-
po control, son consistentes con los datos de ensayos
clinicos como FRAME y ARCH, donde se observé una
reduccién significativa del riesgo de fractura vertebral
con romosozumab (1,2).
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La tasa de efectos adversos en nuestra cohorte fue re-
lativamente baja. No obstante, sin un grupo compa-
rador directo ni un analisis especifico de subgrupos,
no es posible establecer si este hallazgo se debe a una
mejor tolerabilidad o a diferencias en la seleccién de
pacientes.

En nuestra cohorte, los niveles de los marcadores de
remodelado 6seo CTX y PINP mostraron una elevada
dispersion, sin alcanzar diferencias estadisticamente
significativas durante el seguimiento. Esta variabilidad
sugiere una respuesta heterogénea entre pacientes,
posiblemente condicionada por tratamientos previos.
El efecto dual de romosozumab sobre la formacién
y la resorcion 6sea ha sido ampliamente descrito en
estudios clinicos controlados. En el trabajo de Mineta
et al., por ejemplo, se observé un aumento significa-
tivo de PINP a los 6 meses (58,9 %; p < 0,01) y a los
12 meses (55,9 %; p < 0,01), junto con una disminucién
marcada de TRACP-5b —un marcador de resorcion
6sea— tanto a los 6 meses (-14,7 %; p < 0,001) como
a los 12 meses (-18,8 %; p < 0,001), en comparaciéon
con los valores basales (7). Estos hallazgos confirman el
perfil anabdlico y antirresortivo de romosozumab en
contextos controlados. Sin embargo, nuestros resulta-
dos no reproducen este patréon de forma concluyente,
probablemente debido a la influencia de tratamientos
antirresortivos previos, que podrian haber modulado
la respuesta bioquimica. En este sentido, estudios rea-
lizados en mujeres posmenopdausicas con osteoporosis
han evidenciado que la respuesta a romosozumab o
denosumab puede diferir en funcion del tratamiento
previo. Asi, en pacientes naive, la administracion de
denosumab se asocia a un incremento precoz de P1INP
y a una reduccion significativa de CTX desde el primer
mes, mientras que en pacientes previamente tratadas
con bisfosfonatos, la respuesta es menos intensa o mas
tardia, posiblemente debido al efecto residual de di-
chos farmacos sobre la remodelacién ésea (8).

Estos resultados sugieren que el tipo de tratamiento
recibido previamente podria influir significativamente
en la respuesta clinica y densitométrica a romosozu-
mab. En una cohorte prospectiva suiza de 99 pacientes
(9), aquellos sin tratamiento previo (naive) mostraron
una respuesta significativamente mayor en la densi-
dad mineral 6sea (DMOQO), tanto en la columna lumbar
como en la cadera, en comparacion con los pacientes
pretratados. En nuestra experiencia en practica clinica,
la mayoria de los pacientes candidatos a romosozumab
han recibido tratamientos antiosteopordéticos previos.
En la cohorte analizada, Unicamente 6 pacientes eran
naive, por lo que no se realiz6 una comparacion es-
tadistica con el grupo pretratado debido al tamafio
reducido de esta submuestra. En este contexto, la he-
terogeneidad de tratamientos anteriores podria haber
condicionado parcialmente los resultados obtenidos.

Ademas, nuestros datos refuerzan la evidencia sobre
la seguridad del farmaco. En comparacion con el estu-
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dio STRUCTURE (6), donde se documentaron eventos
cardiovasculares en un 2 % de los pacientes, en nues-
tro estudio no se registraron eventos mayores, lo que
podria sugerir un perfil de seguridad mas favorable en
la poblacion evaluada.

Cabe destacar que este estudio se centré exclusiva-
mente en mujeres posmenopausicas, en linea con la
indicacion aprobada en la ficha técnica de romosozu-
mab. No obstante, el ensayo BRIDGE —un estudio de
fase Ill, aleatorizado, controlado con placebo y doble
ciego— mostro resultados similares en cuanto a efica-
cia (10), lo que sugiere un potencial beneficio mas alla
de la poblacion femenina. Sin embargo, se requiere
mayor evidencia para su uso rutinario en varones, ya
que se observo un desequilibrio numérico en los even-
tos cardiovasculares graves confirmados [romosozu-
mab: 8 (4,9 %) frente a placebo: 2 (2,5 %)].

Por otro lado, existen estudios de extension en fase I
que han evaluado la eficacia y seguridad del farmaco
durante un periodo prolongado de 24 meses, mostran-
do que la ganancia en densidad mineral ésea continua
aumentando mas alla del primer afo, especialmente
con dosis de 210 mg mensuales, y que la transicion
a tratamientos posteriores como denosumab puede
mantener o incluso potenciar estos beneficios (11).
Nuestro patrén sugiere que el impacto del tratamiento
con romosozumab podria ser mas marcado en pacien-
tes con DMO basal mas baja, como también apunta
el trabajo mencionado previamente de McClung (11).
Sin embargo, al tratarse de un analisis exploratorio no
ajustado, debe interpretarse con cautela.

En conjunto, estos resultados refuerzan la utilidad de
romosozumab en pacientes con osteoporosis grave y
alto riesgo de fractura, destacando su impacto positi-
vo en la DMO y su perfil de seguridad adecuado en la
practica clinica. No obstante, la respuesta terapéutica
estd modulada por el historial de tratamientos previos,
por lo que futuras investigaciones deberian centrarse
en identificar perfiles clinicos especificos que permitan
predecir mejor la eficacia del farmaco, asi como en
evaluar estrategias de secuenciacion terapéutica op-
tima con otros tratamientos antiosteoporéticos para
maximizar los beneficios a largo plazo.

CONCLUSIONES

Romosozumab es un tratamiento eficaz en la mejora de
la DMO en pacientes con osteoporosis grave y/o alto ries-
go de fractura. Los resultados obtenidos en la practica cli-
nica real confirman su eficacia y seguridad, alinedndose
con los hallazgos de estudios previos. Su uso deberia con-
siderarse en pacientes seleccionados, especialmente en
aquellos con baja DMO inicial y alto riesgo de fractura.

D..CASTRO CORREDOR ET AL.
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Resumen

Introduccion: la osteoporosis de inicio precoz es una entidad poco reconocida que afecta a varones jévenes y muje-
res premenopdusicas. En algunos casos, puede tener un origen monogénico, con variantes en genes implicados en la
homeostasis 6sea. WNTT codifica un ligando de la via de sefializacién Wnt, que es fundamental para la diferenciacién
osteoblastica. Este estudio describe una serie de pacientes con osteoporosis precoz asociada a variantes en heterocigosis
del gen WNTT.

Pacientes y métodos: se revisaron los pacientes con osteoporosis de inicio precoz sin causa secundaria identificable
remitidos a nuestra Unidad de Metabolismo Oseo. Se realizaron estudios bioquimicos, densitométricos y secuenciacion
de nueva generacion de un panel de genes relacionados con el metabolismo dseo. Las variantes se analizaron mediante
herramientas bioinformaticas y se evaluo su posible impacto clinico.

Resultados: se identificaron 6 pacientes (2 varones y 4 mujeres) con variantes en el gen WNT1. La media de la edad al
diagnéstico fue de 36 afos. Cuatro presentaron osteoporosis con fracturas vertebrales y periféricas, mientras que uno
tuvo multiples fracturas periféricas. Una paciente presentaba también hipermovilidad y se identificé en heterocigosis
una variante en el gen FLNA. Otra debuté con fracturas vertebrales durante la lactancia. Todos recibieron tratamiento
para la osteoporosis, con respuesta variable.

Palabras clave: Conclusiones: las variantes en heterocigosis en el gen WNTT pueden asociarse a osteoporosis de inicio precoz y
Alteraciones elevado riesgo de fracturas. La secuenciacién genética permite mejorar el diagndstico etiolégico, aunque se precisan
aodeicas 936aS  estudios adicionales para optimizar el manejo terapéutico, incluyendo el potencial beneficio de farmacos moduladores
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INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica 6sea
caracterizada por una reduccién de la masa 6sea y una
alteracién de la microarquitectura del hueso, con el
consiguiente incremento del riesgo de fractura ante
traumatismos de bajo impacto. Afecta de forma pre-
dominante a mujeres posmenopausicas y a varones de
mas de 50 afnos. Sin embargo, existen formas precoces
de la enfermedad en hombres jovenes y mujeres pre-
menopausicas, cuya incidencia aun no esta claramente
establecida (1). Estos individuos jévenes presentan una
mayor expectativa de vida y, por tanto, cabe especular
que tienen un mayor riesgo acumulado de sufrir una
fractura por fragilidad a lo largo de su vida.

En la evaluacién inicial de estos pacientes, es funda-
mental descartar una potencial causa subyacente de
osteoporosis. En ciertos casos, la fractura por fragili-
dad puede representar la primera manifestacion de
una osteoporosis de origen monogénico, por lo que
es importante identificar la presencia de variantes
en genes relacionados con la homeostasis esquelé-
tica. En este sentido, la enfermedad mejor conocida
es la osteogénesis imperfecta, debida generalmente
a variantes patogénicas en los genes que codifican
las cadenas del colageno tipo 1 (COLTAT y COL1A2)
y, mas raramente, a variantes en otros genes que in-
fluyen en la formacién de hueso y la produccién de
la matriz osteoide (2). Sin embargo, otros pacientes
presentan una osteoporosis de inicio precoz, que se
detecta en nifios o en adultos jévenes, sin que por
otro lado presenten caracteristicas propias de la os-
teogénesis imperfecta. La patogenia de esos casos no
es bien conocida, pero algunos presentan variantes
en genes implicados en la formacién ésea, como los
que codifican los ligandos de la via Wnt, una via de
sefializacion que desempefa un papel esencial en la
formacion de los osteoblastos (3). El objetivo de este
trabajo ha sido describir las caracteristicas de una se-
rie de pacientes que presentaron una osteoporosis de
inicio precoz, asociada con variantes en el gen WNTT,
que codifica uno de esos ligandos Wnt.

PACIENTES Y METODOS

Se revisaron todos los pacientes remitidos a nuestra
Unidad de Metabolismo Oseo del Servicio de Medi-
cina Interna del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla (centro de referencia de la comunidad
auténoma de Cantabria), por osteoporosis de inicio
precoz (mujeres premenopausicas y varones menores
de 50 afos) sin evidencia de una causa secundaria de
osteoporosis.

Ademas de los estudios bioquimicos y radiolégicos
convencionales, en todos los pacientes se realizaron

A. GARCIA TELLADO ET AL.

estudios genéticos mediante secuenciacion de nue-
va generacién, donde analizamos un total de 49 pa-
cientes.

El ADN extraido a partir de sangre periférica se analizé
con un panel de genes personalizado SureSelect QXT
(Agilent), que incluia los genes relacionados con el me-
tabolismo 6seo ABCC6, ABL1, ADAMTS10, ADAMTS17,
ADAMTSL4, ALDH18A1, ALPL, AMER1, ANKH, AP251,
ATP6V0A2, ATP7A, B3GAT2, BMP1, CA2, CASR, CHST14,
CBS, CDKN1C, CLCN5, CLCN7, COL11A1, COL11A2, CO-
L1A1, COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL5A1, COL5A2,
COMP, CREB3L1, CRTAR, CTSK, CYP27B1, DHCR7, DMP1,
DVL1, ELN, ENPP1, FAM20C, FBLN5, FBN1, FDPS, FGF23,
FGFR1, FGFR3, FKBP10, FLNA, FUCA1, GAA, GALNS,
GALNT3, GBA, GDF3, GDF6, GLA, GLB1, GNAT1, GNAS,
IDS, IDUA, IFITM5, LEMD3, LGR4, LMX1B, LRP4, LRP5,
LRP6, MED12, MEOXI1, P3H1, PHEX, PLOD1, PLOD2,
PLS3, PPIB, PTHTR, ROR2, RUNX2, SEC24D, SERPINFI,
SERPINH1, SGSH, SHOX, SLC29A3, SLC2A10, SLC34A3,
SLCO2A1, SMAD3, SMAD6, SMPD1, SOST, SOX9, SP7,
SPARC, TCIRG1, TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TG-
FBR2, TMEM38B, TNFRSF11A, TNFRSF11B, TNFSF11,
TNXB, VDR, WNT1, WNT16, WNT5A, BMS1, XYLT2,
ZNF469. La calidad y concentraciéon de las librerias se
cuantificaron con un sistema de electroforesis capilar
en chip (TapeStation, Agilent) y se secuenciaron en la
plataforma MiSeq (Illumina). Para el filtrado y anali-
sis de variantes se utilizo la plataforma bioinformatica
Alissa (Agilent) considerando aquellas que estan des-
critas con relevancia clinica segun ClinVar 20180401
y aquellas que resultan patogénicas segun los pro-
gramas predictivos (PolyPhen, Sift, Mutation Taster y
Human Splice Finder). El andlisis de variaciones en el
numero de copias se realizé con el software DECoN. La
clasificacién de las variantes genéticas detectadas se
realizé de acuerdo con las guias del American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (4).

