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Enfermedad dsea y hepatopatia

¢ Quién piensa en la osteoporosis cuando se visitan pacientes con enfermedad hepética cronica?

Pues me atrevo a decir que pocos de los médicos que los atienden, y ocurre lo mismo en el contexto de la investigacién,
pues son muy pocos los grupos que han analizado su prevalencia y mecanismos patogenéticos de forma rigurosa. Por
ello, es interesante difundir la prevalencia e incidencia de osteoporosis en las principales enfermedades hepaticas, asi
como analizar los mecanismos subyacentes. Las enfermedades hepaticas mas estudiadas han sido las enfermedades co-
lestasicas, en concreto la colangitis biliar primaria (CBP) y la enfermedad hepatica terminal. La prevalencia de osteopo-
rosis en la CBP se situa alrededor de un 35 % en los estudios mas significativos, y depende de los criterios diagnosticos
y la gravedad del dafio hepatico, pues su desarrollo esta asociado a la edad, estado posmenopausico, duracién de la
hepatopatia y al estadio histologico avanzado (1). La prevalencia de fracturas oscila alrededor del 15 % en la CBP y es
mas alta, del orden del 22-36 %, para la enfermedad terminal (2). Estas cifras, sin embargo, corresponden a estudios
publicados hace mas de 10 anos, por lo que podria ser que fueran mas bajas en la actualidad, debido a una mejor
evolucién de la colestasis tras la introducciéon del acido ursodeoxicélico, y a un cambio en el perfil de los pacientes en
espera de trasplante hepatico. Sin embargo, esta hipotesis no se ha confirmado, pues estudios recientes procedentes
del registro nacional sueco y del servicio coreano de salud, que incluyen entre 4000 y 5000 pacientes con CBP, indican
una incidencia de fracturas significativamente superior en las pacientes con CBP comparadas con controles (3,4). De
forma similar, se ha analizado si habia cambiado la enfermedad 6sea de los pacientes en espera de trasplante hepatico
en un periodo de 20 aios, y la prevalencia de osteoporosis y fracturas fue similar, aunque los pacientes eran mayoresy
con menor dafio hepatico en los ultimos afos (5). No se pueden olvidar, sin embargo, las demas enfermedades hepati-
cas crénicas, como la hemocromatosis, la hepatopatia alcohdlica y el higado graso no alcohélico. Tanto en el contexto
de la hemocromatosis como de la hepatopatia alcohdlica hay un riesgo aumentado de osteoporosis y de fracturas;
en la hemocromatosis se desconoce si la osteoporosis es debida a la sobrecarga de hierro que afecta directamente al
tejido 6seo, o es a través de sus complicaciones como la cirrosis hepatica o el hipogonadismo, y el consumo excesivo de
alcohol es un factor de riesgo independiente de osteoporosis y caidas (6,7).

Los mecanismos implicados en la osteoporosis asociada a la enfermedad hepatica crénica son poco conocidos, pero
la mayoria de estudios apuntan a que la osteoporosis se debe principalmente a una baja formacién ésea. Por ello, se
ha analizado si la esclerostina, que regula la osteoblastogénesis, interviene en esta baja formacién ésea asociada a la
colestasis crénica y se ha observado que los niveles séricos de esclerostina estan aumentados, y no sélo esto, sino que
ademas la esclerostina se expresa en los conductos biliares de las pacientes con CBP, especialmente en las primeras
etapas de la enfermedad, cuando hay inflamacién/colangitis (8). Adicionalmente, y probablemente en una fase mas
avanzada de la enfermedad hepatica, las sustancias retenidas en la colestasis como la bilirrubina y los acidos biliares,
pueden participar en la reduccién de la formacién ésea al disminuir la proliferacién, diferenciacion y mineralizacion, y
al aumentar la apoptosis de las células osteoblasticas, como se ha observado en estudios in vitro (9,10). A partir de ob-
servaciones clinicas e histolégicas, se ha planteado si hay un aumento de resorciéon 6sea a medida que empeora la co-
lestasis (11). Recientemente, estudios in vitro han demostrado que la bilirrubina puede contribuir a la osteoporosis en
la enfermedad hepatica colestasica avanzada al aumentar la viabilidad de los osteoclastos y disminuir su apoptosis (12).

Hay otros actores involucrados en las interacciones entre el higado y hueso. Asi, la vitamina K, necesaria para la car-
boxilacién de la osteocalcina, puede estar reducida en pacientes con colestasis grave, lo que podria ser un factor adi-
cional. En este sentido, se ha observado que la osteocalcina infracarboxilada estaba elevada en un grupo reducido
de pacientes con CBP y sus valores disminuian tras la administracion de vitamina K1 (13). Por otro lado, se ha descrito
una disminucién de los niveles de IGF-1 en la cirrosis hepatica (14), y una elevada prevalencia de hipogonadismo en
la hemocromatosis, alcoholismo crénico, cirrosis y en la enfermedad hepatica terminal (15). El déficit de vitamina D,
la mala nutricién y la sarcopenia, frecuentes en la mayoria de enfermedades hepaticas avanzadas, completan el
circulo de la patologia 6sea en las enfermedades cronicas del higado (15).

El tratamiento de la osteoporosis asociada a enfermedades hepaticas ha sido poco investigado. Ademas de un aporte
adecuado de calcio y suplementos de vitamina D para alcanzar niveles séricos de 250HD = 30 ng/mL, se han ensayado
distintos farmacos empleados en la osteoporosis posmenopausica, pero los estudios son escasos y con un niumero re-
ducido de pacientes. La mayoria de estudios se han realizado en la CBP, y en pacientes antes y después del trasplante,
con datos sobre densidad mineral ésea, pero sin desenlace en fracturas. Asi, se ha ensayado el efecto de la terapia
hormonal sustitutiva y del raloxifeno en series muy cortas de pacientes con CBP, y han sido mas numerosos los estudios
con bisfosfonatos orales y zoledronato (16,17). Hasta la fecha hay tres ensayos con denosumab, pero nuevamente con

©Copyright 2026 SEIOMM y ©Aran Ediciones S.L. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-SA (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/).
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un numero reducido de pacientes (18,19), y un caso clinico con romosozumab (20). Todos ellos han mostrado una esta-
bilidad o un aumento de la densidad mineral ésea, de distinta magnitud, con escasos efectos adversos.

El mensaje final es que los pacientes con hepatopatia cronica pueden desarrollar una osteoporosis en el curso de la
enfermedad, por un desequilibrio profundo entre formacién y resorcion ésea, causado por la disfuncién hepatica, la
colestasis, el déficit de vitamina D, la mala nutricién y el hipogonadismo, con una magnitud que dependera del tipo
de hepatopatia y de la gravedad de la enfermedad.
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MINDIN induce modificaciones de la expresion génica de las integrinas
en células osteoblasticas y osteociticas
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(IMMA). Facultad de Medicina. Universidad San Pablo-CEU. Boadilla del Monte, Madlrid. *Departamento de Ciencias Médlicas Bdsicas. Facultad de
Medicina. Universidad San Pablo-CEU. Boadilla del Monte, Madrid

Resumen

El hueso es un 6rgano dindmico sometido a constante remodelacion, proceso que depende de la actividad coordinada
de osteoblastos, osteoclastos y osteocitos. El hueso también es un sitio comin de metéstasis de tumores sélidos, como
ocurre en el cancer de préstata, cuya metastasis dsea se asocia con un prondstico grave. Ademas, se ha propuesto que
antes del establecimiento de metastasis, los tumores inducen cambios en drganos distantes, promoviendo la formacién
de nichos premetastasicos que favorecen la implantacion tumoral. MINDIN, una proteina de matriz extracelular ha sido
identificada como un biomarcador potencial del cancer de préstata y se encuentra altamente expresada en pacientes con
metastasis 6seas. Esta proteina puede modificar tanto a las células tumorales como al entorno dseo, y se ha sugerido que
pueda favorecer el crecimiento tumoral y la diseminacion metastasica. MINDIN también puede actuar como un ligando
para integrinas, una familia de receptores transmembrana clave en la regulacion de adhesion, sefializacion y migracion de
células tumorales. Basandonos en estas observaciones, hipotetizamos que MINDIN puede promover la formacion del nicho
premetastasico seo mediante la modificacion de expresion de integrinas especificas en células tumorales y dseas. Se empled
un modelo murino tumoral para estudiar la influencia de MINDIN en la expresion de integrinas y su posible implicacion
en la formacion del nicho premetastasico 6seo, asi como experimentacion en modelos in vitro donde se emplearon lineas
celulares osteoblasticas (MC3T3-E1), osteociticas (MLO-Y4) y tumorales prostaticas (TRAMP-C1). En el modelo experimental
animal previamente desarrollado por nuestro grupo donde se establecié tumor primario con ausencia de metastasis dseas
establecidas, se observo un aumento de la expresion génica de la integrina $6 tanto en las préstatas como en las tibias de
ratones con presencia de tumor, efecto que se revirtio con el silenciamiento de MINDIN. Estos datos fueron confirmados
en nuestro modelo experimental in vitro, donde las células TRAMP-C1 estimuladas con MINDIN mostraron un aumento
en la expresion de la integrina 6, mientras que el silenciamiento de MINDIN redujo significativamente su expresion. En
células osteoblasticas (MC3T3-E1), MINDIN también indujo sobreexpresion de la integrina 6. En contraste, en las células
:na:ﬁg{ﬁ_ﬂ;[ci\;;nas_ osteociticas (MLO-Y4), MINDIN no indujo sobrexpresién de /36, sino que increment6 la expresién de la integrina o2. Estos
Céncer de prostata.  resultados sugieren una posible especificidad celular en la interaccion entre MINDIN e integrinas, donde MINDIN podria
Metastasis 6seas. favorecer la creacion de nichos premetastasicos en hueso mediante la sobreexpresion de la integrina f36.
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INTRODUCCION

El hueso es un 6rgano metabdlicamente activo que se
remodela continuamente a lo largo de nuestra vida.
El proceso de remodelado 6seo, en el que se acoplan
resorcién y formacién de hueso, sirve para ajustar la
arquitectura 6sea a las necesidades mecanicas del hue-
so. Ademas, el hueso es el principal érgano de alma-
cenamiento de calcio, fésforo y magnesio. Las concen-
traciones plasmaticas de estos minerales dependen del
balance entre la formacion y la resorcion 6sea, regula-
da por hormonas como la parathormona (PTH), la cal-
citoninay la 1,25-dihidroxi vitamina D (1). Este proceso
se encuentra mediado por osteoblastos y osteoclastos
que llevan a cabo formacién y resorcién ésea de ma-
nera coordinada, respectivamente. Ademas, un tercer
tipo de células 6seas, los osteocitos, actian como sen-
sores de estimulacién mecanica y son capaces de co-
municarse con osteoblastos y osteoclastos modulando
su actividad (2,3).