Todos los pacientes firmaron un consentimiento infor-
mado para la extraccién y analisis del estudio gené-
tico. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
(Cédigo interno: 2022.156).

RESULTADOS

Identificamos 6 pacientes con variantes (patogénicas,
probablemente patogénicas o de significado incierto)
en heterocigosis en el gen WNTT1. Dos de ellos eran
varones y 4 mujeres, con una mediana de edad al diag-
nostico genético de 49 afios (intervalo: 37-66 afios). La
mediana de edad a la que sufrieron la primera fractura
fue a los 40 afos (intervalo: 5-49 afios).

Las principales caracteristicas clinicas y densitométricas

de los pacientes se exponen en la tabla I. En la tabla Il se
detallan las alteraciones genéticas encontradas.
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Tablal.

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 Caso 6
Edad debut / sexo 47 /Varén 41/Varén 49 / Mujer 37/ Mujer 39/ Mujer 5/ Mujer
Fracturas Si Si Si Si Si Si
5.°y 7.° arcos costales )
Peroné T, T12, L1y L2 i
T8y T9 ) i Fémur
) . Metacarpiano Rétula ) )
Tipo de fracturas Clbito L T9, T11, L2y L5 Metatarsiano Radio
) Codo Céndilo femoral
Radio T11-T12
) labrum cadera Fractura de cadera
Metacarpiano
Z:-29 Z:-1.8 Z:-1.8 Z:-34 Z:-05 Z:-1.6
Columna lumbar
T:-3.9 T-1.8 T:-34 T:-3.5 T:-1.6 T:-3.7
Z:-1.7 Z:-13 Z:-2.0 Z:-1.2 Z:-1.6 .04
Cuello femoral
T:-2.7 T:-1.8 T:-34 T:-1.5 T:-2.6 T:-1.4
Cadera total Z:-1.7 Z:-0.9 Z:-1.9 Z:-0.9 Z:-2.1 Z:03
I
aderatota T27 11 T30 T-1.0 T-28 T2
Icrg:’:c“'ar bone No disponible L1-L4: 1.280 L1-L4: 1.110 No disponible L1-L4: 1.175 L1-L4: 1.012
Tabla Il.
N.° referencia ADN Proteina Tipo de variante Efecto Otras variantes
Despl i del d Probabl pVLT
Caso 1 NM_005430.4 | c1005.1027del23 | p.Thr336Alafs*125 | DesPiazamientodelmarcode | Probablemente (VUS)
lectura patogénica
p.Alab58Thr
Caso 2 NM_005430.4 ¢.541G>A p.Gly181Ser Cambio de sentido Significado incierto -
FLNA
Caso 3 NM_005430.4 ¢.105-4CT p.? En el sitio de empalme Significado incierto (VUs)
p.lle2115Val
Caso 4 NM_005430.4 ¢.506dupG p.Cys170Leufs*6 Desplazamllzrgzgel marco de Patogénica -
BMS1
Caso 5 NM_005430.4 ¢.105-6C>T p.? En el sitio de empalme Significado incierto (VUs)
p.Arg1068Lys
CREB3L1
Caso 6 NM_005430.4 €.308A>C p.Asn103Thr Cambio de sentido Significado incierto (VUS)
p.Leu390Serfs*15
Los casos 1, 3, 4y 6 tenian valores bajos de densidad ciente se detectd, ademas, una variante en heteroci-
mineral 6sea (DMO) y fracturas vertebrales y periféri- gosis en el gen FLNA, que codifica la filamina Ay que
cas. Todos los pacientes, excepto los casos 2 y 4, habian podria justificar la hipermovilidad articular.
sufrido dos o mas fracturas vertebrales en el momento
del diagndstico. El caso 2 debuté con multiples fractu- El caso 4 debuté como una osteoporosis de inicio tem-
ras periféricas ante traumatismos de baja energia. prano en el periodo posparto, mientras daba lactan-
cia. Presento al diagnostico 4 fracturas vertebrales con
El caso 3 asocié un sindrome de hipermovilidad con lu- intensa lumbalgia y, tras finalizar la lactancia e iniciar
xacion recidivante de rétula (> 10 veces) y una fractura tratamiento anabdlico, experimenté una recuperacion
combinada de rétulay del condilo femoral. En este pa- clinica satisfactoria.
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El caso 5 presenté una osteoporosis regional transito-
ria en ambos pies y una fractura de estrés sobre me-
tatarsofalangicas afios antes de su diagndstico densi-
tométrico.

El caso 6 debutd con una fractura de fémur de bajo
impacto en la edad pediatrica, con posterior desarrollo
de fracturas periféricas en la premenopausia y valores
de DMO en rango de osteoporosis, por lo que recibié
tratamiento sucesivamente con raloxifeno, aminobis-
fosfonatos, teriparatida y denosumab.

El tratamiento recibido varié en funcion del clinico
que atendié al paciente en cada momento. Todos los
pacientes recibieron tratamiento para la osteoporo-
sis al menos con teriparatida, excepto el caso 5 que
recibié aminobisfosfonatos exclusivamente. Los ca-
sos 3y 6 volvieron a presentar otra fractura de fra-
gilidad a pesar del tratamiento. El caso 3 tuvo una
fractura de cadera a los 8 afios del diagnéstico, a
pesar de que se encontraba en tratamiento con aci-
do zoledrénico y habian mejorado los parametros
densitométricos. El caso 6 presentdé una fractura
vertebral cuando se encontraba en tratamiento con
ibandronato. No volvié a presentar nuevas fracturas
tras completar ciclos con zoledronato, teriparatiday
finalmente denosumab.

DISCUSION

Es bien conocido que la pérdida de funcion de la via
Wnt candnica, y la subsiguiente disminucién de seiali-
zacion Wnt/B-catenina, provoca una disminucién de la
diferenciacion osteoblastica y por tanto menor forma-
cién 6sea. Asimismo, la menor actividad Wnt induce
una menor expresién de osteoprotegerina y aumento
de RANKL, lo que provoca un incremento en la resor-
cion de hueso (5,6).

Wnt1 es un ligando soluble que se une a los recepto-
res formados por las proteinas LRP5/6 y Frizzled en
las células precursoras de osteoblastos. Los defectos
bialélicos (variantes homocigotas o dos heteroci-
gotas en trans) de WNTT originan una forma poco
frecuente de osteogénesis imperfecta, clasificada
como tipo XV (2). Los pacientes presentan estatura
baja, multiples fracturas vertebrales, periféricas vy,
frecuentemente, deformidades. Aproximadamente
la mitad de los pacientes presentan anomalias cra-
neales, como microcefalia, asimetria craneal, pto-
sis palpebral, hidrocefalia, hipoplasia cerebelosa o
malformacién tipo | de Chiari, y alrededor del 40 %
tienen retraso del neurodesarrollo o discapacidad
intelectual severa (7). A diferencia de esos pacientes,
los defectos monoalélicos de WNTT (una variante en
heterocigosis) parecen asociarse a osteoporosis de
inicio precoz.

A. GARCIA TELLADO

La osteoporosis de inicio precoz puede tener diferen-
tes etiologias. Muchos casos son secundarios a diversas
enfermedades (celiaquia, hipertiroidismo, malnutri-
cién, mastocitosis, etc.) o farmacos (glucocorticoides,
antagonistas de hormonas sexuales, etc.). Otras for-
mas de osteoporosis precoz son de causa genética.
Algunas se asocian a sindromes reconocibles (gj., sin-
drome de Turner). En otras, la alteracién esquelética
es la manifestacion Unica o predominante. Las nuevas
técnicas genéticas de secuenciacién masiva permiten
identificar una variante causal en aproximadamente el
20 % de los pacientes (8). Se trata pues de osteoporosis
“primarias”, pudiendo el resto ser consideradas como
osteoporosis “idiopaticas”, posiblemente ocasionadas
por una combinacién de factores, incluyendo varian-
tes de repercusiéon funcional limitada localizadas en
multiples genes, factores ambientales y mecanismos
epigenéticos.

Entre los genes asociados a formas primarias de os-
teoporosis de inicio precoz, se encuentran los relacio-
nados con la via Wnt, bien con sus receptores LRP5/6
(9), bien con ligandos como WNTT1 (10). Ademas de la
nuestra, se han publicado algunas otras series de pa-
cientes con variantes en heterocigosis en el gen WNTT
(Tabla II). En nuestro caso, no disponemos de una esti-
macioén precisa de la proporcion de pacientes con os-
teoporosis de inicio precoz que suponen estos con va-
riantes en WNTT. Sin embargo, se estima que pueden
constituir hasta el 10 % de los casos de osteoporosis
precoz, segun algunos estudios (11). En total, se han
registrado unas 160 mutaciones en este gen (https:/
databases.lovd.nl/shared/genes/WNT1).

Para poner en contexto las variantes genéticas encon-
tradas en este estudio, reflejamos en la figura 1 la lo-
calizacién de las variantes en heterocigosis identifica-
das en nuestros pacientes y en otros casos publicados
anteriormente. En la tabla Ill se describen algunas se-
ries de pacientes con variantes en el gen WNTT1 publi-
cadas previamente. La figura 2 muestra las mutaciones
en homocigosis en WNTT asociadas a la osteogénesis
imperfecta tipo XV.

A falta de realizar estudios funcionales de las varian-
tes que demuestren su caracter patogénico, resulta
imposible determinar en qué proporciéon estas va-
riantes en WNTT contribuyen a la patogenia de la
fragilidad esquelética en estos pacientes. No obstan-
te, cabe pensar que sean un factor importante, afa-
dido al papel de otras variantes genéticas, identifi-
cadas o no en nuestro analisis. Una de las pacientes
presentaba una variante en DVL1, gen que codifica
otro de los componentes de la cadena de sefaliza-
cion Wnt (12). Sin embargo, no se ha descrito que las
variantes en este gen se asocien a osteoporosis. Las
variantes en FLNA tampoco se han asociado con os-
teoporosis precoz, aunque si con alteraciones vascu-
lares y del tejido conectivo, incluyendo hipermovili-
dad articular, como la que presentaba el caso 3 (13).
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¢105-4C>T p.Cys170Leufs*6

¢.105-6C>T
p.Gly181Ser

p.Asn103Thr

p-.Thr336Alafs*125

Figura 1. Variantes en heterocigosis en
WNTT en los pacientes con osteoporosis

L, !F/!lﬁk A ﬂk A de inicio precoz. Las flechas rojas muestran
p-GLi204 las posiciones mutadas en nuestra serie
p.Arg265 de casos. Las flechas amarillas muestran
p.Phe128Val " Ser las variantes publicadas por Peris et al.
p-Glu204 P-Glu343Serfs*S0 | (11) | 55 flechas verdes muestran las
pVali3sSerfsTeres |\ oo T [ publicadas por Hu et al. (22). La flecha
Leufs ’ azul las publicadas por Palomo et al. (23).
p.Gly169CYs pThr238Alafs  p.Ala321Val Las flechas violetas muestran Ias“re_g_iones
».Gly169Asp *150 afectadas en los pacientes de Makitie et al.
p.Cys218Gly (24). Las flechas negras corresponden a las
p-Arg235Trp regiones de Rouleau et al. (26). Las flechas
grises corresponden al trabajo publicado
p.Ser226Leu ..
por Wang et al. (27). CTD: dominio
p.Gly206Ser C-terminal. En amarillo, la parte del exdn
p.His221Tyr

transcrita pero no traducida; en violeta, la
que se traduce en proteina.

Tabla Iil.

Mutacién WNT1 | Mutacién WNT1 e
na L L Edad media .
Autores Poblacion en homocigosis | en heterocigosis - Fracturas Tratamiento
o o o y rango (anos)
(n.° pacientes) (n.° pacientes)
3 vertebrales
L 27 11 periféricas Teriparatida
Peris et al. (11 OP de inicio preco: 0 5
I ) inicto precoz (2-48) 1 fémur Denosumab
1 pelvis
31 8 vertebrales Bisfosfonat
Hu et al. 22) OP de inicio precoz ” A vertebr isfosfonatos
Osteogénesis imperfecta (7.3-47) 9 periféricas Denosumab
Palomo et al. OP de inicio precoz A 6 35 8 vertebrales No especifican
(23) Osteogénesis imperfecta (10-45) 3 periféricas P
Bisfosfonatos
Makitie et al. OP de inicio precoz 0 18 2 0 vertebrales Teriparatida
(24,25) P (8-42) 60 periféricas P
Denosumab
Valimaki 11 vertebrales
(Zao;ma eta. OP de inicio precoz 0 3 No especifican 2 periféricas Bisfosfonatos
1 fémur
Rol | 3 3 vertebrales
ouleau et al. OP primaria idiopatica 0 6 5 periféricas No especifican
(26) (7-52) )
3 fémur
L 8 8 vertebrales )
Wang et al. (27) OP de inicio precoz 0 4 s Bisfosfonatos
(2-12) 4 periféricas
*La tabla no refleja una revision exhaustiva de todos los casos publicados en la literatura.
**La edad del diagnéstico viene definida por la primera fractura clinica.
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p.Arg156Glyfs

Arg73Thrfs BpiGe
p.Leu86Alafs p-Cys170Leufs

°

p.Phe180Argfs
p.Cys227

Figura 2. Variaciones bialélicas en WNTT
de pacientes con osteogénesis imperfecta
tipo XV. Las flechas azules muestran las
publicadas por Nampoothiri et al. (7). Las
S flechas violetas muestran las posiciones
'v afectadas en los pacientes de Keupp et

A4 vV YYV 4

Exon4

P al. (21). Las flechas rojas muestran las
) mutaciones publicadas por Hu et al. (22).

La flecha verde muestra las publicadas

por Laine et al. (28). Las flechas grises

A A
p.Leu3Serfs \p.Gln96 Profs

p.Gln87* p.Glu189*

p.Cys170Leufs

pleiityste p-Val229Hisfs

A corresponden al trabajo publicado por Lu
p-Cys330® etal. (F2)9). Las erchaanng);ras correspponden
a las regiones de Pyott et al. (30). La flecha
p.Ser295* amarilla muestra la mutacion publicada por
Kantaputra et al. (31). La flecha naranja el
trabajo de Kuptanon et al. (32), la flecha

p.His287Profs blanca la de Faqgeih et al. (33) y finalmente

la azul marino la de Mrosk et al. (34). Se
unen con lineas de color las mutaciones
publicadas en heterocigosis compuestas.
CTD: dominio C-terminal. En amarillo, la
parte del exdn transcrita pero no traducida;
en violeta, la que se traduce en proteina.

Se han publicado algunos casos de osteoporosis fa-
miliar y de osteogénesis imperfecta en relacion con va-
riantes en los genes BMS1y CREB3L1, respectivamente
(14,15). Por tanto, quizas las variantes de significado
incierto encontradas en estos genes podrian contribuir
a la osteoporosis que presentaban estos pacientes. De
hecho, frente a la concepcion tradicional de que las
enfermedades comunes se deben a variantes comunes
de bajo impacto funcional y las enfermedades mende-
lianas a variantes raras con mucha repercusién, en los
ultimos anos parece configurarse la idea de que tanto
las variantes comunes como las variantes raras influ-
yen en el fenotipo de los pacientes con enfermedades
prevalentes (16,17).

Existen pocos datos respecto al tratamiento de los pa-
cientes con variantes patogénicas en genes de la via
Wnt. En algunas publicaciones se ha sugerido que la
respuesta a los bisfosfonatos seria pobre (18), pero otros
autores han sefalado que los farmacos antiresortivos,
como el denosumab o los aminobisfosfonatos, tienen
un efecto beneficioso en términos de ganancia de masa
6sea (19). En nuestros pacientes se optdé a menudo por
el tratamiento con un farmaco anabdlico como la teri-
paratida, para tratar de favorecer la osteoblastogénesis
(20). No se conoce bien el posible papel de los anticuer-
pos bloqueantes de inhibidores de la Via Wnt, como la
esclerostina o el DKK1, en esta entidad.

En conclusion, los defectos bialélicos en WNT1 causan
una forma de osteogénesis imperfecta. Los defectos
monoalélicos pueden asociarse a una osteoporosis de
inicio precoz con tendencia a presentar fracturas verte-

brales y periféricas. Seria interesante desarrollar ensa-
yos clinicos para identificar el tratamiento de elecciéon
en esta poblaciéon y, en especial, valorar el potencial
beneficio del uso de farmacos inhibidores de la via Wnt.
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Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is associated with increased risk of bone fragility and fractures, yet early diagnostic
tools for musculoskeletal complications remain lacking. This study aimed to identify microRNAs (miRNAs) differentially
expressed in T2DM patients and assess their potential as biomarkers for bone fragility. Serum samples from 8 T2DM
patients and 8 matched healthy controls were analyzed using high-throughput sequencing and RT-qgPCR. Among the
miRNAs examined, hsa-miR-199b-5p was significantly under-expressed in T2DM patients, particularly in those with
degraded trabecular bone score (TBS) and lower bone mineral density (BMD).

Statistical analyses revealed strong positive correlations between miR-199b-5p expression and indicators of bone

integrity, including cortical and trabecular volumetric BMD, and serum periostin levels. Conversely, negative

correlations were found with fracture risk (FRAX), TBS-adjusted FRAX, and CTX levels, supporting its role in bone

metabolism. Literature suggests miR-199b-5p promotes osteogenesis via the GSK-3p/p-catenin and periostin-medi-

ated Wnt/B-catenin signaling pathways. Thus, its reduced expression may contribute to impaired bone remodeling

Keywords: in T2DM. Interestingly, miR-199b-5p shows contrasting effects in osteoarthritis (OA), where it is upregulated and
Type 2 diabetes contributes to cartilage degradation. Periostin, similarly, promotes bone formation in T2DM but may exacerbate
;":rl‘zf?rség"i}iii;oRNAS- inflammation in OA. These findings underscore the context-dependent roles of miR-199b-5p and highlight its
’ potential as a dual biomarker: protective in T2DM bone loss, yet detrimental in OA. Further research is needed to clarify

Osteoarthritis. ! ¢ . - > .
Biomarkers. its therapeutic relevance and ensure disease-specific targeting strategies.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a leading cause of morbidity and
mortality worldwide (1), with type 2 diabetes mellitus
(T2DM) accounting for 90% % of all diabetes cases (2).
The recent surge in the diagnosis rates of these and
other lifestyle-related metabolic disorders can largely
be attributed to the widespread adoption of seden-
tary lifestyles and excessive energy consumption in in-
dustrialized nations (3). Additional factors such as ad-
vanced age, hypertension, and family history further
increase the predisposition to develop T2DM (4).

Currently, 13.8% % of the Spanish population suffers
from T2DM, with an estimated 6% % of individuals un-
aware of their condition. Furthermore, approximately
12.6% % of the Spanish population is at risk of develop-
ing T2DM due to impaired glucose tolerance or abnor-
mal fasting glucose levels (5). According to the di@bet.
es study, 5.98 million Spaniards have issues with glucose
metabolism (5). The International Diabetes Federation
(IDF) projects that the number of diabetic patients glob-
ally will reach 643 million by 2030, making diabetes one
of the “epidemics of the 21t century” (6,7).

In the early stages of T2DM, metabolic disturbanc-
es such as hyperglycemia, insulin resistance, dyslipid-
emia, and hyperinsulinemia contribute to cellular and
organ-level damage, resulting in both microvascular
complications (e. g, retinopathy, nephropathy, neurop-
athy) and macrovascular complications (e. g, coronary
artery disease, cerebrovascular disease, peripheral ar-
tery disease). These vascular issues account for approx-
imately 70-80% % of diabetes-related mortality (8,9).
In addition to these vascular issues, growing evidence
has highlighted that bone fragility is also prevalent in
T2DM (10). The risk of fractures in patients with T2DM
has significantly increased due to changes in bone re-
modeling and microarchitecture. Several studies have
demonstrated a higher risk of fractures, particularly at
the hip and vertebrae (11,12). This fragility is driven by
chronic hyperglycemia, insulin resistance, and the accu-
mulation of advanced glycation end products (AGEs),
which impair bone quality and disrupt osteoblast-osteo-
clast balance (10). Indeed, multiple meta-analyses have
confirmed an increased risk of incident hip, vertebral,
and non-vertebral fractures in individuals with T2DM,
with major consequences for quality of life (QoL) and
long-term disability (13,14). On the other hand, recent
studies have also drawn a connection between osteoar-
thritis (OA) and metabolic syndrome, a cluster including
insulin resistance, dyslipidemia, and hypertension, fur-
ther linking diabetes to musculoskeletal deterioration
(15,16). The presence of diabetes is believed to acceler-
ate the progression of OA and complicate its manage-
ment, leading to the proposed diabetes-induced osteo-
arthritis (DM-OA) phenotype (17). This phenotype sug-
gests that systemic inflammation and oxidative stress
in diabetes predispose patients to OA, with chronic
hyperglycemia promoting cartilage degradation, joint
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inflammation, AGEs accumulation, and matrix stiffen-
ing, all of which impair joint cushioning and function
(18). Recognizing musculoskeletal complications of type
2 2 diabetes mellitusmellitus as clinically significant out-
comes, comparable with traditional vascular complica-
tions, underscores the urgent need for early detection
strategies and targeted therapies to preserve bone and
joint health in this growing patient population.

However, there is currently no tool available for the
early diagnosis of these musculoskeletal complications.
In this context, evaluating the differential expression
of molecules such as microRNAs (miRNAs) may offer
valuable insights into the development of diagnostic
techniques for this population. The potential of miR-
NAs as biomarkers for musculoskeletal complications
is supported by a growing body of scientific literature,
which reports differential miRNA responses to various
diseases (19,20), further highlighting the importance
of investigating their role in T2DM-associated muscu-
loskeletal deterioration.

In addition to miRNAs, proteins such as periostin have
also emerged as important biomarkers in T2DM-re-
lated bone fragility. Periostin, a protein originally
identified as osteoblast-specific factor-2, is involved in
bone formation and remodeling but also plays a role
in other complications of T2DM, such as cardiovascu-
lar disease (21). Th interaction of periostin with path-
ways such as Wnt/B-catenin, which regulate osteoblast
differentiation and bone metabolism, makes it a po-
tential therapeutic target for improving bone health
in diabetes (22). Its levels are altered in various mus-
culoskeletal disorders, including those seen in T2DM,
making it a promising biomarker for osteoporosis and
bone fragility in these patients.

MicroRNAs (miRNAs) are small endogenous RNA mole-
cules that post-transcriptionally regulate gene expres-
sion. They have been shown to play key roles in a wide
range of biological processes. Recent advancements
in transcriptomic technologies, especially next-gener-
ation sequencing and advanced bioinformatics tools,
enable more in-depth exploration of messenger RNAs
(mRNAs) and non-coding RNAs (ncRNAs), including
miRNAs (23). Over 2,000 miRNAs have currently been
identified, and it is estimated that they regulate ap-
proximately 30% % of all human genes. miRNAs are
present in circulating blood, representing an opportu-
nity to use these disease-related circulating miRNAs as
potential biomarkers (24). In this study, the miRNome
of a group of healthy individuals and patients with
T2DM was analyzed to identify differentially expressed
miRNAs between the 2 2 groups. The differential ex-
pression of selected miRNAs was subsequently validat-
ed using RT-gPCR. Following validation, the potential
role of these miRNAs, particularly miR-199b-5p, as
biomarkers in T2DM was further investigated through
statistical analysis of their correlation with determi-
nants of bone fragility and fracture risk.
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MATERIALS AND METHODS

STUDY POPULATION

This study included a total of 16 participants, 8 T2DM
patients (males with a mean age of 60 + 5 years) and
8 control subjects, sex and aged matched. T2DM was
diagnosed according to the American Diabetes Asso-
ciation criteria of 2017. T2DM patients were recruit-
ed during 2015 from the Endocrinology and Nutri-
tion Unit of Hospital Universitario Clinico San Cecilio
(Granada, Spain). Samples from healthy controls were
managed and provided by the Andalusian Biobank.

Inclusion criteria for patients with T2DM were absence
of cardiovascular disease, history of cardiovascular
events, or renal, hepatic, Gl, or thyroid disease. All
patients were on diabetes drugs, such as metformin,
sulfonylureas, insulin, or a combination of these drugs.

Venous blood samples were obtained at the Clinical
Analysis Unit of Hospital Universitario Clinico San Cecilio.

The study was approved by the Ethics Committee of
Jaén, Andalucia (ID 1630-M1-18/PI-0514-2018; De-
cember 20, 2018), and conducted in accordance with
relevant ethical guidelines for human and animal re-
search. Written informed consent was obtained from
all participants.

CLINICAL EVALUATION, BIOCHEMICAL
AND BONE PARAMETERS OF THE STUDY
POPULATION

Anthropometric and biochemical
measurements

Height, weight, and waist circumference were record-
ed following standard protocols. BMI was calculated
as weight (kg) divided by height squared (m?). Fasting
venous blood samples were collected in the morning,
with serum stored at 80 °C until analysis. Biochemical
parameters measured included HbA1c, total choles-
terol, HDL-¢c, LDL-c, triglycerides, creatinine, calcium,
phosphorus, and vitamin D, using routine automated
methods. Serum bioactive periostin was quantified
in duplicate by ELISA (Biomedica Medizinprodukte
GmbH), with detection ranges of 20-4,000 pmol/L and
intra-/inter-assay variation < 6% % and < 3% %, re-
spectively. Average periostin levels in healthy individ-
uals are ~864 pmol/L.