Aunque no todos los tumores sélidos metastatizan al
hueso, este representa un érgano diana habitual en la
diseminacién metastasica de canceres como el de prés-
tata, mama, pulmén, rifidén y tiroides, siendo la apari-
cién de la enfermedad metastasica una grave amenaza
en la tasa de supervivencia de pacientes que desarro-
[lan este tipo de tumores (4,5). La metastasis a hueso
es una complicacion frecuente en fases avanzadas de
pacientes con cancer de préstata, uno de los tumores
con mayor mortalidad y morbilidad en paises desarro-
[lados (6). Los tumores provocan dos tipos diferentes
(aunque no excluyentes) de lesiones esqueléticas. La
forma mas comun, representada por ejemplo por el
cancer de mama, es la lesién osteolitica, asociada a al-
teraciéon del remodelado 6seo ocasionada por el incre-
mento en la actividad osteoclastica y la consiguiente
ostedlisis (7-10). Por otro lado, existe un segundo tipo
de lesiones denominadas osteoblasticas, caracteristi-
cas por ejemplo del cancer de prostata, caracterizadas
por un incremento en la actividad de los osteoblastos,
aumento de osteoide y de la tasa de mineralizacion
(11,12). No obstante, actualmente se reconoce la exis-
tencia de un componente resortivo mediado por los
osteoclastos como paso previo para el establecimiento
de lesiones osteoblasticas (11,12).

Recientes estudios han descrito cambios prometasta-
sicos en 6rganos donde mas tarde apareceran metas-
tasis (13). Tales cambios inducen la formacién de ni-
chos premetastasicos que favorecen la implantaciéon
de células tumorales en ciertos érganos diana (13).
La complejidad celular del hueso, asi como su conti-
nua regulacién del metabolismo y remodelado 6seo,
plantean la posibilidad de que la formacion del nicho
premetastasico 6seo sea consecuencia de una red com-
pleja de modificaciones combinadas o secuenciales de
las funciones celulares 6seas (14). Evitar las distintas
etapas necesarias para que la célula tumoral abando-
ne el tumor primario, migre y se establezca en el mi-
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croambiente 6seo es una de las principales estrategias
para prevenir la diseminacion de las metastasis 6seas
(14). La invasién de células de tumor primario a nichos
esqueléticos se asocia con la activacion de células 6seas
que liberan factores de crecimiento y citoquinas, que
a su vez promueven el crecimiento del tumor en las
metastasis (4). Como resultado se genera el denomi-
nado “ciclo vicioso” de las metastasis 6seas, que varia
la fisiologia del hueso y altera el remodelado éseo (4).

MINDIN, también conocida como espondina-2, es una
proteina secretada de la matriz extracelular pertene-
ciente a la clase de moléculas que contienen repeti-
ciones de trombospondina de tipo 1. Se ha sugerido
recientemente que MINDIN actua como biomarca-
dor de diagnostico especifico del cancer de proéstata
(15,16), encontrandose una mayor concentracién de
esta proteina en suero de pacientes con cancer de
prostata y metastasis 6seas (17). También se ha ob-
servado que MINDIN es una proteina altamente ex-
presada en otros tumores, como el cancer de pulmén
(18), higado (19,20), colorrectal (CRC) (21), gastrico
(22), carcinoma renal de células claras (23), ovario
(24), mama (25), pancreatico (26) y adenocarcinoma
de Barrett (27). Aunque la sobreexpresion de MINDIN
esta significativamente asociada con la progresiéon de
los tumores colorrectales, de préstata y de ovario, uti-
lizdndose como predictor de un mal pronéstico de su-
pervivencia, el papel de MINDIN en otros tumores es
controvertido debido a la falta de estudios e informa-
cion (19,20,22,24-32). Cabe destacar que MINDIN es
capaz de inducir en las células tumorales prostaticas
proliferaciéon, migracion y la adquisicién de caracte-
risticas moleculares propias del hueso, proceso cono-
cido como osteomimetismo (33,34). Ademas, MINDIN
es capaz de modificar la expresion de marcadores os-
teoblasticos y osteoclasticos del entorno 6seo, obser-
vandose un incremento de la expresion génica de la
fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP) y osterix,
asi como un incremento de la expresién proteica de
TRAP. Estos cambios han sugerido que MINDIN podria
favorecer la progresion tumoral y la formacién de
metastasis 6seas (33,34).

Las integrinas son receptores transmembrana hetero-
diméricos formados por subunidades alfa y beta que
funcionan como moléculas de anclaje y sefalizacion
celular (35). Existen 18 subunidades alfa y 8 subunida-
des beta, dando lugar a al menos 24 heterodimeros
conocidos de integrinas distintos con diferentes fun-
cionesy actividades de unién a ligandos. Las integrinas
actian como moléculas de anclaje mediando la adhe-
sion del citoesqueleto celular a la matriz extracelular
(MEC). También actian como moléculas de sefaliza-
cion bidireccional al mediar en la sefializacion desde el
exterior al interior de la célulay viceversa, controlando
asi una serie de funciones celulares vitales como la ad-
hesion, la polaridad, la diferenciacion, la migracion y
la division celular (36-38). En estados patoldgicos, la
sefalizacion defectuosa de las integrinas puede alte-
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rar estas funciones y dar lugar a divisién, migracién y
adhesion celular anémala, caracteristicas propias del
cancer y la metastasis (39-43). Se ha observado que
durante los procesos tumorales se produce una des-
regulacion de la expresion de integrinas, en algunos
casos mostrando sobreexpresién (1, 33, $6) y en otra
disminucién (a2, a3, a4, o5, o7) (39-44) (Tabla 1). Estu-
dios previos han demostrado que la proteina MINDIN
puede interactuar con las integrinas en neutréfilos y
que dicha interaccion MINDIN-integrina es fundamen-
tal para el reclutamiento de células inflamatorias en
algunos modelos in vivo (45,46). Sin embargo, se des-
conoce si MINDIN puede alterar el perfil de expresiéon
de integrinas en células tumorales y 6seas para promo-
ver procesos de progresiéon tumoral y metastasis dseas
(45,46).

Tabla I.

Subunidad de Expresion

integrina o/p desregulada Referencias

Expresion disminuida en
a2 adenocarcinoma prostatico y 47-50
aumentada en metastasis 6seas

Expresion disminuida en

o3, a4, a5, al h e 47,48
adenocarcinomas prostaticos
o6 §obreexpresada en metastasis 48,51,52
oseas
1 Expresion incrementada en 5354
B adenocarcinoma de prostata !

Expresada en adenocarcinoma de
B3 prostata y lesiones metastasicas; 53,54
ausente en células normales

Expresada en adenocarcinoma
prostatico y lesiones metastasicas
6seas; ausente en células
normales

6 55,56

Basandonos en todas estas observaciones, hipotetiza-
mos que MINDIN puede modificar el perfil de expre-
sion de integrinas en células 6seas y tumorales de pros-
tata para potencialmente favorecer el desarrollo de las
metastasis en hueso. Para ello, en el presente trabajo
estudiamos los efectos de la proteina protumoral MIN-
DIN sobre el perfil de expresion génica en células 6seas
(osteoblastos y osteocitos) y células tumorales de proés-
tata de aquellas integrinas que son clave en el desarro-
llo de metastasis en hueso.

MATERIALES Y METODOS

MODELO ANIMAL

Se utilizaron ratones macho C57BL/6 de tres meses de
edad (Charles River, Wilmington, MA) mantenidos en
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jaulas bajo condiciones estandar: temperatura am-
biente de 20 + 0,5 °C, humedad relativa del 55 + 5 %
y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h. Los animales
permanecieron sin restriccién de movimiento y recibie-
ron una dieta estandar de pellets (Teklad Global 18 %
Protein Rodent Diet, Envigo, Madison, WI) y agua de
grifo ad libitum.

La intervencién quirdrgica se realizé en condiciones
asépticas con los ratones anestesiados mediante inhala-
cién de isoflurano y administracion de xilacina (10 mg/
kg) y ketamina (25 mg/kg). A través de una incisién en
la linea media abdominal inferior, se inyectaron 50 pl
en el l16bulo prostatico posterior derecho de vehiculo
(PBS), 5 x 10° células TRAMP-C1 transfectadas con siR-
NAs scrambled o 5 x 10° células TRAMP-C1 transfecta-
das con tres siRNAs dirigidos contra MINDIN (s97640,
s97638, s87252; Life Technologies, Paisley, Reino Uni-
do). Se considerd una inyeccion técnicamente correc-
ta cuando la ampolla quedaba localizada dentro del
I6bulo prostatico. Tras la intervencién, la cavidad ab-
dominal, el musculo y la piel se cerraron con grapas
quirurgicas.