Hypertension and Dyslipidemia Assessment: Blood
pressure was measured using an automated sphygmo-
manometer after 5 minutes of rest, with 2 2 readings
1-2 minutes apart; additional readings were taken if
differences exceeded 10 mmHg. The mean of the last 2
2 readings was used. Hypertension was defined as sys-
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tolic/diastolic = 140/90 mmHg or antihypertensive treat-
ment. Dyslipidemia was defined by HDL-c < 50 mg/dL,
LDL-c > 100 mg/dL, triglycerides > 150 mg/dL, and/or
lipid-lowering drug use.

Areal bone mineral density (aBMD)

aBMD of the left hip was measured using a Hologic QDR
4500 densitometer. The shaft region was located 2 cm
distal to the midpoint of the lesser trochanter along
the shaft axis. Osteoporosis and osteopenia were cat-
egorized based on World Health Organization (WHO)
criteria. Scans were performed by an experienced oper-
ator following ISCD guidelines; the device was calibrat-
ed daily with a spine phantom. Laboratory coefficients
of variation were 1.8% % (femoral neck) and 1.5% %
(total hip), with prior studies reporting 2.13% % and
3.14% % for shaft and trochanter, respectively.

Trabecular Bone Score (TBS)

TBS was measured at the LS using the latest version
of TBS iNsight (version 3.0.2.0, Medimaps, Merignac,
France). TBS was calculated as the mean value of the
individual measurements for vertebrae L1-L4, based
on a grey-level analysis of the DXA images. The TBS
precision error (percentage of the coefficient of vari-
ation) was 1.82% %. Diagnosis of preserved and de-
graded microarchitecture was based on the following
TBS ranges: patients with TBS values > 1.31 were cat-
egorized as preserved TBS and patients with TBS val-
ues < 1.31 were categorized as degraded TBS (25).

3D-DXA modeling

Trabecular macrostructure, cortical thickness, and fem-
oral shape were assessed using 3D-Shaper software
(v2.2), which generates participant-specific QCT-like
models by registering a statistical shape and density
model from QCT scans onto DXA images. Cortical thick-
ness and density were derived from fitted mathematical
functions along the femur surface. Measures included
volumetric BMD (vBMD) of trabecular, cortical, and in-
tegral compartments, and cortical surface BMD (sBMD).
Strong correlations with Quantitative Computed To-
mography (QCT) (r = 0.86-0.95) and low coefficients of
variation demonstrated high accuracy and precision.

Fracture Risk Assessment (FRAX)

FRAX estimates the 10-year probability of hip and ma-
jor osteoporotic fractures by integrating clinical risk
factors such as age, sex, BMI, fracture history, parental
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hip fracture, smoking, glucocorticoid use, rheumatoid
arthritis, secondary osteoporosis, alcohol intake ad-
justed by BMD and TBS values.

RNA EXTRACTION

miRNeasy Serum/Plasma kit (QIAGEN) was used to
extract total RNA from 200 pL of serum samples fol-
lowing the protocol in full compliance with the man-
ufacturer’s instructions for use. UniSp2, UniSp4 and
UniSp5 sequences were added using RNA Spike-in mix
(vial 1 of the miRNeasy Serum/Plasma kit) to be used as
a control for this step. The extracted RNA was used to
carry out the sequencing and validation steps.

SEQUENCING

Library development and sequencing

The extracted total RNA samples were sequenced
through lllumina technology. miRNA libraries develop-
ment was performed using the QIAseq miRNA Library
Kit (QIAGEN). Adapters were ligated with molecular
unique identifiers to subsequently back-transcribe the
samples to cDNA, which was amplified by PCR. To guar-
antee the quality of the amplified samples, these were
purified by capillary electrophoresis analysis (Alignent
DNA 1000 Chip). Libraries were pooled equimolar and
quantified by gPCR. Libraries were sequenced using a
NextSeq sequencer (lllumina Inc). FASTAQ files of the
sequences were created using bcl2fastq software.

Differential gene expression

Differential expression of miRNAs was analyzed using
the Empirical Analysis of Differential Gene Expression
(DGE) algorithm implemented in CLC Genomics Work-
bench v20.0.4. The NormFinder program, developed
by Andersen et al. (26), was used to identify endog-
enous control miRNAs and to generate the volcano
plot. Visualization of the volcano plot was performed
using the ggplot2 and ggrepel packages in RStudio.
For miRNAs selected based on the volcano plot crite-
ria, Mann-Whitney tests were conducted on variance
stabilizing transformation (VST)-normalized data, re-
taining those with p-values < 0.05.

VALIDATION

Polyadenylation and reverse transcription

miRNA molecules were reverse transcribed to cDNA
with a poly(A) tail at the 3' end using the miRCURY
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LNA RT Kit (Qiagen), according to the manufactur-
er's protocol. UniSp6 6 RNA spike-in was included as
a control.

Quality control

RNA sequences added in the total RNA extraction step
(UniSp2, UniSp4 and UniSp5) and in reverse transcrip-
tion step (UniSp6) were amplified to make sure that
the process had been conducted correctly. In addi-
tion, hemolysis-related sequences (has-miR-451a and
has-miR-23a-3p) and endogenous miRNA sequences
(hsa-miR-26a-5p and has-miR-30d-5p) were amplified
to determine the quality of starting samples. All reac-
tions were performed in triplicate. miRCURY LNA SYBR
Green PCR kit was used to perform RT-qPCR following
the protocol indicated by the manufacturer. Accord-
ing to the miRCURY LNA miRNA PCR assay protocol,
the PCR conditions consisted of 2 2 steps: first, a de-
naturation step at 95 °C for 10 seconds, followed by a
combined annealing/extension step at 56 °C for 60 sec-
onds. The reaction occurred for a total of 40 cycles.

RT-qPCR

First, miRCURY LNA miRNA Custom PCR Panels were
designed (Fig. 1). These plates were designed to ampli-
fy: 1) miRNAs identified in the sequencing; 2) 3 endog-
enous miRNAs; and 3) 2 control miRNAs (UniSp3 and
UniSp6) in triplicate. miRCURY LNA SYBR Green PCR
kit as well as in the quality control step was used.

miRNA expression analysis

The AACt relative quantification method was used to
evaluate the differential expression of miRNAs in the
study groups. miRNA expression data are expressed as
mean + standard deviation (SD).

ACT (patients) = CT (miRNA study) — CT (miRNA problem)
ACT (controls) = CT (miRNA study) — CT (miRNA problem)
AACT = ACT (patients) — ACT (controls)

FC =2-AACT

Statistical analysis

Student t tests were performed, with p <.05 5 consid-
ered statistically significant. Binary logistic regression
was conducted using the Wald forward stepwise meth-
od. Receiver operating characteristic (ROC) curves were
generated from the regression results. Statistical analy-
ses were performed with SPSS, version 25 5 (IBM Corp).
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Figura 1. miRCURY LNA miRNA Custom PCR Panels scheme.

RESULTS
STUDY POPULATION
Tables | and Il illustrate the clinical, biochemical, and

bone-related parameters of T2DM patients stratified
by preserved vs degraded TBS. Patients with degraded
TBS tended to have higher BMI and waist circumfer-
ence and lower levels of total cholesterol, LDL, and
HDL. Regarding bone parameters, this group showed
lower values of BMD (both volumetric and areal), low
levels of periostin and CTX, and higher PTHi concen-
trations, suggesting a trend toward impaired bone
quality in individuals with degraded TBS.

DIFFERENTIAL EXPRESSION ANALYSIS AND VAL-
IDATION OF SEQUENCING DATA BY RT-QPCR

Differential expression analysis was conducted to
identify miRNAs with significant and biologically rel-
evant changes between T2DM patients and healthy
control. A volcano plot was generated to visualize
differential expression, with cut-off thresholds set
at a false discovery rate (FDR) < 0.05 and an abso-
lute log2 fold change |Log2FC| > 1. Based on these
criteria, hsa-miR-199b-5p and hsa-miR-491-5p were
found to be significantly downregulated in T2DM,
while hsa-miR-483-5p, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-
5010-5p, hsa-miR-193b-5p, and hsa-miR-320c were
upregulated (Fig. 2A).

To confirm these findings, raw count data were nor-
malized using the variance stabilizing transforma-
tion (VST), and a non-parametric hypothesis test was

Table I.

Preserved TBS Degraded TBS
Age (years) 61.75+2.75 60.50 + 2.08
Weigh (kg) 85.83+ 10.74 98.33 £ 14.87
Height(cm) 169.75 + 9.00 170.25 + 10.34
BMI (kg/m?) 29.72+2.28 33.96 +4.54
Waist (cm) 102.25 £6.59 112.25 £ 10.90
HbA1c (%) 7.95+1.42 7.68 +1.89
Uric acid (mg/dL) 5.98 +1.54 5.93+0.97
Cholesterol (mg/dL) 215£29.92 148 +35.42
LDL (mg/dL) 158 +29.07 80.25 +30.89
HDL (mg/dL) 53.75+9.64 45.50 + 11.82
TGs (mg/dL) 207 +123.94 113 +38.03
Creatinine (mg/dL) 0.72+0.12 0.84+0.1
AHT (%) 50 % 50 %
Dyslipidemia (%) 100 % 75 %
BMI: body mass index; HBATc: glycated hemoglobin; LDL: low-density
lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; TGs: triglycerides; AHT: arterial
hypertension; T2DM: type 2 diabetes mellitus; TBS: trabecular bone score.

applied to compare miRNA expression levels across
groups. Significant differences were observed for all
selected miRNAs except hsa-miR-193b-5p (Fig. 2B).
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Table II.

Preserved TBS Degraded TBS
TBS 1.28 +0.05 1.02+0.10
Hip FRAX 0.30+0.18 0.20 +£0.22
Hip FRAX_TBS 0.38+0.28 0.5+0.68
Trabecular_vBMD (g/cm?) 193.29 £ 40.75 170.15+91.13
Cortical_vBMD (g/cm3) 869.13+72.35 860.24 + 84.04
Cortical_sBMD (g/cm?) 186.42 + 35.52 174.69 + 21.79
Integral_vBMD (g/cm?) 339.17 £ 67.44 315.58 + 107.29
TH_BMD (g/cm?) 1.205 £ 0.17 1.11+£0.25
Periostin (pmol/L) 1799.99 + 346.31 1339.66 + 245.23
iPTH (pg/mL) 2535+ 1.34 33.83:9.77
VitD (ng/mL) 20.63 +5.98 19.08 + 6.69
Calcemia (mg/dL) 9.98+0.26 9.85+0.24
Phosphorus (mg/dL) 3.20£0.22 3.53£0.50
CTX (ng/L) 0.46 £ 0.31 0.26 +0.12

FRAX: BMD-adjusted (with or without TBS) hip Fracture Risk Assessment
Tool; vBMD: volumetric bone mineral density; sSBMD: subchondral bone
mineral density; TH_BMD: total hip bone mineral density; iPTH: intact
parathyroid hormone; CTX: C-terminal telopeptide of type I collagen.
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These miRNAs were subsequently selected for valida-
tion by RT-gPCR. Among them, only hsa-miR-199b-5p
was successfully validated. Consistent with sequencing
data, hsa-miR-199b-5p was found to be significantly
downregulated in T2DM patients vs healthy controls
(0.496 + 0.043-fold, p < 0.05).

CORRELATION BETWEEN HSA-MIR-199B-
5P EXPRESSION AND DETERMINANTS OF
BONE FRAGILITY AND INCREASED RISK OF
FRACTURE IN T2DM PATIENTS (Fig. 3)

Within the T2DM group, the expression of hsa-miR-
199b-5p was correlated with several clinical markers
of bone fragility and fracture risk. Spearman correla-
tion analysis revealed significant negative correlations
between hsa-miR-199b-5p expression and A) FRAX hip
fracture risk (p = -0.74, 95% %Cl, {-0.95, -0.05}, p =
0.036); B) FRAX hip fracture risk (TBS adjust) (o =-0.862,
95% %Cl, {-0.98, -0.38}, p = 0.005); C) CTX (pg/ml) (p =
-0.719, 95% %Cl, {-0.95, 0}, p = 0.0446).

In contrast, positive correlations were observed be-
tween hsa-miR-199b-5p expression and D) serum lev-
els of periostin (pmol/L) (p = 0.786, 95% %Cl, {0.16,
0.96}, p =0.0208); E) Cortical vBMD (g/cm?) (p =0.893,
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Figura 2. Differential expression of miRNAs. A. Volcano plot showing Log2 fold change (x-axis) vs —Log10 p-value (y-axis). Dashed lines
indicate cut-offs for significance (FDR < 0.05) and expression change (|Log2FC| > 1). Labeled miRNAs passed both thresholds. B. Violin
plots of selected miRNAs showing expression levels after variance stabilizing transformation (VST).
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Figura 3. Scatter plots showing the correlation between hsa-miR-199b-5p expression and FRAX hip fracture risk (A); FRAX hip fracture
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vBMD (g/cm®) (G); Integral vBMD (g/cm?) (H), in T2DM patients (n = 8). The p-values between the different associations were obtained via
Spearman’s correlation coefficients (showing p < 0.05 in each scatter plot).

95% %Cl, {0.4, 0.99}, p = 0.0068); F) Cortical sSBMD
(g/cm3) (p =0.857, 95% %Cl, {0.27, 0.98}, p = 0.0137);
G) Trabecular vBMD (g/cm?3) (p =0.893, 95% %Cl, {0.4,
0.99}, p =0.0068), E) Integral vBMD (g/cm?) (p = 0.893,
95% %Cl, {0.4, 0.99}, p = 0.0068).

DISCUSSION

Our results obtained from sequencing and validation
steps suggest differential expression of hsa-miR-199b-
5p in T2DM patients vs the healthy group. With the
aim of exploring the potential of miR-199b-5p as a
novel therapeutic target for the prevention and man-
agement of bone fragility associated with T2DM, we
conducted multiple correlation analyses in T2DM pa-
tients. Our work reveals a positive correlation between
miR-199b-5p expression and bone mineral density pa-
rameters, including cortical vBMD (mg/cm?), cortical
sBMD (mg/cm?), trabecular vBMD (mg/cm?®), and inte-
gral vBMD (mg/cm?®). Consistently, we also observed
a negative correlation between hsa-miR-199b-5p ex-
pression and FRAX hip fracture risk, FRAX hip fracture
risk adjusted for trabecular bone score (TBS), and se-
rum C-terminal telopeptide of type | collagen (CTX)
levels (pg/mL), all of which are established indicators
of demineralization and bone fragility. These clinical
findings are in line with emerging molecular evidence
supporting the involvement of miRNA, particularly
miR-199b-5p, in osteogenesis and bone metabolism.
It has been demonstrated that primary mesenchymal
stem cells (MSCs) secrete small RNAs via exosomes,
which are increasingly recognized for their role in in-

tercellular communication (27). Bioinformatics analy-
sis using DIANA-mirPath revealed that the expression
of exosomal miR-199b-5p, among other miRNAs, is
impaired during osteogenic differentiation, suggest-
ing that exosomal miR-199b-5p may play a key role in
regulating osteoblast differentiation (28). The effects
of knockdown and overexpression of miR-199b-5p
on osteoblast differentiation have been studied by
measuring alkaline phosphatase (ALP) expression and
activity, as well as the expression of the osteogenic
marker gene Runx2 (29). The findings indicated that
miR-199b-5p enhanced the osteogenic potential of
bone marrow-derived MSCs (BMSCs) by modulating
the GSK-3p/p-catenin signaling pathway, suggest-
ing that miR-199b-5p and its analogs could serve as
promising therapeutic candidates for bone and mus-
culoskeletal disorders. Furthermore, the screening
and validation of miRNAs associated with osteopo-
rosis, using high-throughput sequencing, revealed a
reduced expression of miR-199b-5p (20). Based on all
this evidence, our results suggest that reduced expres-
sion of miR-199b-5p in T2DM patients may disrupt the
regulation of osteogenesis, potentially resulting in di-
minished bone mineralization and increased skeletal
fragility.

Additionally, our results also demonstrated a positive
correlation between miR-199b-5p expression and se-
rum periostin levels (pmol/L). Periostin is a ubiquitous
protein originally known as osteoblast-specific fac-
tor-2 and belongs to a group of nonstructural extra-
cellular matrix (ECM) proteins. This protein not only
plays a role in adverse cardiac remodeling, being as-
sociated with cardiovascular disease in T2DM accord-
ing to the SCORE2-Diabetes algorithm (21), but also
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promotes bone formation, regeneration, and repair
(22). An experimental study on bone loss prevention
demonstrated that periostin-induced downregulation
of sclerostin can activate the Wnt/p-catenin signaling
pathway, thereby inhibiting bone loss (30). This mech-
anism likely involves the interaction of Wnt proteins
with the FZD and LRP6 receptors, leading to the inacti-
vation of the cytoplasmic GSK-3p/Axin2/APC complex.
As a result, p-catenin accumulates in the cytoplasm
and translocates into the nucleus, where it promotes
the transcription of target genes involved in bone for-
mation, ultimately facilitating osteoblast differentia-
tion (31). In this line, our findings suggest that reduced
expression of miR-199b-5p in T2DM patients may con-
tribute to impaired osteogenesis through its regulato-
ry effect on periostin. The observed positive correla-
tion between miR-199b-5p expression and serum peri-
ostin levels supports the hypothesis that miR-199b-5p
may modulate bone metabolism, at least in part, via
the periostin-Wnt/B-catenin signaling pathway.

Overall, our results suggest that miR-199b (with os-
teoprotective role in T2DM) could serve as a predictive
biomarker, potentially enabling the early identifica-
tion and monitoring of osteoporosis progression asso-
ciated with T2DM.

Interestingly, while our findings support a protective
role for miR-199b-5p in bone metabolism and osteo-
genesis, particularly in the context of T2DM-related
osteoporosis, emerging evidence suggests that this
microRNA may exert deleterious effects in osteoarthri-
tis (OA). Multiple studies have highlighted the role of
miR-199b-5p in chondrogenesis. A longitudinal bio-
informatics analysis identified miR-199b-5p as a key
pro-chondrogenic regulator (32). Experimental data
from the same study showed that inhibition of miR-
199b-5p during the early stages of chondrogenesis led
to downregulation of chondrogenic markers. A deeper
understanding of the regulatory mechanisms involved
in chondrogenesis may offer valuable insights into OA
pathogenesis. The mechanisms of differentiation dif-
fer between growth plate cartilage and articular carti-
lage. While the growth plate drives longitudinal bone
growth via cartilage-to-bone substitution, articular
cartilage maintenance depends on delayed chondro-
cyte maturation and hypertrophy (33). Therefore, it is
plausible that, in OA, the cartilage maturation process
becomes aberrantly activated, leading to a loss of bio-
mechanical integrity. In this context, serum exosomal
small RNA sequencing from clinical OA patients, along
with gene expression data from serum and cartilage
samples retrieved from the GEO database, revealed
that miR-199b-5p is consistently upregulated (19). In
vitro studies further demonstrated that miR-199b-5p
negatively affects chondrocyte viability and promotes
extracellular matrix degradation. Conversely, inhibi-
tion of miR-199b-5p under inflammatory conditions
exerted protective effects against tissue damage. Ad-
ditionally, in an OA model, blocking miR-199b-5p, al-
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leviated disease progression, suggesting that, in con-
trast to its osteoprotective role in T2DM, miR-199b-5p
may contribute to cartilage degeneration in OA. Of
note, none of the patients included in our study had a
diagnosis of osteoarthritis (OA), supporting the inter-
pretation that the observed downregulation of miR-
199b-5p is specifically linked to diabetic bone fragility
rather than joint-related pathology.

Similarly, periostin, which was positively correlated
with miR-199b-5p expression in our T2DM cohort, ap-
pears overexpressed in OA cartilage (34). Immunohis-
tochemical analysis localized periostin to chondrocytes
and their surrounding matrix, particularly near erosive
regions. In vitro, periostin stimulation of chondrocytes
induced the upregulation of MMPs, IL-6, and IL-8, sup-
porting its involvement in OA-associated inflammato-
ry responses.

Overall, these findings underscore the context-depen-
dent nature of miR-199b-5p activity. While it may con-
fer protection vs bone fragility in T2DM by promoting
osteogenesis through periostin-mediated Wnt/f-cat-
enin signaling, its upregulation in joint tissues under
inflammatory conditions may exacerbate OA disease.
Therefore, the development of miR-199b-5p-based
therapies requires a nuanced understanding of its
distinct effects in bone versus cartilage to ensure the
safety and efficacy profile.

Our study has several strengths and limitations. One
of the main limitations is its cross-sectional design,
which does not allow us to establish causal relation-
ships between miR-199b-5p expression and bone
fragility parameters in T2DM. While our findings are
consistent with the biological role of this microRNA
in osteogenesis, longitudinal studies are required to
determine if its downregulation precedes bone loss or
results from it. In addition, although the sample size
of our population was small, it is acceptable for a pilot
study exploring novel molecular markers in a well-de-
fined clinical context. However, caution is advised
when extrapolating these findings to broader popula-
tions. Moreover, the study cohort included only male
participants, which limits the assessment of potential
sex-specific differences, so further studies including
both, larger populations and women, especially post-
menopausal who are at increased risk of osteoporosis,
are needed to confirm these results and to enhance
generalizability.

Despite these limitations, our study has notable
strengths. As far as we know, this is the first study link-
ing reduced serum miR-199b-5p expression to diabetic
bone fragility offering novel insights into its potential
role as a biomarker. The associations were robust and
supported by correlations with multiple clinical pa-
rameters, including BMD, TBS-adjusted FRAX, serum
periostin and CTX levels. Additionally, the study ex-
cluded patients with osteoarthritis, reducing the risk
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of confounding from inflammatory joint disease and
reinforcing the specificity of the observed associations
with bone metabolism. The integration of bioinfor-
matic analysis and molecular validation strengthens
the biological plausibility of our findings.

While our study highlights the potential of miR-199b-
5p as a biomarker for bone fragility in T2DM, we ac-
knowledge that the use of circulating microRNAs in
clinical practice remains limited. Nevertheless, signif-
icant progress has been made in recent years toward
the development of robust and standardized assays,
and circulating miRNAs are increasingly recognized as
promising candidates for non-invasive diagnostics. In
this context, our findings contribute to the growing
foundation for the future incorporation of miRNA
profiling into clinical decision-making as a comple-
mentary tool for fracture risk assessment.

CONCLUSIONS

This study identifies hsa-miR-199b-5p as a promising
biomarker for bone fragility in T2DM patients. Its re-
duced expression is significantly associated with low-
er bone mineral density and increased fracture risk,
suggesting a potential role in impaired osteogenesis.
Furthermore, the strong correlation between miR-
199b-5p and periostin levels highlights its involvement
in the Wnt/B-catenin signaling pathway. However, its
contrasting role in OA underscores the need for con-
text-specific interpretation. These findings support
the potential of miR-199b-5p as both a diagnostic tool
and a therapeutic target for skeletal complications in
T2DM.
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Resumen

Introduccion: la osteonecrosis de los maxilares relacionada con medicacién (ONMRM) es una complicacion grave
asociada al uso de farmacos antirresortivos, como los bisfosfonatos y el denosumab, indicados en la osteoporosis y en
enfermedades oncoldgicas con afectacion 6sea. Su manejo clinico contintia siendo objeto de controversias debido a la
variabilidad en las estrategias de diagndstico, prevencion y tratamiento.

Objetivo: elaborar un documento de posicionamiento multidisciplinar que sintetice las principales recomendaciones
internacionales y nacionales sobre la prevencién y manejo de la ONMRM, asi como proponer estrategias de practica
clinica que promuevan la adherencia terapéutica y minimicen el riesgo de complicaciones.

Material y métodos: se realizé una revision de la literatura y reuniones telematicas con especialistas en Cirugia Oral y
Maxilofacial, odontologia, Reumatologia, Endocrinologia, Hematologia y Oncologia Médica para formular recomenda-
ciones basadas en la evidencia cientifica y la opinién de los expertos.

Resultados: se identifican los principales farmacos implicados en la ONMRM, los perfiles de riesgo, los factores de
predisposicion, los criterios diagnosticos y la estadificacion clinica. Se proporcionan algoritmos de actuacion clinica
para la prevencion y el tratamiento en pacientes con osteoporosis o con enfermedad oncolégica (metéstasis 6seas y/o
mieloma), asi como pautas de actuacion ante procedimientos dentales invasivos. También se aborda la necesidad de
realizar una coordinacion interdisciplinar y de implementar estrategias que fomenten la educacion del paciente y la
adherencia terapéutica.

Conclusion: la ONMRM presenta una gran variabilidad en su diagnéstico, prevencion y abordaje terapéutico. Este
documento facilita al clinico unas recomendaciones para abordar el manejo de estos pacientes desde un enfoque mul-
tidisciplinar. Con el fin de realizar una correcta prevencion, se destaca la importancia de la evaluacion dental previa, el
control de los factores de riesgo y la educacion del paciente. El tratamiento debe adaptarse a cada caso, priorizando las
opciones conservadoras y fomentando la adherencia al tratamiento.
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INTRODUCCION

La osteonecrosis de los maxilares relacionada con me-
dicamentos (ONMRM) es una reacciéon adversa grave
que provoca la muerte del tejido 6seo de la cavidad
oral, manifestandose clinicamente mediante la exposi-
cion del hueso maxilar necrético en pacientes tratados
con ciertos medicamentos asociados a esta compli-
caciéon (1). Este término fue introducido por primera
vez en 2003, cuando Marx publicé la primera serie de
36 casos de ONMRM (2). Mas adelante, en 2005, se co-
munico una serie de 10 casos en pacientes sometidos a
quimioterapia oncoldgica (3). Desde entonces, el con-
cepto ha evolucionado para incluir diversos farmacos
que regulan la remodelacién ésea (4), especialmente
los farmacos antirresortivos.