Un mes después, se extrajeron los tumores primarios
de préstata y las tibias, que se almacenaron en Trizol
(Thermo Scientific) para la posterior extraccion de ARN
y su analisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Co-
mité Institucional de Uso y Cuidado de Animales de la
Universidad San Pablo CEU.

CULTIVOS CELULARES

Para los ensayos del presente trabajo se cultivaron a
37°Ccon 5 % de CO, y 95 % de humedad y con medios
suplementados con 1 % de estreptomicina/penicilina
las siguientes lineas celulares: células mesenquimales
preosteoblasticas de raton (MC3T3-E1 subclon 4, ATTC,
CRL-2593). Estas células fueron cultivadas con medio
alfa MEM sin acido ascérbico (“minimum essential me-
dium”, Thermofisher, A1049001) suplementado con
10 % FBS (suro fetal bovino) y 1 % L-glutamina. Células
osteociticas murinas MLO-Y4 (generosamente cedidas
por Lynda Bonewald), cultivadas con medio alfa MEM
(Thermofisher, 22571038) suplementado con 2,5 % FBS
y 2,5 % de suero de ternero (“calf serum” [CS], Thermo-
fisher, 16010159). Utilizamos la linea de adenocarcino-
ma prostatica de raton TRAMP-C1 (ATCC® CRL-2730 TM)
cultivadas con medio DMEM (“Dulbecco’s Modified Ea-
gle Medium”, Thermofisher, 11965092) suplementado
con 10 % FBSy 1 % L-glutamina.

Las células se sembraron en placas de cultivo de 6 po-
cillos y a las 24 horas se estimularon con MINDIN (5 ng/
mL) durante 6 o 24 horas. Tras la estimulacién, cada
muestra se recogié en Trizol para la posterior extrac-
cién de ARN total y analisis por PCR cuantitativa en
tiempo real.
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SILENCIAMIENTO CELULAR

Las células TRAMP-C1 se silenciaron con una mezcla de
tres siRNA (cada uno a 20 nM)

dirigidos a diferentes secuencias codificantes de MIN-
DIN de ratén (s97640; s97638; s87252) (Life Technolo-
gies, Paisley, Reino Unido) utilizando lipofectamina
RNAiMax (Life Technologies) y siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Se utilizé un silenciador “scram-
bled” no dirigido a ninguna secuencia concreta del ge-
noma (siRNA-A de control, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX) como control negativo para verificar la es-
pecificidad de los cambios dependientes de los siRNAs
de MINDIN en los diferentes parametros evaluados.
La eficacia del silenciamiento de MINDIN, se evalud
mediante PCR en tiempo real: a las 24 horas fue 0,05 =
0,0060 vs. 1 +0,03; p <0,0001; alas 48 horas 0,15+ 0,1 vs.
1£0,07; p < 0,001y finalmente, tras 15 dias fue 0,4
0,13vs. 1+0,01; p <0,001.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
EN TIEMPO REAL (PCR)

El ARN total se aisl6 mediante un procedimiento es-
tandar (Trizol, Life Technologies), y 2 pg de ARN de
cada muestra se retrotranscribieron con un kit de re-
trotranscripcién de alta capacidad de c¢cDNA (“High
capacity RNA to ¢DNA Kit”, Thermofisher, 4387406)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El estudio de expresion por PCR en tiempo real se reali-
z6 en base a la emision de fluorescencia del fluorocro-
mo SYBR Green premix ex Taq (Takara, Otsu, Japén),
utilizando un sistema ABI PRISM 7500 (Applied Biosys-
tems). El nimero de copias de ARNm se calculé para
cada muestra utilizando el valor del ciclo umbral (Ct).
Los genes 78S o B-ACTINA (usado como control consti-
tutivo de expresion) se amplificaron en paralelo como
genes control, permitiendo el calculé del niamero de
pasos de amplificacién requeridos para alcanzar una
intensidad arbitraria Ct. La expresién relativa de los
genes se definié como la expresion relativa en com-
paracion con el control calculada como 222%, donde
AACt = ACt tratamiento - ACt control y ACt = Ct gen
problema - Ct gen control (18S5/ B-ACTINA). La expre-
sion génica de muestras de animales se representé
como puntos de datos individuales calculando 2%,
como se ha descrito previamente (57). La especificidad
de cada amplicon se confirmé como la presencia de un
Unico pico en la curva de disociacién para cada reac-
cion de gPCR.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se encuentran expresados como medias +
error estandar. Se analizé la distribucién de los datos
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y dado que no se ajustaban a una distribucién normal,
las diferencias entre los grupos experimentales se eva-
luaron mediante analisis de la varianza no paramétri-
co (Kruskal-Wallis). La determinacion de las posibles
diferencias entre los grupos experimentales se realizo
mediante las pruebas de Dunn o de Mann Whitney.
Para realizar los andlisis estadisticos, asi como para
detectar outliers, se utiliz6 el programa GraphPad
Prism. En la exclusion de los outliers se siguio6 siguien-
do los criterios estandar basados en la desviacion tipi-
ca atendiendo al analisis del programa. Se considero
p < 0,05 como valor estadisticamente significativo.

RESULTADOS

LA EXPRESION DE MINDIN EN TUMORES
PRIMARIOS DE PROSTATA MODIFICA LA
EXPRESION GENICA DE LAS INTEGRINAS EN
PROSTATAS Y TIBIAS DE RATONES

En este trabajo, caracterizamos los patrones de expre-
sion génica de integrinas que podrian favorecer la me-
tastasis de células tumorales de prostata en el microam-
biente 6seo. Utilizamos un modelo de ratén C57BL/6,
que recapitula la progresion del cancer de prostata, de
hiperplasia a neoplasia intraepitelial prostatica para
potencialmente metastatizar a ganglios linfaticos,
pulmones y hueso. En este modelo, previamente desa-
rrollado, 1 mes tras la inyecciéon ortotépica de células
de cancer de préstata TRAMP-C1 se produjo la sobre-
expresion del marcador tumoral PSCA (1966 + 834 vs.
1+0,4; p=0,024) y de MINDIN (714,25 + 348,32 vs. 1 £
0,3; p <0,0001) (34), en el grupo tumoral en compara-
cién con el control, indicando el establecimiento del
tumor primario en esta temporalidad. Los tumores de
prostata generados por células TRAMP-C1 silenciadas
con MINDIN mostraron una disminucién drastica de la
expresion de MINDIN (28,57 + 16,6 vs. 714,25 + 348,32;
p = 0,0012) sin afectar a la expresion del marcador de
carga tumoral PSCA (1136,3 = 315,3 vs. 1966 + 834;
p < 0,43), en comparacién con el grupo tumoral que
expresa MINDIN (33,34). En este modelo, al no obser-
varse cambios en la expresién de PSCA ni de MINDIN
en las tibias, podemos decir que no se ha producido
metastasis de tumor al hueso al tiempo estudiado (33).

No obstante, si habiamos observado previamente cam-
bios en los huesos del modelo reflejados en un incre-
mento en la expresion génica del marcador de resor-
cién 6sea TRAPy modificacion de la microarquitectura
6sea; cambios que se revirtieron cuando MINDIN fue
silenciada en el tumor primario (33).

Dado que se han descrito alteraciones en los niveles
de integrinas en la progresién tumoral, siendo posi-
bles moléculas a través de las cuales MINDIN podrian
estar ejerciendo sus acciones realizamos un estudio de
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perfil de integrinas. En este modelo observamos que,
de las distintas integrinas clave en metastasis Oseas
estudiadas (Figs. 1A-E y 2A-E), el establecimiento de
tumores prostaticos con sobreexpresiéon de MINDIN
indujo Unicamente incremento de la expresiéon génica
de la integrina 36 en los tumores primarios de prostata
(Fig. 1E) y también en las tibias de ratones (Fig. 2E). Los
cambios observados se revirtieron cuando MINDIN fue
silenciada en el tumor primario de proéstata (Figs. 1Ey
2E). Estos resultados indican que MINDIN es capaz de
modular la expresion de la integrina 6 tanto en el tu-
mor primario como en el hueso, donde alin no parece
haberse establecido el tumor. Esto podria sugerir que
la modificacion del perfil de integrinas podria conside-
rarse como un cambio que promueva la formacién del
nicho premetastasico éseo.

MINDIN INDUCE MODIFICACIONES DE LA
EXPRESION GENICA DE LAS INTEGRINAS EN
CELULAS TUMORALES PROSTATICAS

Se ha descrito que MINDIN aumenta la adhesion de
diferentes tipos de células a la matriz extracelular,
incluidos neutroéfilos, macréfagos, linfocitos o células
tumorales prostaticas (46,58). Asi pues, dado que las
integrinas son proteinas transmembrana clave en la
adhesion de las células a la matriz y teniendo en cuen-
ta la modificacion de expresiéon génica observada de
integrina 6 en el tumor primario, nos preguntamos
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si la secreciéon de MINDIN por los tumores de préstata
podria modificar la expresién de las integrinas para in-
crementar la adhesién de las células de adenocarcino-
ma prostatico a las superficies éseas. Para ello, usamos
células tumorales prostaticas TRAMP-C1 estimuladas
con MINDIN. Se observé un incremento en la expre-
sion de la integrina f36 tras la estimulacion con MINDIN
durante 6 o 24 horas (Figs. 3 A-B). Ademas, se observo
que, el silenciamiento de MINDIN, durante 24 horas,
en las células tumorales TRAMP-C1, ocasionaba una
disminucion significativa de la integrina 6 (Fig. 3C). A
pesar de que se observa un incremento en los niveles
de expresion de la integrina a2 tras 24 horas de esti-
mulacion con MINDIN, dicho incremento no alcanzé
significancia estadistica (p = 0,117).