TIPOS DE FARMACOS ASOCIADOS A LA
OSTEONECROSIS DE LOS MAXILARES
RELACIONADA CON MEDICACION Y PERFIL
DEL PACIENTE

Los farmacos antirresortivos asociados a la ONMRM
se utilizan principalmente para tratar la osteoporo-
sis y prevenir complicaciones 6seas en pacientes con
enfermedades oncoldgicas que afectan al sistema es-
quelético o padecen mieloma multiple (5,6). También
se emplean en patologias menos comunes como la dis-
plasia fibrosa, la enfermedad de Paget, la osteogénesis
imperfecta y los tumores de células gigantes.

Los farmacos antirresortivos mas importantes incluyen
los bisfosfonatos, que actuan inhibiendo la enzima
farnesil pirofosfato sintasa, bloqueando la actividad
de los osteoclastos y, por tanto, la resorcion dsea. Y, el
denosumab que impide la diferenciacion y activacion
de los osteoclastos al interferir con la sefializacién del
ligando RANK (RANK-L). Estos mecanismos de accién
hacen que ambos farmacos sean muy efectivos para
prevenir complicaciones éseas graves (7).

Clinicamente, se pueden diferenciar dos perfiles prin-
cipales de pacientes: aquellos con osteoporosis tratada
con farmacos antirresortivos y los pacientes con enfer-
medad oncoldgica con afectacién ésea, como metas-
tasis derivadas de tumores solidos o mieloma multiple.

En pacientes con osteoporosis, los bisfosfonatos y
el denosumab se administran a dosis estandar y con
menor frecuencia, habitualmente por via oral y sub-
cutanea, respectivamente (1). Recientemente, se ha
incorporado el romosozumab, un anticuerpo mono-
clonal con doble accién osteoformadora y antirresor-
tiva, indicado en pacientes con osteoporosis grave y
alto riesgo de fracturas. No obstante, dado su efecto
transitorio, requiere una fase posterior de consolida-
cién con tratamiento antirresortivo para mantener los
beneficios obtenidos (8).
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En pacientes con enfermedad oncoldgica, los bisfos-
fonatos y el denosumab se emplean a dosis y frecuen-
cias mas elevadas, generalmente por via intravenosa
o subcutanea (9). Ademas, existen otros farmacos uti-
lizados en oncologia que se han relacionado con la
ONMRM. Entre ellos destacan los agentes antiangio-
génicos, como el bevacizumab, y los inhibidores de
la tirosina cinasa (cabozantinib, axitinib, sunitinib y
sorafenib) (10), asi como los tratamientos adyuvantes
habituales, como los corticoides, los inhibidores de la
aromatasa (letrozol, anastrozol), los moduladores del
receptor de estrégenos (raloxifeno), los inhibidores
de mTOR y CDK4/6, los inmunomoduladores (lenali-
domida), los agentes citotdxicos y los anticuerpos mo-
noclonales (11).

PREVALENCIA E INCIDENCIA

La prevalencia e incidencia de la ONMRM depende
de varios factores, incluyendo el perfil del paciente,
el tipo de farmaco utilizado, la indicacién clinica, asi
como la dosis y la frecuencia de administracién. En
pacientes tratados por osteoporosis, la incidencia re-
portada es baja, situandose entre 0,001 % y 0,04 %
(12). Sin embargo, en pacientes oncoldgicos con en-
fermedad metastasica 6sea o mieloma multiple, esta
incidencia se incrementa, alcanzando valores entre el
1,3 % yel 1,8 % (13).

RIESGO-BENEFICIO DEL TRATAMIENTO

En osteoporosis, los bisfosfonatos y el denosumab han
demostrado reducir el riesgo de fractura vertebral
hasta en un 70 % y de fractura de cadera hasta en
un 40 % (13). Estos resultados no solo evidencian la
eficacia terapéutica de los antirresortivos, sino tam-
bién sus importantes beneficios clinicos, ya que con-
tribuyen a reducir la morbimortalidad asociada a las
fracturas osteoporéticas y mejoran significativamente
la calidad de vida de los pacientes. Debido a que el
beneficio clinico tiende a incrementarse con el tiempo
de tratamiento, en algunos casos se puede contemplar
la opcién preventiva de implementar “vacaciones tera-
péuticas” después de varios aflos de uso continuo con
bisfosfonatos (1). Esta estrategia aprovecha la capaci-
dad de estos farmacos para permanecer en el tejido
6seo durante un largo periodo, lo que permite man-
tener parcialmente su efecto antirresortivo tras la sus-
pensién de la medicacion. Sin embargo, la efectividad
y seguridad a largo plazo de esta practica aun siguen
siendo objeto de debate (14,15). También es necesario
diferenciar claramente estas “vacaciones terapéuti-
cas” de la interrupcion definitiva del tratamiento, la
cual debe considerarse Unicamente cuando exista una
justificacion clinica valida (16).
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En oncologia, dado que los antirresortivos se adminis-
tran a dosis mas altas y con mayor frecuencia que en
el tratamiento de la osteoporosis, existe una mayor
acumulacion de exposicién al farmaco. Sin embargo,
este uso intensivo estd plenamente justificado por la
capacidad demostrada para prevenir complicaciones
esqueléticas graves, como fracturas patoldgicas o com-
presion medular. Estas complicaciones tienen un im-
pacto decisivo en la calidad de vida y la supervivencia
de los pacientes (13,17,18).

PROBLEMAS ACTUALES EN EL MANEJO DE
ANTIRRESORTIVOS

Los principales problemas asociados al uso de farma-
cos antirresortivos incluyen la baja adherencia tera-
péutica, la variabilidad en su manejo entre diferentes
especialidades médicas y la ausencia de consenso en
las recomendaciones para prevenir la ONMRM.

En la osteoporosis, la falta de adherencia es una de
las principales barreras. Se estima que hasta un 50 %
de los pacientes abandonan la medicacién dentro del
primer afio, reduciéndose significativamente los be-
neficios en la prevencién de fracturas. Las causas mas
comunes son el desconocimiento sobre los beneficios
del tratamiento y el temor a los efectos adversos, en
particular a la ONMRM (12). Ademas, existe una gran
variabilidad en el manejo clinico. Mientras que los reu-
matoélogos y endocrinélogos priorizan la eficacia en
la prevencion de fracturas, los odontélogos, cirujanos
orales y maxilofaciales se centran en reducir el riesgo
de ONMRM. Estas diferencias en las prioridades pue-
den dar lugar a decisiones opuestas, especialmente
cuando se evalula si se debe continuar o suspender el
tratamiento en pacientes que van a someterse a pro-
cedimientos odontolégicos (19). En el caso de los pa-
cientes oncolégicos, la heterogeneidad es aun mayor.
Las recomendaciones para el uso de bisfosfonatos y
denosumab difieren segun el tipo de tumor y la espe-
cialidad encargada del tratamiento (1).

A pesar de los esfuerzos de distintas sociedades cien-
tificas y las guias de practica clinica (GPC) aun existen
diferencias en cuanto al manejo de estos pacientes (4).
Por todo ello, resulta prioritario disponer de recomen-
daciones consensuadas y basadas en evidencia, que
promuevan un enfoque multidisciplinar que mejore la
eficacia de estos farmacos y minimicen la aparicién de
ONMRM sin comprometer los beneficios terapéuticos.

El objetivo de este articulo es elaborar un documento
de posicionamiento multidisciplinar actualizado sobre
la prevencion y el manejo de la ONMRM, integrando las
recomendaciones internacionales y nacionales con ma-
yor evidencia cientifica y proponiendo estrategias prac-
ticas basadas en la opinion de los expertos para pacien-
tes con osteoporosis 0 con metastasis 6seas y/o mieloma
multiple tratados con farmacos antirresortivos.

M. P. AGUADO ACiN ET AL.

MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracion de este documento de posiciona-
miento, se constituyé un panel multidisciplinar com-
puesto por especialistas en Cirugia Oral y Maxilofacial,
Odontologia, Reumatologia, Endocrinologia, Hemato-
logia y Oncologia Médica, seleccionados en funcién de
su experiencia clinica, produccién cientifica y partici-
pacién en el manejo de pacientes tratados con agentes
antirresortivos 6seos.

Los objetivos fundamentales del grupo de expertos fue-
ron: a) armonizar los criterios diagnosticos y terapéuti-
cos; b) proponer estrategias de prevencion adaptadas
al perfil de riesgo del paciente y al tipo de agente im-
plicado; y c) ofrecer recomendaciones practicas para los
profesionales sanitarios involucrados en la atencion de
estos pacientes desde diferentes especialidades.

Se llevé a cabo una revision de la literatura cientifi-
ca en Medline/PubMed empleando la estrategia de
busqueda: (“Medication-related osteonecrosis of the
jaws” OR osteonecrosis OR MRONJ) AND (jaw OR jaws
OR maxillary OR mandible OR mandibular) AND (“cli-
nical guideline” OR “consensus” OR “clinical practice
guideline”). La busqueda se limité a publicaciones
entre 2003 y 2025, en espafiol e inglés. Se incluyeron
guias de practica clinica, consensos y revisiones siste-
maticas sobre ONMRM, excluyendo cartas al editor y
resumenes de congresos. Esta busqueda fue comple-
mentada con la seleccién de guias clinicas por parte
del panel multidisciplinar y con la incorporacién de la
experiencia clinica acumulada de los expertos.

A lo largo de varias reuniones telematicas y median-
te el intercambio estructurado de documentos y co-
municaciones electrénicas, el grupo trabajo de forma
colaborativa en la elaboracion de un documento de
posicionamiento actualizado y consensuado.

RESULTADOS

De la revisién de los documentos seleccionados por el
panel de expertos (1,4,12,13,19-23), se indican a conti-
nuacién las principales recomendaciones para el diag-
nostico, prevenciéon y manejo de pacientes con riesgo
de ONMRM o con la enfermedad establecida.

CRITERIOS DIAGNOSTICOS

El diagnéstico de la ONMRM debe realizarse de forma
exhaustiva para descartar otras formas de osteomieli-
tis crénica no inducidas por antirresortivos. Entre los
diagnosticos diferenciales se incluyen el retraso en la
cicatrizacion, la exposicién 6sea o los secuestros 6seos
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secundarios a infecciones, traumatismos o procesos
inflamatorios crénicos (24). Sobre esta base, las GPC
coinciden en tres criterios fundamentales (25). Prime-
ro, es imprescindible la exposicion actual o previa a un
farmaco antirresortivo o antiangiogénico. Segundo,
debe existir hueso expuesto o una fistula intraoral o
extraoral con trayecto 6éseo con mas de 8 semanas de
evolucidn sin cicatrizacion. Tercero, ausencia de radio-
terapia previa en la regiéon maxilofacial o exclusion de
enfermedad metastasica en los maxilares (1,12,19).

FACTORES DE RIESGO

Existen multiples factores de riesgo para desarrollar
la ONMRM. Entre los factores farmacoldégicos, desta-
can la dosis acumulada del farmaco, la duracion del
tratamiento a partir de los 3 afios y la frecuencia de
administracion. El riesgo es mayor en pacientes con
enfermedad oncoldgica que reciben dosis altas de an-
tirresortivos por via intravenosa, en comparacién con
aquellos tratados por osteoporosis con formulaciones
orales (23). Asimismo, el uso concomitante de antian-
giogénicos, corticoides, inmunosupresores, inhibido-
res de la aromatasa o quimioterapia incrementa la
susceptibilidad a desarrollar ONMRM (23,26). Los prin-
cipales farmacos relacionados con esta complicacion se
resumen en la tabla I.

Tabla I.

Medicamentos con seiales
de intensidad fuerte

Medicamentos con seiiales
de intensidad media

Entre los factores locales, los procedimientos dentales
invasivos, como las extracciones dentales, las cirugias o
la colocaciéon de implantes que impliquen osteotomia,
representan el desencadenante mas frecuente, estan-
do presentes en al menos la mitad de los casos (23).
También contribuyen la enfermedad periodontal, las
infecciones orales, las caries avanzadas y los factores
mecanicos (por ejemplo, prétesis mal ajustadas o torus
mandibulares). Finalmente, el consumo de tabaco y
alcohol, junto con la presencia de enfermedades sis-
témicas como diabetes mal controlada o inmunodefi-
ciencias (23,27,28).

ESTADIFICACION DE LOS PACIENTES

La clasificacién en estadios (0 a 3) de la ONMRM per-
mite orientar las decisiones terapéuticas y establecer
el pronéstico. La enfermedad puede presentarse con
0 sin exposicion 6sea, ya que la presencia de hueso
sondable a través de una fistula también se considera
criterio diagnostico.