MINDIN INDUCE MODIFICACIONES DE LA
EXPRESION GENICA DE LAS INTEGRINAS EN
CELULAS OSTEOBLASTICAS Y OSTEOCITICAS

Con objeto de averiguar si MINDIN podia también
modificar el perfil de expresion de integrinas en cé-
lulas 6seas, analizamos los efectos de MINDIN en di-
ferentes células éseas, incluyendo las células osteo-
blasticas MC3T3-E1y las células osteociticas MLO-Y4.
En las células osteobasticas MC3T3 se observoé un au-
mento de la expresion génica de la integrina 6 tan-
to a 6 como a 24 horas de estimulacion con MINDIN
(Figs. 4A-B).
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Figura 2. MINDIN
induce la sobreexpresion
de la integrina 36 en
tibias de ratones con
tumor de prostata.
Expresion de ARNm de
las integrinas (A) o2, (B)
a6, (C) B1, (D) B3y (E)
B6 en tibias de ratones
evaluadas mediante PCR
en tiempo real. Los datos
se representan como la
media + SEM (n = 3-7
por grupo). *p < 0,05;
**p < 0,01. Las muestras
utilizadas son muestras
de un modelo animal
desarrollado y publicado
previamente (33,34).

Se us6 como control
enddgeno el gen 78S
(33,34).

Figura 3. MINDIN
induce la sobreexpresion
de la integrina 6

en células tumorales
prostaticas. Expresion de
ARNm de las integrinas
o2, ab, B1, B3y p6

en células tumorales
prostaticas TRAMP-C1
estimuladas con MINDIN
(A)6h,(B)240(C)

con MINDIN silenciada
evaluadas mediante
PCR en tiempo real. Los
datos se representan
como la media + SEM
de tres experimentos
independientes por
triplicado. *p < 0,05
frente al control;

**p < 0,01 frente al
control. Se usé como
control enddgeno el gen
de la B-ACTINA.
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Sin embargo, en las células MLOY4 no se observd un
incremento de la integrina 6 (p = 0,1) tras 6 horas de
estimulacion con MINDIN, si no que se produjo un incre-
mento de la integrina o2. Estos datos sugieren que de-
pendiendo de del tipo celular diana, MINDIN podria mo-
dificar la expresion de diferentes integrinas (Figs. 4B-C).

En su conjunto los datos del presente trabajo indican
que MINDIN es capaz de modificar el perfil de trans-
cripcion, tanto en células éseas como tumorales, de
algunas integrinas relacionadas con la progresion tu-
moral y el establecimiento de metastasis.

DISCUSION

Las metastasis 6seas son dolorosas, dificiles de curar
y con un bajo pronéstico de supervivencia. Los tumo-
res primarios crean nichos premetastasicos favorables
a las células tumorales en érganos secundarios que
derivan posteriormente en el desarrollo de metas-
tasis (59). Ademas, en la fase inicial de la formacion
del nicho premetastasico, las células tumorales pri-
marias producen diversos factores solubles para des-
encadenar la formacion de un nicho premetastasico
inmaduro (59). Por lo tanto, es clave identificar los
factores que regulan las interacciones tumor-hueso
e incrementar nuestro conocimiento en los meca-
nismos que los regulan para desarrollar nuevos en-
foques terapéuticos. En este trabajo identificamos a
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MINDIN, proteina de matriz extracelular secretada
por tumores de prostata, como un factor que puede
inducir y modular la expresién génica de integrinas
en el tumor primario y en el hueso. Estos cambios de
expresion de integrinas podrian incrementar la adhe-
sion de las células tumorales al hueso y favorecer el
desarrollo de metastasis 0seas, por lo que podrian ser
posibles dianas terapéuticas frente a la progresion
del cancer de prostata.

La desregulacién de la expresion génica de MINDIN se
ha documentado en varios tumores humanos, como
el cancer de prostata (15,16), el cancer gastrico (60) y
el cancer de ovario (61). Se ha descrito que la expre-
sion de MINDIN es mayor en muestras de pacientes
con cancer de préstata mas agresivo y peor pronds-
tico, y aun mayor en aquellos con metastasis 6seas
(16,17). La evaluacion de MINDIN mediante inmuno-
tincion de tumores con diferentes puntuaciones de
Gleason revelé que los niveles de MINDIN eran mas
altos en los individuos con cancer de préstata con
metastasis 6sea, seguidos de los individuos sin metas-
tasis 6sea, hiperplasia y control (16,17). También se
ha demostrado que MINDIN es un ligando para las
integrinas, siendo las interacciones MINDIN-integrina
criticas para el reclutamiento de neutréfilos, macré-
fagos y linfocitos T en modelos inflamatorios in vivo
(46,58). Ademas, se ha observado que MINDIN regula
la expresion de Rho GTPasa tras interactuar con las
integrinas a4p1 y o581, contribuyendo al desarrollo
tumoral del carcinoma de colon y el carcinoma hepa-
tocelular (58).
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En ratones macho C57BL/6 de un modelo animal pre-
viamente publicado (33,34), observamos que los tu-
mores inducidos por las células tumorales prostaticas
TRAMP-C1 provocan cambios en la expresion génica
de las integrinas, produciendo un incremento de la ex-
presion de la integrina 6 dependiente de MINDIN en
los tumores primarios de prostata. Aunque no se ob-
serven cambios de MINDIN ni de PSCA en hueso, es de-
cir que no hubo presencia detectable de metastasis en
el hueso, si se observé un incremento de la expresion
de la integrina 36 en las tibias de los ratones tumorales
frente al control, cambios que se podrian relacionar
con modificaciones de la expresién génica de TRAPy
de la microarquitectura ésea que se ha observado pre-
viamente (33), estos resultados sugieren que el cambio
de expresién de integrinas se podria asociar a la for-
macién de nichos premetastasicos 6seos. Sin embargo,
se requieren mas estudios para confirmar que este in-
cremento es dependiente de MINDIN.

Datos previos de nuestro grupo revelaron que MINDIN
podria ser un factor clave que promueve el aumento
de la adhesién de células de adenocarcinoma de prés-
tata a superficies 6seas (34). Ademas, se ha demostra-
do que MINDIN induce la activacién de la via de la qui-
nasa ERK (34) en células de adenocarcinoma prostati-
co. Para que se produzca un aumento en la adhesién
suele ser necesario un incremento en la expresion de
proteinas de unién a matriz, como las integrinas (62).
También se ha documentado que la proteina MINDIN
es capaz de interactuar con distintas integrinas en cé-
lulas del sistema inmune y tumorales (60,63). Por lo
tanto, es posible que MINDIN se una a integrinas espe-
cificas en células de cancer de préstata para mejorar su
adhesion a la matriz extracelular ésea. A este respecto,
se ha observado una relacién entre las integrinas y las
quinasas Fak y Src con la adhesién celular (64). Datos
previos, muestran la acciéon supresora de los inhibido-
res de las quinasas Fak y Src sobre la capacidad de las
células 6seas para promover la adhesion de las células
TRAMP-C1, lo que sugiere una interaccion entre estas
quinasas y las integrinas en la adhesion de las células
de cancer de prostata al hueso (33). Sin embargo, se
desconoce qué integrinas podrian ser las implicadas
en la interaccion de las células tumorales con MINDIN
para promover la adhesion celular (33). En este traba-
jo demostramos que la estimulacion de las células tu-
morales prostaticas con MINDIN induce un incremento
de la expresion de la integrina 6, aumento que se ve
revertido cuando se silencia MINDIN en las células tu-
morales, indicando una posible dependencia de la ex-
presion de g6 con MINDIN. Cabe destacar que diversos
estudios han mostrado que la integrina avB6 partici-
pa activamente en la activaciéon de TGF-B (56,65), la
remodelaciéon de la matriz extracelular regulando la
expresion de MMP2 (56) y facilitando la adhesién al
endotelio (66), lo que favoreceria la colonizacion del
entorno 6seo. Sin embargo, nuestros datos no impli-
can necesariamente que MINDIN se una a la integrina
pB6 de manera directa.

L. ALVAREZ-CARRION ET AL.

La progresién a carcinoma invasivo y metastasico impli-
ca profundas alteraciones en la estructura y funcién epi-
telial, asi como la alteracién 6sea para albergar el desa-
rrollo metastasico. Las integrinas son mediadores esen-
ciales de la tumorogénesis, la adhesién y la migracion.
En particular, se ha observado que la alta expresion de
B6 en carcinomas primarios de colon, los carcinomas de
células escamosas, los tumores pancreaticos y de mama
actlla como marcador prondstico de enfermedad agre-
siva e incremento de la mortalidad de estos pacientes
(67-70). Se ha observado que el patrén de expresiéon de
la integrina 6 es muy heterogénea en los tumores pri-
marios de préstata; se encuentra aumentada su expre-
sion en los casos de cancer de prostata metastasico éseo,
mientras que su expresion es indetectable en los casos
de tumores de préstata neuroendocrino (55,56,71,72).

Por otro lado, la unién de MINDIN a las integrinas de
osteoblastos y osteocitos podria desencadenar sefales
en estas células 6seas para facilitar la adhesion de las
células tumorales de prostata. Los efectos de MINDIN
sobre el hueso no solo se restringen a la modificaciéon
de expresiéon de integrinas, sino que abarcan también
acciones de esta proteina sobre la proliferacion, dife-
renciacion de los osteoblastos y estimulaciéon de la via
de sefalizacion p-catenina, asi como la modulacién de
diferentes genes implicados en la formacién y remode-
lacion ésea (por ejemplo, Runx2, osteocalcina, osterix,
OPG, RANK-L) (33). En el presente trabajo observamos
que la estimulacion con MINDIN indujo un incremento
en la expresiéon de la integrina 6 en osteoblastos y la
integrina o2 en osteocitos, asi como una disminucion
de o2 en osteoblastos, sugiriendo que dependiendo
del tipo celular MINDIN podria modificar la expresion
de diferentes integrinas. Aunque no se ha descrito am-
pliamente, la integrina a2f31 es un receptor principal de
colageno tipo |, componente predominante del huesoy
se ha demostrado que células tumorales con alta expre-
sion de a2B1 presentan mayor afinidad por tejido déseo,
debido a su capacidad de adhesion al colageno (73).

Sin embargo, en el modelo animal solo se observa
modificaciones en la integrina 86, a pesar de que las
células mayoritarias en el hueso son los osteocitos. Es-
tos cambios observados en ratones con tumores pros-
taticos inducidos por implantacién directa de células
TRAMP-C1 en el I6bulo prostatico podrian deberse a
que los osteoblastos son células mas activas (particu-
larmente en cuanto a produccion de colageno y for-
macién ésea) y con una maquinaria celular diferente a
los osteocitos lo que puede influir en que tengan una
capacidad diferente para responder frente a proteinas
que puedan transportarse en el suero, como es el caso
de MINDIN y a que al haber usado un modelo preme-
tastasico temprano (un mes de formacion de tumor
primario no metastasico) es probable que las concen-
traciones de MINDIN que hayan podido introducirse
en el interior de la matriz, donde estan los osteocitos,
sean aun muy bajas para observar modificaciones en
las integrinas expresadas por los osteocitos.
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El conocimiento mas detallado de los cambios molecu-
lares que implican la formacién del nicho premetasta-
sico 6seo, asi como de los factores del secretoma que
lo inducen, podria aportar nuevas dianas terapéuticas
o protocolos de actuacién, mejorando asi su pronos-
tico. Los presentes datos muestran que la expresién
de MINDIN en tumores primarios de préstata promue-
ve cambios en la expresion de integrinas asociados a
modificaciones del microambiente 6seo y la expresion
génica de las células tumorales de proéstata. Nuestros
datos podrian sugerir que MINDIN favorece la progre-
sion tumoral y la creacion de nichos premetastasicos
en hueso mediante la sobreexpresion de la integrina
B6 en células tumorales y osteoblasticas Sin embargo,
se requieren mas estudios (inmunohistoquimicos) para
poder dilucidar los cambios que ocurren en los distin-
tos tipos celulares, asi como estudios para dilucidar
como MINDIN podria influir en la sobreexpresion de la
integrina 6y favorecer el desarrollo tumoral.

Aunque nuestro estudio ofrece nuevos conocimientos
sobre el papel de MINDIN en la regulacién de integri-
nas y la posible formacién de nichos premetastasicos
Oseos en cancer de proéstata, presenta algunas limita-
ciones. En primer lugar, los modelos experimentales
utilizados, tanto in vitro (lineas celulares osteoblas-
ticas, osteociticas y tumorales) como in vivo (modelo
murino), pueden no reproducir completamente la
complejidad del microambiente tumoral y 6seo en
humanos. Ademas, el modelo murino empleado no
desarrollé metastasis 6seas establecidas, lo que limita
la evaluacién directa de la progresidon metastasica en
condiciones clinicas reales. Otro aspecto para conside-
rar es que el tamafio de muestra en los experimentos
con animales fue limitado. Cabe destacar que los datos
actuales apuntan a un efecto directo de MINDIN so-
bre la expresién de integrina f36, si bien un estudio de
correlacién individualizado seria un enfoque valioso
para investigaciones posteriores. Por ultimo, aunque
se evidencié la modulacién diferencial de integrinas
por MINDIN en distintos tipos celulares, se requieren
estudios adicionales para confirmar los mecanismos
moleculares involucrados y su relevancia en contextos
humanos. Futuras investigaciones con modelos mas re-
presentativos y mayor tamafo muestral seran necesa-
rias para validar y ampliar estos resultados.
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Abstract

Background: achieving high peak bone mass during youth is a key protective factor against fractures and osteoporosis
later in life. Early sports participation has been associated with long-term benefits for bone health.

Objective: to examine the association between early sports participation, bone mineral density (BMD), and 10-year
fracture risk in older women.

Methods: this cross-sectional retrospective study included 52 older women (> 60 years; mean age, 70.90 + 7.17 years),
all sedentary or insufficiently active. Participants were divided into 2 groups: without (GO; n = 29) and with (G1; n = 23)
a history of sports participation during childhood and/or adolescence. G1 was further subdivided into G1a (childhood),
G1b (adolescence), and G1c (both periods). BMD was assessed by dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) at the total
body, lumbar spine, forearm, and femoral neck. Fracture risk was estimated using FRAX. Parametric and nonparametric
tests were applied; p < .05.

Results: women with early sports participation presented significantly higher BMD at the total body; p = 0.002, lumbar

spine; p = 0.043, and femoral neck; p = 0.001, as well as a lower estimated risk of major fractures; p = 0.009, and

femoral neck fractures; p = 0.034. The strongest effects were observed among participants who practiced sports during
ggx:’;rg;al adolescence or during both developmental periods.

density. Conclusions: early sports participation is associated with higher BMD and lower fracture risk in inactive older women.

Osteoporosis. . . . .. . . . s
Fracture. Exercise. Encouraging organlzed phy5|cal activity from earIy life may represent an effective preventive strategy for maintaining

Aging. bone health throughout aging.
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ASSOCIATION OF EARLY SPORTS PARTICIPATION WITH BONE MINERAL DENSITY AND ESTIMATED FRACTURE RISK

IN OLDER WOMEN

INTRODUCTION

Peak bone mass, corresponding to the maximum ac-
cumulation of bone mineral density (BMD) achieved
primarily during childhood and adolescence, rep-
resents a crucial stage of human development and
determines bone strength throughout life. Evidence
indicates that higher BMD levels attained during
youth are strongly associated with reduced fracture
risk and delayed onset of conditions such as osteo-
porosis in later decades (1). This association is part-
ly explained by the high sensitivity of the skeleton
to mechanical stimuli during prepuberty and early
puberty. During this period, impact activities such
as jumping and running not only promote greater
structural gains in bone mass but also increase bone
formation markers and reduce bone resorption
markers (2).

School-based interventions involving impact exercises
performed over several months have demonstrated
significant increases in BMD, especially in vulnerable
regions such as the lumbar spine and femur (3). In
addition to increasing BMD, exercise stimuli promote
modifications in bone geometry and cortical thicken-
ing. An 8-year longitudinal study indicated that vig-
orous physical activity during childhood is associated
with continuous gains in cortical thickness maintained
into adulthood (4).

Participation in moderate- to vigorous-intensity exer-
cise during adolescence has also been associated with
greater hip bone strength in adulthood, even among
individuals who are currently inactive (5). The combi-
nation of physical activity and an adequate diet, in-
cluding balanced calcium, protein, and vitamin D in-
take, enhances bone development. However, further
studies are needed to investigate the isolated effects
of each factor (6). In this context, the present study
is noteworthy for specifically examining the associa-
tion between physical activity during adolescence and
bone health in adulthood, highlighting the originality
of the investigation.

Considering the importance of BMD, skeletal sensitiv-
ity during growth, and the long-term effects of early
physical activity, further understanding of this associ-
ation is needed. Therefore, the primary objective of
the present study was to investigate the association
between sports participation during childhood and
adolescence and BMD in older women. As a second-
ary objective, the study aimed to estimate the 10-year
fracture risk according to sports participation during
childhood and adolescence. This study seeks to con-
tribute to the understanding of how early physical
experiences may influence bone health decades later,
assisting healthcare professionals in developing pre-
ventive strategies from childhood focused on promot-
ing bone health and reducing the risk of osteoporotic
fractures in older age.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2026;18(2):58-64 |
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METHODS

STUDY TYPE AND SAMPLE SELECTION

We conducted this cross-sectional, retrospective, quan-
titative study (7) at a university in Recife, Pernambu-
o, Brazil. The protocol was approved by the Research
Ethics Committee (HUOC/UPE; opinion No. 6.855.902),
and data collection was performed between January
and June 2025 in accordance with the Declaration of
Helsinki.

Eligible participants were postmenopausal women
aged = 60 years who were sedentary or insufficient-
ly active (categories A and B) (8), were not receiving
pharmacological treatment or vitamin supplementa-
tion for osteoporosis and had no diagnosis of demen-
tia or cognitive impairment. Women classified as ac-
tive or very active according to established criteria (8),
those with difficulties understanding the interview, or
those with physical limitations preventing BMD assess-
ment were excluded.

Participants were recruited through a public invitation
disseminated on social media. Interested individuals
underwent an initial prescreening to verify eligibility
according to the inclusion and exclusion criteria, fol-
lowed by scheduling of the assessments.

Sample size was calculated according to World Health
Organization guidelines for cross-sectional studies (9),
adopting a 95 % confidence level, an absolute margin
of error of 11 %, and an expected prevalence of 20 %
for organized sports participation during childhood
or adolescence, based on previous Brazilian data (10).
The minimum estimated sample size was 50 partici-
pants. As the sample size calculation was based on ex-
posure prevalence, analyses involving BMD outcomes
should be interpreted as exploratory.

STUDY DESIGN

After the initial selection and prescreening, 67 old-
er women were recruited and had their evaluations
scheduled at a university laboratory. On the day of
evaluation, participants underwent a sociodemo-
graphic interview that included assessment of current
and past health conditions, as well as administration
of the International Physical Activity Questionnaire
(IPAQ) (8), both aimed at identifying participant char-
acteristics, health status, and verifying compliance
with the previously established inclusion and exclusion
criteria.