El estadio 0 es el mas controvertido. Hasta el 50 % de
los casos progresan a estadio 1, motivo por el cual la
American Association of Oral and Maxillofacial Sur-
geons (AAOMS) lo considera un posible precursor de
la ONMRM (1). Sin embargo, su reconocimiento no

Medicamentos con seiiales
de intensidad débil

Acido zoledrénico
Acido alendrénico

L o Cabazitaxel Everolimus
Acido pamidrénico A
L L Romosozumab Lenalidomida
Acido ibandrénico
P Fulvestrant Daratumumab
Acido risedrdnico ) .
. . . Raloxifeno Bevacizumab
Acido alendrénico + colecalciferol )
Ramucirumab
Denosumab
. Trastuzumab
Cloruro de radio-223 -
Sunitinib
Lenvatinib
Cabozantinib
Palbociclib
Abemaciclib

Acido etidrénico
Eribulina
Exemestano
Anastrozol
Trioxido de arsénico
Prednisolona

adaptados del estudio de Zhong et al. 2025.

La clasificacion se basa en la sefial de intensidad obtenida mediante el andlisis farmacovigilancia del sistema FAERS (FDA Adverse Event Reporting System),
utilizando el Componente de Informacion Esperado (EIC) y su intervalo de confianza del 95 %, segun el método bayesiano de propagacion de confianza
(BCPNN). Se consideran sefiales de intensidad fuerte (+++) aquellas con IC-2SD > 3.0, media (++) si 1.5 < IC-2SD < 3.0, y débil (+) si 0 < IC-25D < 1.5. Datos
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es unanime entre las sociedades cientificas, ya que al-
gunas lo interpretan como una fase preclinica o una
remision de los estadios 1 a 3, pudiendo generar con-
fusion en el manejo y derivar en errores diagnésticos
(28-31). En la practica clinica, el odontélogo suele ser
el primer profesional en identificar estos casos, espe-
cialmente en pacientes con osteoporosis, los cuales son
derivados al cirujano oral y maxilofacial cuando la si-
tuaciéon es mas severa.

El diagnoéstico diferencial resulta complejo, ya que los
sintomas del estadio 0 son inespecificos y se solapan
con patologias orales frecuentes. Manifestaciones
como el dolor difuso, la odontalgia inespecifica o las
molestias mandibulares persistentes, puede sugerir un
estadio 0 de ONMRM, pero normalmente se deben a
otras patologias mas comunes, como disfuncién tem-
poromandibular, traumatismos oclusales, uso inade-
cuado de prétesis, periodontitis generalizadas avan-
zadas (estadios 3-4), caries, bruxismo o edentulismo
severo de larga evolucién. Segun los expertos del con-
senso, esta superposicion clinica explica que en aten-
ciéon primaria algunos pacientes sean errébneamente
etiquetados como portadores de neuralgia facial ati-

M. P. AGUADO ACiN ET AL.

pica, cuando en realidad presentan trastornos funcio-
nales sin relacién con la ONMRM.

La conducta clinica recomendada ante la sospecha de
un posible estadio 0 de ONM es no suspender el tra-
tamiento antirresortivo, realizar una derivacion tem-
prana al especialista maxilofacial y llevar a cabo un se-
guimiento estrecho que permita confirmar o descartar
la lesion y guiar el manejo posterior de forma segura
y coordinada. La suspension precoz e injustificada del
tratamiento puede comprometer la eficacia de la pre-
vencion de fracturas, especialmente en pacientes con
alto riesgo esquelético (1,4,22).

La tabla Il resume los estadios clinicos, los criterios
diagnosticos y las propuestas terapéuticas basadas
en la literatura cientifica. En la evaluaciéon comple-
mentaria, las pruebas de imagen son fundamenta-
les. La radiografia panoramica continta siendo la
técnica mas utilizada, aunque la tomografia compu-
tarizada (TC) ha adquirido relevancia por su capa-
cidad para detectar alteraciones precoces, delimitar
con precision la extension de la lesion y confirmar el
estadio clinico.

Tabla II.

Estadio Descripcion Sintomas Hallazgos clinicos | Hallazgos radiograficos | Manejo recomendado
No hay hueso Seguimiento semestral (no
y g
Riesao expuesto, pero oncoldgico) o trimestral
9 el paciente usa (oncoldgico), higiene oral
antirresortivos estricta
Pérdida o reabsorcion dsea
. . alveolar no atribuible a
Odontotalgia no explicada por . -
-~ enfermedad periodontal cronica.
una casusa odontogénica. )
Dolor éseo sordo en la Cambios en el patrén trabecular,
Pacientes sin mandibula, que puede o hueso esclerdtico y ausencia de
evidendia clinica irradiarse = | reqion Aflojamiento de hueso nuevo en los alvéolos de
de hueso necrético | o s oy a1 dientes no explicado | extraccion.
o6 que Dresentan de la articulacion por enfermedad ) d lerosi Control del dolor, vigilancia
0 P \ duep temporomandibular. periodontal crénica. Regiones de osteosclerosis que | cjinicy, antibicticos si hay
sintomas no afectan el hueso alveolar y/o el : infecci
if Dolor de seno, que puede estar L . SIgnos Infecciosos
especiticos o . . - Inflamacion intraoral | hueso basilar circundante.
hallazgos clinicos y asociado con inflamacion y ; | ) o
radiograficos engrosamiento de la pared 0 €extraora Engrosamiento/oscurecimiento
sinusal maxilar del ligamento periodontal
Funcién neurosensorial (engrosamiento de la lamina
alterada dura, esclerosis y disminucion
del tamano del espacio del
ligamento periodontal)
Hueso expuesto y Enjuagues con
necrético o fistula clorhexidina, seguimiento
ue se dirige al cada 4-6 semanas.
ﬂueso en %cientes Pueden presentar hallazgos .
1 asintométri)cos radiograficos mencionados para En.tr’ate?mlentgl.s 6 del
e 1o tienen la Etapa 0 que se localizan en la qIU|rurg|cps ut |z|auon €
yquenc region dsea alveolar plasma rico en p aquetas
evidencia de si se comprueba que han
infeccion/ pasado varios meses y el
inflamacion alveolo no se ha cerrado

(Contintia en pdgina siguiente)
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Tabla Il (cont.).

Estadio Descripcion Sintomas

Hallazgos clinicos

Hallazgos radiograficos | Manejo recomendado

Hueso expuesto
y necrético, 0
fistula que se
2 dirige al hueso, —
con evidencia
de infeccion/
inflamacion

Antibidticos orales
(amoxicilina +
metronidazol), analgesia,
desbridamiento

Pueden presentar hallazgos conservador.

radiograficos mencionados para
la Etapa 0 que se localizan en la
region 6sea alveolar

En tratamientos
quirdrgicos utilizacién del
plasma rico en plaquetas
si se comprueba que han
pasado varios meses y el
alveolo no se ha cerrado

Con evidencia de infeccion y
uno o mas de los siguientes:

— Hueso necrético expuesto
que se extiende mas alla de
la regién del hueso alveolar
(es decir, borde inferior
y rama en la mandibula,

Hueso expuesto y seno maxilar y cigoma en el

3 necrético o fistulas maxilar)

que se extienden

— Fractura patoldgica
hasta el hueso

— Fistula extraoral
— Comunicacion oral antral/
oronasal.

— Ostedlisis que se extiende
al borde inferior de la
mandibula o al piso del
seno

Cirugia conservadora o
— reseccion 6sea, manejo
interdisciplinario

PREVENCION Y MANEJO MULTIDISCIPLINAR

La prevencion y el manejo multidisciplinar de la ON-
MRM son fundamentales para reducir su incidencia 'y
mejorar el pronéstico de los pacientes en tratamien-
to con antirresortivos. Las estrategias preventivas
deben iniciarse antes de comenzar el tratamiento e
incluyen la identificacion de factores de riesgo, una
evaluacién odontolégica exhaustiva, la eliminacién
de focos infecciosos y garantizar una adecuada sa-
lud bucodental (32).

La necesidad y el momento de realizar la revision
odontolégica previa dependen del perfil clinico y
del riesgo individual. En pacientes con osteoporosis,
la evaluacion odontolégica previa es recomendable
cuando existen factores de riesgo de ONMRM, nece-
sidades dentales urgentes o procedimientos invasivos
pendientes. Sin embargo, en pacientes de bajo ries-
go, y con el objetivo de no retrasar el inicio del tra-
tamiento, la revision bucal puede realizarse de forma
concomitante al inicio del tratamiento. En cambio, en
pacientes con enfermedad oncoldgica, la evaluacion
bucodental previa es obligatoria, y el inicio del trata-
miento antirresortivo debe aplazarse hasta que haya

| Rev Osteoporos Metab Miner 2025;17(4):170-184 |

cicatrizado completamente cualquier lesion oral, siem-
pre que la situacion sistémica del paciente lo permita
(33-35).

La frecuencia del control odontolégico debe ajustarse
al riesgo de ONMRM y al contexto clinico. El panel de
expertos recomienda revisiones cada 6 a 12 meses en
pacientes con osteoporosis y cada 3 a 6 meses en pa-
cientes con enfermedad oncolégica (metastasis 6seas
de tumores sélidos o mieloma multiple) tratados con
antirresortivos.

PROCEDIMIENTOS DENTALES EN PACIENTES
TRATADOS CON ANTIRRESORTIVOS

El abordaje odontologico debe individualizarse se-
gun el tipo de farmaco, el perfil clinico y el riesgo
de ONMRM. En todos los pacientes, los tratamien-
tos conservadores no invasivos, como obturaciones,
endodoncias no quirdrgicas, ortodoncia o proétesis
dentales, se consideran seguros, y en ningun caso se
recomienda suspender el tratamiento antirresortivo
para su realizacion.
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PACIENTES CON OSTEOPOROSIS Y
BAJO RIESGO DE OSTEONECROSIS DE
LOS MAXILARES RELACIONADA CON
MEDICACION

Los procedimientos de bajo riesgo, como cirugias den-
toalveolares menores, extracciones dentales simples o
colocacion de implantes sin necesidad de osteotomia
pueden realizarse de forma segura siempre que se
utilice una técnica quirlrgica atraumatica, se logre un
cierre primario de la herida y se mantenga un segui-
miento clinico y radiolégico estrecho. En estos casos,
no se recomienda suspender los bisfosfonatos.

En pacientes tratados con denosumab, la opcién mas
segura consiste en programar el procedimiento entre
los 5y 6 meses posteriores a la ultima administracion,
procurando no retrasar la siguiente dosis, con el obje-
tivo de minimizar el riesgo de complicaciones éseas y
evitar la pérdida del efecto terapéutico (22).

PACIENTES CON OSTEOPOROSIS

Y ALTO RIESGO DE OSTEONECROSIS
DE LOS MAXILARES RELACIONADA
CON MEDICACION

En este grupo, la suspension de los bisfosfonatos no ha
demostrado reducir el riesgo de ONMRM, debido a su
larga permanencia en el hueso (1,22,23). Sin embargo,
algunos autores proponen una interrupcién temporal
del tratamiento para favorecer la cicatrizacion de la mu-
cosa, con recomendaciones que varian entre 1 semana
y 2 meses antes del procedimiento quirurgico (22,36).
El panel de expertos considera razonable valorar una
suspension de hasta 2 meses, manteniéndola hasta la
cicatrizacion completa de la herida, siempre que el es-
tado sistémico del paciente lo permita y garantizando
la posterior reintroduccion del tratamiento.

Por el contrario, en pacientes tratados con denosu-
mab, no se aconseja su suspension, ya que incluso
breves retrasos pueden inducir una pérdida rapida de
masa 6sea y un aumento del riesgo de fracturas verte-
brales multiples (1,22,23). En estos casos, se recomien-
da programar los procedimientos entre los 5y 6 meses
tras la ultima dosis, y reanudar el tratamiento a las 4 a
6 semanas después del cierre mucoso, evitando retra-
sos superiores a 1 mes (22).

PACIENTES CON ENFERMEDAD ONCOLOGICA
(METASTASIS OSEAS O MIELOMA MULTIPLE)

La suspension rutinaria del tratamiento antes de pro-
cedimientos dentales invasivos no estd respaldada

M. P. AGUADO ACiN ET AL.

por la evidencia cientifica, ya que no se ha demostra-
do una reduccion significativa del riesgo de ONMRM
(4,34). Estos pacientes deben considerarse de alto ries-
go durante toda su vida, incluso tras la finalizacion del
tratamiento. Por tanto, los procedimientos quirurgi-
cos invasivos deben evitarse siempre que sea posible,
priorizando alternativas conservadoras, como las en-
dodoncias no quirudrgicas, en lugar de las extracciones
dentales (1,4).

Cuando la cirugia sea inevitable o urgente, se reco-
mienda realizarla en una unidad quirurgica de refe-
rencia y en coordinacion con los servicios de Oncologia
y/o Hematologia. Se deben utilizar técnicas atrauma-
ticas con cierre primario, acompafadas de irrigacién
abundante con suero salino o clorhexidina, y cuando
sea posible, del uso de concentrados plaquetarios para
favorecer la cicatrizacién tisular (4). Algunos estudios
observacionales sugieren que una suspensién tempo-
ral de los bisfosfonatos intravenosos durante al menos
3 meses antes de la intervencién podria reducir el ries-
go de ONMRM, aunque la evidencia es limitada (37).
En estos casos, la reintroduccion del tratamiento debe
realizarse tras la cicatrizacién completa de la herida,
pudiendo retrasarse hasta 3 meses segun la evolucion
clinica.

En pacientes tratados con denosumab, la suspensién
tampoco se recomienda de forma sistematica debido
al riesgo de efecto rebote, caracterizado por la rapi-
da pérdida 6sea y la aparicion de fracturas vertebrales
multiples. La alternativa mas segura es programar el
procedimiento entre los 3 y 4 meses después de la ulti-
ma dosis, con reintroduccién del farmaco entre las 6y
8 semanas posteriores a la cirugia, siempre tras con-
firmar una adecuada cicatrizacién de la mucosa y con
vigilancia clinica de un posible “efecto rebote” si la
suspension del denosumab se prolonga mas de 4 se-
manas de la siguiente dosis programada (1).

PACIENTES QUE HAN FINALIZADO EL
TRATAMIENTO ANTIRRESORTIVO

El momento 6ptimo para realizar un procedimiento
dental invasivo depende del tipo de farmaco y de la
situacion clinica. En general, se considera mas segu-
ro intervenir tras al menos 12 meses desde la ultima
administracion, siempre que exista cicatrizacion ade-
cuada y ausencia de lesiones activas. Este intervalo es
especialmente importante en pacientes tratados con
bisfosfonatos intravenosos, como el acido zoledrénico,
debido a su prolongada accion 6sea. En los pacientes
tratados con denosumab, este periodo podria acortar-
se ligeramente, aunque siempre bajo una evaluacién
clinica individualizada.

La figura 1 muestra el abordaje recomendado en pacien-
tes tratados con farmacos antirresortivos sin ONMRM.
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PACIENTES CON OSTEONECROSIS DE
LOS MAXILARES RELACIONADA CON
MEDICACION

Las decisiones terapéuticas deben individualizarse en
funcién del estadio clinico, el tipo de farmaco impli-
cado, la indicacion terapéutica, el estado general del
paciente y, en el contexto oncolégico, el pronéstico de
la enfermedad de base. En este sentido, resulta desea-
ble la creaciéon de unidades de referencia multidisci-
plinares que concentren profesionales con experiencia
clinica especifica en esta entidad, y garanticen una
atencién homogénea y coordinada.

Los objetivos terapéuticos se centran en el control del
dolor, la resolucion del proceso infeccioso y la preven-
cion de la progresion o aparicion de nuevas complica-
ciones. Segun la gravedad del cuadro, el tratamiento
puede ser médico o quirurgico. El manejo conserva-
dor, indicado en estadios iniciales, se basa en medidas
antisépticas locales, antibioterapia sistémica y control
sintomatico (22). Sin embargo, la evidencia reciente
sugiere que, incluso en estadios tempranos (1 y 2),
puede ser beneficiosa una intervencion quirurgica pre-
coz cuando persiste la falta de cicatrizacion tras varios
meses de tratamiento conservador. En estos casos, el
uso de plasma rico en plaquetas como coadyuvante
tras el legrado ha mostrado resultados favorables (38).

Por otra parte, el tratamiento quirurgico, que abarca
desde el desbridamiento de las areas necréticas hasta
la reseccion 6sea con cierre primario, debe adaptarse
a la evolucion clinica y a la respuesta individual del pa-
ciente. La figura 2 resume la estrategia terapéutica en
los pacientes con ONMRM establecida.

En el estadio 1 de la ONMRM, el tratamiento se orien-
ta a controlar los sintomas locales, prevenir la pro-
gresion de la lesion y mantener una adecuada salud
bucodental. En esta fase se recomienda mantener el
tratamiento antirresortivo, ya que su suspensién no ha
demostrado beneficio clinico.

En los estadios avanzados de ONMRM (estadios 3 y
4), la suspension temporal de la terapia antirresortiva
puede favorecer una resolucién mas rapida de las le-
siones. No obstante, la reintroduccion del tratamiento
antirresortivo debe considerarse solo tras la completa
cicatrizacion de la mucosa, la ausencia de signos infla-
matorios o infecciosos y una valoracion multidiscipli-
naria del riesgo-beneficio (1). En los casos en que el be-
neficio terapéutico supere el riesgo de recurrencia, la
reanudacion debera realizarse de forma consensuada
con el paciente y bajo un seguimiento odontolégico y
maxilofacial.

Cuando la reintroduccion del tratamiento antirresorti-
vo no sea recomendable, las alternativas terapéuticas
deben individualizarse segun el farmaco previamente
empleado. En pacientes tratados con bisfosfonatos,

M. P. AGUADO ACiN ET AL.

puede contemplarse el uso de analogos de la hormona
paratiroidea (PTH), como la teriparatida, que constitu-
yen una opcién anabdlica eficaz para el manejo de la
osteoporosis y la recuperacién de la masa 6sea (22). Por
el contrario, en pacientes previamente tratados con de-
nosumab, no existen alternativas equivalentes que com-
pensen su potente efecto antirresortivo. En estos casos,
se recomienda una vigilancia clinica exhaustiva ante la
posibilidad de un “efecto rebote”. Si este fenédmeno se
manifiesta, puede valorarse la reintroduccién controlada
de denosumab con el objetivo de prevenir complicacio-
nes esqueléticas y mantener la estabilidad 6sea.

IMPACTO EN LA ADHERENCIA TERAPEUTICA

El temor a desarrollar ONMRM influye en la adheren-
cia al tratamiento antirresortivo. Esta preocupacion,
frecuentemente asociada a una percepcién exagerada
del riesgo, puede conducir a interrupciones prematu-
ras del tratamiento, omisién de dosis o abandono te-
rapéutico, con el consiguiente aumento del riesgo de
fracturas osteoporoticas o de progresion de la enfer-
medad 6sea metastasica (39).

En ausencia de protocolos universales de manejo, la
valoracién individualizada y el juicio clinico compar-
tido entre especialistas resultan esenciales para equi-
librar los riesgos y beneficios del tratamiento. A partir
de la evidencia cientifica disponible y la experiencia
clinica del grupo de expertos, se propone un conjunto
de recomendaciones practicas, resumidas en la figura
3, orientadas a mejorar la continuidad terapéutica y
minimizar las complicaciones asociadas.

DISCUSION

El presente documento propone una estrategia estruc-
turada para la prevencion y manejo de la ONMRM, ba-
sada en la coordinacion multidisciplinar entre odon-
télogos, cirujanos orales y maxilofaciales, asi como
médicos prescriptores.

En linea con los consensos mas recientes, se desaconse-
ja la suspension sistematica del tratamiento antirresor-
tivo en pacientes con osteoporosis, incluso ante proce-
dimientos dentales o implantolégicos de bajo riesgo,
priorizando la individualizacién del manejo segun el
tipo de farmaco, la duracion del tratamiento y los fac-
tores de riesgo locales y sistémicos (1,22,23).

Desde el punto de vista diagnéstico, la inclusion del
estadio 0 en la clasificacion de la AAOMS (1), ha su-
puesto un avance relevante, al permitir el recono-
cimiento temprano de formas incipientes basadas
en hallazgos radiograficos o sintomas inespecificos.
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01

coordinada.
05 &>

intervencion dental.

profilaxis recomendadas para tu situacion clinica particular.

09

REALIZA VISITAS REGULARES A TU ODONTOLOGO
En el caso de pacientes con osteoporosis las revisiones recomendadas se realizan cada 6-12 meses. En caso de pacientes con metastasis 6sea o
mieloma multiple cada 3-6 meses. Es una de las medidas mas eficaces de la prevencion.

INFORMA A TU ODONTOLOGO Y MEDICO DE ATENCION PRIMARIA

03 o Si estas tomando bisfosfonatos, denosumab o farmacos antiangiogénicos, es fundamental que tu odontélogo y médico de atencién

primaria lo sepan antes de cualquier procedimiento dental. Esto permitira que los tratamientos se planifiquen de forma segura y

REALIZA PROCEDIMIENTOS DENTALES ANTES DE INICIAR EL TRATAMIENTO CON ANTIRRESORTIVOS
Si necesitas una extraccién dental o una cirugia oral, lo ideal es completarlas antes de comenzar el tratamiento con antirresortivos. Si ya has
iniciado el tratamiento, consulta siempre con tu odontélogo o cirujano maxilofacial para valorar el mejor momento para realizar la

* K SIGUE LAS RECOMENDACIONES DE HIGIENE RECOMENDADAS POR TU ODONTOLOGO

Realiza enjuagues con clorhexidina al 0,12% para mantener una buena desinfeccién oral. Cumple las pautas de higiene y

‘

CONFIA EN TU EQUIPO MEDICO Y ODONTOLOGICO
Tu tratamiento con antirresortivos ha sido cuidadosamente valorado, equilibrando el riesgo de osteonecrosis en los
maxilares frente al beneficio en la prevencion de fracturas o metéstasis.

Figura 3. Decédlogo de recomendaciones a pacientes basadas en la evidencia cientifica y experiencia clinica de los expertos. Este
documento forma parte de una estrategia educativa orientada a la prevencién de la ONMRM en pacientes tratados con antirresortivos.
Las recomendaciones han sido consensuadas por especialistas en Cirugia Oral y Maxilofacial, Odontologia, Reumatologfa, Endocrinologfa,
Hematologia y Oncologia Médica, y estan dirigidas a reforzar la adherencia terapéutica y la salud bucodental mediante intervenciones

basadas en la mejor evidencia disponible.

Estudios recientes (12,19,20,40) respaldan el uso de la
tomografia computarizada de haz cénico (CBCT) como
herramienta complementaria para el diagnéstico pre-
coz, aunque persiste la necesidad de evitar el sobre-
diagnéstico, especialmente en presencia de sintomas
orofaciales inespecificos atribuibles a patologias odon-
tolégicas comunes.

La prevencion sigue siendo la herramienta mas eficaz
(33-35). Asi mismo, el temor a desarrollar la ONMRM
puede comprometer la adherencia terapéutica. Por
ello, la comunicacion clara con los profesionales sani-
tarios, la coordinacién multidisciplinar y la educacién
al paciente son esenciales.

Como aportacién diferencial, este consenso organiza
las recomendaciones internacionales en un algoritmo
practico, adaptado a distintos perfiles clinicos: pacien-
tes con osteoporosis y pacientes con enfermedad onco-
l6gica (metastasis 6sea o mieloma multiple), integrando
evidencia cientifica actual, experiencia clinica y criterios
de aplicabilidad real, con el objetivo de ofrecer pautas
claras y facilmente implementables en la practica asis-
tencial. Otros documentos recientes han abordado este
problema clinico. Entre ellos, destacan las recomenda-
ciones elaboradas por Anastasilakis y cols. (22), en re-
presentacion de la European Calcified Tissue Society
(ECTS), basadas en una revisién critica de la literatura,
y no sistematica debido a la limitada calidad de la evi-
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dencia disponible. Al igual que el presente consenso,
sus resultados concluyen que las recomendaciones para
prevenir la ONMRM deben adaptarse al proceso 6seo
de base, los factores de riesgo individuales y el tipo de
tratamiento antirresortivo recibido. No obstante, nues-
tro trabajo amplia este enfoque al integrar recomen-
daciones dentales especificas, pautas de manejo farma-
colégico diferenciadas por perfil clinico (osteoporético
u oncoldgico) y tipo de antirresortivo, proporcionando
una visidén mas practica y completa del abordaje multi-
disciplinar que se debe seguir en estos pacientes.

Por otra parte, el grupo de trabajo liderado por de Ali
y cols. (23) ha realizado una revisién sistematica y me-
taandlisis para determinar si el uso de antirresortivos
en pacientes con osteoporosis aumenta el riesgo de
ONMRM en pacientes sometidos a un implante den-
tal, asi como su posible impacto en la tasa de supervi-
vencia de los implantes. Concluyen que el efecto del
tratamiento antirresortivo en el fracaso del implante
sigue siendo incierto, y que la evidencia disponible —de
muy baja calidad- no respalda la suspension sistema-
tica de los tratamientos antirresortivos previos al pro-
cedimiento. Sin embargo, este trabajo no proporciona
recomendaciones especificas de manejo en distintos
escenarios clinicos, aspecto que si aborda de manera
detallada el presente documento multidisciplinar.

CONCLUSION

La ONMRM es una complicaciéon grave con importan-
tes implicaciones clinicas y una elevada heterogenei-
dad en su diagnéstico, prevencion y tratamiento. Este
documento de posicionamiento propone unificar cri-
terios basados en la evidencia cientifica y en la opiniéon
de expertos para optimizar estrategias de prevencion
y tratamiento. La evaluacién odontoldégica previa, el
control de factores de riesgo y la educacion del pacien-
te son fundamentales para minimizar su incidencia. El
manejo, tanto en pacientes oncolégicos como no on-
colégicos, debe ser individualizado, priorizando las es-
trategias conservadoras y favoreciendo la continuidad
terapéutica. La falta de estudios prospectivos limita la
evidencia actual, resaltando la necesidad de nuevas in-
vestigaciones para estandarizar los protocolos clinicos.
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