Of the 67 older women recruited, 15 were excluded
because they were classified as active or very active,
resulting in a final sample of 52 participants. The ex-
clusion of these individuals aimed to ensure the study
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focus on women with low or insufficient levels of phys-
ical activity. This measure was intended to avoid bias
resulting from physiological adaptations associated
with regular and intense sports practice, which could
influence the evaluated parameters, such as BMD.

Participants who met the eligibility criteria complet-
ed an interview regarding early sports participation
during childhood and adolescence, as proposed by
Fernandes and Zanesco (11). Based on their responses,
participants were allocated into the following groups:
— GO: group without sports participation during
childhood or adolescence (n = 29).
— G1: group with sports participation during child-
hood and/or adolescence (n = 23):
e G1a: group with sports participation only during
childhood (n = 5).
e G1b: group with sports participation only during
adolescence (n =9).
e G1c: group with sports participation during both
childhood and adolescence (n = 9).

Finally, participants underwent BMD assessment using
dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) at the follow-
ing sites: whole body, lumbar spine (L1-L4), forearm, and
femoral neck (12). Each evaluation session was conduct-
ed by the same examiner to ensure procedural standard-
ization. BMD assessment was performed by a trained ex-
aminer blinded to participants’ group allocation.

INSTRUMENTS

Current physical activity level was assessed using the
short version of the IPAQ, validated for the Brazilian
population (8). The instrument evaluates the frequen-
cy and duration of physical activities performed during
the previous 7 days and classifies individuals as seden-
tary, insufficiently active, active, or very active.

Sports participation during childhood (7-10 years) and
adolescence (11-17 years) was retrospectively assessed
using 2 dichotomous (yes/no) questions regarding en-
gagement in organized and supervised sports activities
outside school for at least 1 year (11). This instrument
was selected because of its ease of understanding and
high reproducibility (x = 1.00; p = 0.001) and has been
used in epidemiological studies (10,12,13). To facilitate
recall, examples of common sports and school-stage
temporal references were provided during the inter-
view.

BMD was assessed by DXA using a Hologic device (Dis-
covery Cl/WI; software QDR4500W, version 11.2). To-
tal body BMD and regional BMD at the lumbar spine
(L1-L4), femoral neck, and forearm were evaluated
according to standardized positioning protocols (14).
All DXA scans were performed by a single trained ex-
aminer blinded to group allocation.

W. R. SANTOS ET AL.

Fracture risk was estimated using FRAX adapted for
the Brazilian population (15), incorporating femoral
neck BMD and clinical risk factors, including age, sex,
history of fractures, family history of fractures, corti-
costeroid use, smoking, alcohol consumption, rheuma-
toid arthritis, and secondary osteoporosis. The model
estimated the 10-year probability of major osteopo-
rotic and hip fractures (16).

STATISTICAL ANALYSIS

Numerical variables were described as mean + SD.
Data normality was assessed using the Shapiro-Wilk
test, and homogeneity of variances between groups
was evaluated using Levene test, both considered pre-
requisites for the application of parametric tests. Data
entry was performed blindly, without prior knowledge
of the group to which each participant belonged, and
was subsequently verified by a second investigator to
ensure data accuracy.

For comparisons between groups GO (no sports par-
ticipation during childhood and/or adolescence)
and G1 (sports participation during this period), the
independent-samples Student t test was applied
to variables with normal distribution and homoge-
neity of variances. For variables that did not meet
these assumptions (p < 0.05 in the Shapiro-Wilk or
Levene tests), the Mann-Whitney U test was used.
In both cases, a significance level of p < 0.05 was ad-
opted. Effect size was calculated according to Co-
hen d formula and interpreted as follows: negligible
(=-0.15 and < 0.15), small (= 0.15 and < 0.40), medi-
um (=0.40 and < 0.75), large (= 0.75 and < 1.10), and
very large (= 1.10 and < 1.45).

For comparisons among groups GO (no sports partic-
ipation), G1a (participation only during childhood),
G1b (participation only during adolescence), and
G1c (participation during both childhood and ado-
lescence), 1-way ANOVA was used for variables that
met assumptions of normality and homogeneity of
variance. When these assumptions were not met, the
nonparametric Kruskal-Wallis test was applied as an
alternative. All statistical analyses were performed us-
ing IBM SPSS Statistics software, version 28.0.

RESULTS

The sample consisted of 52 older women, with a mean
age of 70.9 + 7.2 years. Participants were allocated
into groups according to early sports participation.
Detailed anthropometric and clinical characteristics
of the total sample and each group are presented in
table I.
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Table I.

Variables Mean + SD 95 %Cl P

Age (years) 70.90 + 7.17 68.90-72.90 0.333
Body mass (kg) 66.50 + 10.6 63.50-69.50 0.771
Height (cm) 155.00 + 7.10 153.00-157.00 0.986
BMI (kg/m?) 27.70 + 3.40 26.60-28.80 0.482
Bone tissue (kg) 2.00 +0.75 1.79-2.21 0.001*
BMD FB (kg/cm?) 0.958 + 0.52 0.932-0.984 0.733
BMD LS (kg/cm?) 0.897 + 0.59 0.854-0.940 0.001*
BMD forearm (kg/cm?) 0.419 + 0.1 0.387-0.450 0.001*
BMD FN (kg/cm?) 0.711 £ 0.1 0.681-0.741 0.210
Major fractures (%) 4.05 +2.66 3.31-4.79 0.001*
Hip fractures (%) 118 +1.44 0.77-1.58 0.001*
*p < 0.05. BMI: body mass index; BMD: bone mineral density; FB: full body; LS: lumbar spine; FN: femoral neck.

When comparing bone parameters between groups
GO and G1, group G1 showed significantly higher val-
ues. Total bone tissue was 21.31 % greater in G1 (p
= 0.038), with a medium effect size (ES = 0.53); total
body BMD was 8.11 % higher (p = 0.002), with a large
effect size (ES = 0.89); lumbar spine BMD showed a
10.10 % increase (p = 0.043), with a medium effect size
(ES = 0.57); and femoral neck BMD was 15.14 % higher
(p = 0.001), with a large effect size (ES = 1.06). Fur-
thermore, the estimated 10-year fracture risk was low-
er in group G1: major osteoporotic fractures showed
a 38.90 % lower probability compared with GO (p =
0.009), with a large effect size (ES = 0.75); and hip frac-

tures were 47.79 % less likely (p = 0.034), with a medi-
um effect size (ES = 0.50) (Table II).

When comparing bone parameters between group
GO and the subgroups that practiced sports during
childhood and/or adolescence (G1a, G1b, and G1q),
significant differences were observed in total body
BMD (p = 0.047), with group G1b showing the highest
values (1.013 = 0.09 kg/cm?), corresponding to values
17.93 % higher than those of GO. Regarding femoral
neck BMD (p = 0.018), the best results were found in
group G1c (0.794 = 0.14 kg/cm?), with values 19.04 %
higher than those of GO.

Table II.
Variable GM(L;':I i ZS?)) ?AL;':I i 253;)) Confidence interval (é)s)
= = Lower Upper
Bone tissue (kg) 1.83 £ 0.66 2.22 +0.82 0.39 (21.31) -0.80 2.35 0.038%(0.53)
BMD FB (kg/cm?) 0.925 + 0.08 1.000 + 0.08 0.075 (8.11) -0.120 0.280 0.002%(0.89)
BMD LS (kg/cm?) 0.859 + 0.03 0.945 £ 0.10 0.086 (10.01) -0.171 0.002 0.043%(0.57)
BMD forearm (kg/
) 0.409 + 0.07 0.431+0.14 0.022 (5.38) -0.085 0.041 0.486 (0.19)
BMD FN (kg/cm?) 0.667 + 0.08 0.768 + 0.11 0.101 (15.14) -0.154 0.047 0.001*(1.06)
Major fractures (%) 4.90 +2.80 2.99+1.99 1.91 (38.90) 0.498 3.31 0.009%(0.75)
Hip fractures (%) 1.49 +1.60 0.778 £ 1.12 0.712 (47.79) -0.076 1.51 0.034*(0.50)
*p < 0.05. GO: group without sports participation during childhood or adolescence; G1: group with sports participation during childhood and/or adolescence; ES:
effect size; BMD: bone mineral density; FB: full body; LS: lumbar spine; FN: femoral neck.
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Regarding the 10-year fracture risk estimates, the low-
est values were observed in group G1b. For major oste-
oporotic fractures (p = 0.022), this group had a risk of
2.53 + 1.02 %, representing a 48.73 % lower risk com-
pared with GO. For hip fractures (p = 0.019), the risk
in G1b was 0.36 = 0.25 %, corresponding to a 74.10 %
lower risk of hip fracture compared with GO (Table Ill).

DISCUSSION

The results of this study show that older women with
a history of sports participation during childhood and/
or adolescence have better bone health parameters
and a lower estimated fracture risk compared with
those who did not practice sports during these periods
(p < 0.05). The group that reported early sports par-
ticipation (G1) showed significantly higher BMD val-
ues at the total body, lumbar spine, and femoral neck
compared with the group without this history (G0), in
addition to a lower estimated risk of major osteopo-
rotic fractures and hip fractures over the subsequent
10 years. These findings indicate that early exposure
to structured physical activity may contribute to long-
term skeletal benefits, even in the absence of regular
physical activity during older age.

The association between sports participation during
youth and better bone health in later life reinforces
the role of physical activity during growth as a key de-
terminant of achieving higher peak bone mass (1,2),
which may exert a protective effect even in the pres-
ence of low levels of physical activity during senes-
cence. Previous studies suggest that combined inter-
ventions involving adequate diet and physical activity

Table III.

W. R. SANTOS ET AL.

during childhood and adolescence promote BMD accu-
mulation, although evidence regarding the long-term
persistence of these effects remains limited (6). Although
the present study focused on childhood and adoles-
cence, it is important to emphasize that regular physical
exercise during older age—particularly resistance train-
ing—may also positively influence BMD in postmeno-
pausal women. High-intensity training (= 70 % 1RM),
performed 3 times per week for at least 40 minutes per
session, appears to be optimal (17).

These findings reinforce the importance of under-
standing the impact of different life stages on bone
health and suggest that the benefits of early physical
activity may persist over time, even in the absence of
continuous stimuli throughout adulthood.

The magnitude of the differences observed between
the groups analyzed in this study reinforces the clinical
relevance of the findings. Femoral neck BMD, a skele-
tal site highly vulnerable to osteoporotic fractures, was
15.14 % higher in group G1, with a large effect size (ES
=1.06). Furthermore, the 47.79 % difference in FRAX-es-
timated hip fracture risk suggests a potential protective
effect of early physical activity, even among sedentary
or insufficiently active older women. Reduction in frac-
ture risk is a particularly relevant finding, considering
that falls—a common precursor to fractures—represent
the leading cause of death from unintentional injuries
among adults aged > 65 years (18). In this context, a
recent systematic review demonstrated that physical
exercise interventions are associated with reduced falls
across several high-quality trials and provide significant
benefits for multiple health outcomes (19).

Thus, the findings presented here may have important
implications for public health policies aimed at pre-

vrable QTS Menssd | Menssn | Memasp | FlmdD | p
Bone tissue (kg) 1.83 £ 0.66 2.23+1.00 2.28+0.90 217 +0.72 0.974 (3,12.1) 0.437
BMD FB (kg/cm?) 0.925 +0.08 0.972 £0.10 1.013 £ 0.09 1.005 + 0.07 3.49(3,12.9) 0.047*
BMD LS (kg/cm?) 0.859 + 0.03 0.993 + 0.05 0.942 +0.03 0.923 +0.08 1.70 (3,14.7) 0.211
BMD forearm (kg/cm?) 0.409 + 0.07 0.440 + 0.05 0.412 £0.16 0.445 £ 0.17 0.406 (3,12.7) 0.0752
BMD FN (kg/cm?) 0.667 + 0.08 0.728 + 0.06 0.763 + 0.07 0.794 +0.14 4.71 (3,13.8) 0.018*
Major fractures (%) 4.90 +2.80 3.70 £ 1.59 2.53+1.02 3.02+2.79 4.42 (3,14.1) 0.022*
Hip fractures (%) 1.49 +1.60 1.42 +1.53 0.36 £0.25 0.83+1.33 4.80(3,12.7) 0.019*
*p < 0.05. GO: group without sports participation during childhood or adolescence; G1a: group with sports participation only during childhood; G1b: group with
sports participation only during adolescence; G1c: group with sports participation during both childhood and adolescence; BMD: bone mineral density; FB: full
body; LS: lumbar spine; FN: femoral neck.
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venting falls and fractures by highlighting the impor-
tance of building a robust skeletal foundation during
youth.

Subgroup analysis revealed that the benefits varied
according to the developmental period during which
sports participation occurred. Group G1c, which prac-
ticed sports during both childhood and adolescence,
showed the highest femoral neck BMD values, where-
as group G1b, with sports participation exclusively
during adolescence, exhibited the lowest fracture risks,
especially for major osteoporotic fractures. These find-
ings suggest that adolescence may represent a critical
period for consolidating bone adaptations induced by
mechanical stimuli, consistent with the literature in-
dicating puberty as the stage of greatest velocity of
bone mass acquisition, influenced by hormonal and
biological maturation changes (3). Considering that
most Brazilian adolescents currently do not participate
in sports activities and fail to meet minimum physical
activity recommendations (20), it is necessary to devel-
op and implement strategies that facilitate physical
exercise across multiple settings, including schools and
leisure-time activities.

Prioritizing physical activity during adolescence should
therefore be considered a long-term investment in
musculoskeletal health, with the potential to reduce
the burden of osteometabolic diseases in the aging
population.

Despite its cross-sectional and retrospective design,
the present study used a validated self-report instru-
ment to assess sports participation during childhood
and adolescence, which has been widely applied in
adult populations and has demonstrated high repro-
ducibility in previous studies (11,12). In addition, the
exclusion of participants who were currently active
or very active helped isolate the potential long-term
effects of early sports participation, thereby reducing
confounding related to current physical activity levels.

Nevertheless, some limitations should be acknowl-
edged. Owing to the cross-sectional and retrospective
design, causal relationships cannot be established, and
the findings should be interpreted as associations. The
assessment of early sports participation relied on a di-
chotomous self-report measure (yes/no) encompassing
broad developmental periods, which limited exposure
precision because information regarding intensity, du-
ration, type of sport, and mechanical loading charac-
teristics was not collected and may have been subject
to recall bias despite the high reproducibility of the
instrument.

The sample size was relatively small, and subgroup
analyses resulted in small numbers of participants,
which may have reduced statistical power and contrib-
uted to instability in some estimates. In addition, re-
cruitment through social media may have introduced
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selection bias, with possible overrepresentation of
individuals with greater digital literacy and healthier
profiles, thereby limiting the generalizability of the
findings. Important factors potentially influencing
BMD throughout life—such as nutritional intake (eg,
calcium and vitamin D), sun exposure, medication use,
hormonal status, reproductive history, and menstrual
characteristics—were not controlled for and should be
addressed in future investigations.

Despite these limitations, the findings support the
hypothesis that regular sports participation during
growth is associated with more favorable bone health
indicators during older age, reinforcing the relevance
of early-life physical activity as a potential contributor
to long-term skeletal integrity.

CONCLUSIONS

This study aimed to investigate whether participation
in organized sports during childhood and adolescence
is associated with bone health and fracture risk in old-
er women. The findings indicate that women who re-
ported early engagement in sports activities present-
ed higher BMD values at the total body, lumbar spine,
and femoral neck, as well as a lower estimated 10-year
risk of major osteoporotic and hip fractures compared
with those without such history. These findings sug-
gest a positive association between early exposure to
mechanical loading and skeletal parameters later in
life.

Although the cross-sectional and retrospective design
does not permit causal inference and potential recall
bias should be considered, the findings suggest that
participation in organized sports during youth may
be associated with more favorable bone health out-
comes in later life. Promoting structured physical activ-
ity during childhood and adolescence may therefore
represent an important strategy within broader public
health approaches aimed at supporting skeletal health
throughout the lifespan. Future longitudinal and con-
trolled studies including larger and more diverse pop-
ulations are necessary to confirm these associations
and to better elucidate the long-term relationship be-
tween early sports participation and bone health.
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Resumen

Objetivos: evaluar la variabilidad en la transicion de pacientes con enfermedades metabdlicas 6seas (osteoporosis
infantil primaria, secundaria y baja masa 6sea) desde unidades pediatricas a especialidades de adultos, y analizar el
uso de densitometria dsea y la existencia de protocolos estructurados.

Material y métodos: se disefid una encuesta de 17 preguntas dirigida a profesionales de las distintas especialidades impli-
cadas en el seguimiento de los pacientes con enfermedades metabdlicas 6seas. Se distribuyo a través de las sociedades
cientificas: Sociedad Espafiola de Reumatologia Pediatrica, Sociedad Espaiola de Reumatologia, Sociedad Espafiola de
Endocrinologia Pediatrica, Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricién, Sociedad Espafiola de Investigacion Osea y del
Metabolismo Mineral, y Asociacion Espafiola de Pediatria. Se recogieron 147 respuestas y se realizé un analisis descriptivo.

Resultados: en la edad pediétrica, el seguimiento recaia principalmente en Reumatologia (51 %) y Endocrinologia (44 %).
Tras la transferencia, predominaba Reumatologia de Adultos (osteoporosis primaria 47,6 %, secundaria 44,5 %). En cuanto a
las pérdidas de seguimiento, el 45 % de los encuestados desconocia si los pacientes seguian en control, el 17 % estimé una
pérdida del 20-40 % y el 15 % del 0-20 %. Solo el 10 % disponia de protocolo formalizado. El 22 % realizaba densitometria

Palabras clave: dsea durante la transicion y el 45 % utilizaba el mismo aparato en todas las etapas. En la edad pediatrica, las localizaciones
Densidad ¢sea. exploradas incluian columna lumbar (55 %), cadera (27,4 %) y cuerpo entero (15 %). El uso de la cadera descendia al 19 %
g;‘;gg‘ifes ,frgrl‘;dén_ durante la transicion, a pesar de su posible utilidad como referencia para la edad adulta.

Adolescentes. Conclusiones: existe una importante heterogeneidad en el seguimiento y uso de densitometria 6sea durante la tran-
fggﬁ:ﬁisezfo_ sicion. Proponemos el concepto de “densitometria dsea de transicion” como estrategia aplicable para mejorar la con-
Osteoporosis. tinuidad asistencial en estos pacientes.
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INTRODUCCION

La adolescencia es un periodo importante en la evo-
lucion del individuo, que abarca, segun la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS), desde los 10 hasta los
19 ainos (1). La adolescencia es una fase variable en la
vida donde se forma la identidad personal (2) y que
constituye un periodo especialmente delicado en el
paciente cronico. Esto es debido a que confluyen ca-
racteristicas propias de esta fase, como la vulnerabili-
dady el cuestionamiento de la autoridad, junto a otras
asociadas a su enfermedad crénica, como la gradual
adquisicion de responsabilidad sobre su salud. Ade-
mas, durante el periodo adolescente existe un mayor
riesgo de aparicion de conductas de riesgo (dietéticas,
habitos toxicos, accidentes, etc.) que han de identifi-
carse para su correcta prevencién o tratamiento. Adi-
cionalmente se ha descrito que en la adolescencia y
durante la transferencia a las unidades de adultos exis-
te un mayor riesgo de pérdida de seguimiento y frag-
mentacion de las visitas médicas que en otros periodos
de la vida (1).

La transicion en las enfermedades crénicas es un pro-
ceso planificado que va mas alla de la mera transfe-
rencia administrativa desde la atencion pediatrica a
las especialidades de adultos. El objetivo principal de
este proceso es asegurar la continuidad de los cuida-
dos, fomentar la autonomia progresiva del paciente
y preservar su bienestar durante esta etapa de la vida
(3). En los ultimos afos, este proceso ha cobrado un
reconocimiento creciente, con la implementacion de
distintos modelos de transicion adaptados a los siste-
mas de salud y a las caracteristicas de cada patologia
crénica (3). En el ambito de la reumatologia pediatri-
ca, se han desarrollado estrategias especificas de tran-
siciébn orientadas principalmente a la artritis idiopati-
ca juvenil (Al)), con la creacién de recomendaciones
que incluyen coordinacién entre equipos pediatricos y
de adultos y herramientas de preparacion del pacien-
te para la autogestiéon de su enfermedad (4,5). Estas
iniciativas han demostrado su utilidad para reducir
las pérdidas de seguimiento, mejorar la adherencia
terapéutica y facilitar una atencion integral durante
la edad adulta en enfermedades crénicas de inicio pe-
diatrico (4-6).

A pesar de estos avances, la transicion en el manejo de
pacientes con enfermedades metabolicas éseas (EMO)
de inicio pediatrico, como son la osteoporosis infantil
primaria, secundaria y la baja masa 6sea, sigue siendo
un area poco desarrollada, tanto en la practica clini-
ca como en literatura relacionada, pese a la necesidad
de prevenir complicaciones y fracturas. Recientemen-
te, el proyecto TEAM, (Transicion a la Edad Adulta
de Pacientes con Enfermedades Metabolicas Oseas),
que reunié a ocho sociedades cientificas, presenté en
2023 unas recomendaciones para la transicion en en-
fermedades metabdlicas 6seas, y un algoritmo practi-
co para su implementacién, subrayando la necesidad
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de coordinacion de equipos multidisciplinares, planes
individualizados y una implicacién activa del paciente
en el proceso (7). Sin embargo, este documento no de-
talla cdbmo debe realizarse el seguimiento clinico du-
rante la transicion, incluyendo aspectos clave como la
densitometria 6sea (DXA), lo que constituye un area
de necesidad no cubierta.

La interpretacion de la DXA en poblaciéon pediatrica
presenta diferencias relevantes respecto a la practi-
ca habitual en adultos, tanto en la adquisicién como
en las regiones de interés evaluadas. Segun las reco-
mendaciones de la International Society for Clinical
Densitometry (ISCD) (8), en niflos y adolescentes las
localizaciones preferentes son la columna lumbar y el
cuerpo entero sin cabeza (total body less head), esta
ultima especialmente util para la valoracién global de
la masa 6sea y la composicién corporal, y no empleada
en la practica densitométrica del adulto. Asimismo, la
medicién en la cadera no esta recomendada de forma
sistematica en poblacion pediatrica, debido a limita-
ciones técnicas y de interpretacion. Estas particularida-
des metodoldgicas condicionan la comparabilidad de
los estudios densitométricos a lo largo del crecimiento
y adquieren especial relevancia durante el periodo de
transicion a la edad adulta, cuando se produce el cam-
bio de criterios diagnésticos y de regiones de interés
evaluadas.

Por todo ello, nos proponemos conocer la situacion
actual de la transicion de los pacientes con EMO en
nuestro pais mediante una encuesta dirigida a profe-
sionales implicados en el manejo de estas enfermeda-
des pediatricas y en adolescentes y adultos jovenes, a
través de las principales sociedades de dmbito nacio-
nal, cuyos objetivos, resultados y conclusiones se pre-
sentan en este trabajo.

OBIJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la variabilidad en el proceso de transicién de
pacientes con enfermedades metabdlicas éseas (os-
teoporosis infantil primaria, secundaria y baja masa
6sea) desde unidades pediatricas a la atencién de
adultos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Identificar las especialidades implicadas en el
proceso de transicién y seguimiento de estas pa-
tologias en edad pediatrica y adulta.

— Describir las practicas actuales en densitometria
6sea durante la edad pediatrica y la etapa de tran-
sicion.
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— Evaluar la existencia de protocolos estructurados
relacionados con la transicién en las EMO.

— Elaborar una propuesta conceptual de densi-
tometria 6sea de transicion basada en los hallazgos
obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio transversal, descriptivo, basado
en una encuesta nacional dirigida a profesionales im-
plicados en el manejo de las EMO en pacientes pedia-
tricos, adolescentes y adultos jovenes.

A efectos del estudio, se consideroé transicion como el
periodo comprendido entre el final del seguimiento
en la consulta pediatrica y la consolidacién del segui-
miento en la atencion especializada de adultos. Este
proceso implica una preparacion progresiva del ado-
lescente con enfermedad crénica para su integracion
en el sistema asistencial de adultos y no debe limitarse
Unicamente al momento de la transferencia adminis-
trativa, sino que constituye un proceso planificado y
gradual que se desarrolla durante la adolescencia y la
etapa de adulto joven (9). En la mayoria de los siste-
mas sanitarios, la transferencia asistencial suele produ-
cirse entre los 14y los 18 afos.

Dicha encuesta fue disefiada especificamente para
este estudio por el Grupo de Trabajo de Enfermeda-
des Metabdlicas Oseas de la Sociedad Espafiola de
Reumatologia Pediatrica (SERPE), tras la revision de la
literatura disponible sobre transicion en enfermeda-
des crénicas y recomendaciones nacionales recientes.
El contenido fue consensuado por los investigadores
antes de su difusion. El cuestionario incluia 17 pre-
guntas cerradas (opcién multiple y dicotémicas) rela-
tivas al seguimiento clinico, el uso de densitometria
6sea, las especialidades implicadas en el proceso de
transicion y la existencia de protocolos estructurados.
También se incluy6é una pregunta abierta destinada
a identificar el centro y la ciudad de procedencia del
encuestado. Sin embargo, debido a la heterogenei-
dad en la cumplimentacién y a la falta de estanda-
rizacion en las respuestas, no fue posible realizar un
andlisis fiable de las caracteristicas de los centros par-
ticipantes.

La encuesta completa se incluye como material suple-
mentario  (https://www.revistadeosteoporosisymeta-
bolismomineral.com/files/525/ADMA1-00117-02.pdf).
Fue distribuida entre el primer y segundo trimestre de
2024 a través de las principales sociedades cientificas
nacionales relacionadas con el abordaje de las EMO:
Sociedad Espafiola de Reumatologia Pediatrica (SER-
PE), Sociedad Espaifola de Reumatologia (SER), Socie-
dad Espafiola de Endocrinologia Pediatrica (SEEP), So-
ciedad Espafiola de Endocrinologia y Nutriciéon (SEEN),
Sociedad Espafiola de Investigacion Osea y del Meta-
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bolismo Mineral (SEIOMM) y Asociacion Espafiola de
Pediatria (AEP). La recogida de respuestas se realiz6 de
forma anénima mediante un formulario electrénico.

Se llevd a cabo un andlisis descriptivo de los datos
obtenidos, expresando las variables categéricas en
frecuencias absolutas y porcentajes. No fue posible es-
timar la tasa de respuesta global al no disponer del
numero exacto de profesionales que recibieron la in-
vitacion a través de las distintas sociedades cientificas.

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 147 respuestas validas.

En cuanto a la especialidad de los encuestados, el 40 % co-
rrespondia a Pediatria General, el 21 % a Endocrinologia
Pediatrica, el 19 % a Reumatologia Pediatricay el 7,5 % a
Reumatologia de Adultos. Respecto al canal de difusion,
el 58 % de los encuestados conocieron la encuesta a través
de la AEP, el 25 % a través de la SERP, el 13 % mediante la
SEEPy el 3 % a través de la SER, sin registrarse respuestas
procedentes directamente de la SEIOMM. La distribucion
por sociedades cientificas reflejé también diferencias en la
efectividad de los canales de difusién empleados.

En relacion con el seguimiento en la edad pediatrica,
los pacientes con osteoporosis infantil (OPi) primaria
eran atendidos principalmente por Reumatologia Pe-
diatrica (51,4 %) y Endocrinologia Pediatrica (45,1 %),
mientras que un 6,3 % de los encuestados sefialé que
no existia un seguimiento estructurado. Un patrén si-
milar se observo en el seguimiento de la OPi secunda-
ria (derivada de enfermedades o farmacos osteopeni-
zantes). En cuanto a los pacientes con baja masa 6sea
(BMO) sin fracturas, la atenciéon resultaba mas variable
con mayor participaciéon de Pediatria General (13 %)
y hasta un 11 % de profesionales que referian desco-
nocer si se realizaba seguimiento o quién lo realizaba.

Los resultados sobre las respuestas de los encuestados en
referencia al sequimiento por especialidades en edad pe-
diatrica y edad adulta se pueden ver en la tabla I.

Tras la transferencia a la edad adulta, el seguimiento
de estos pacientes recaia mayoritariamente en Reuma-
tologia de adultos, especialmente en los casos de os-
teoporosis primaria (47,6 %) y secundaria (44,5 %). Sin
embargo, resulté llamativo que alrededor del 45 % de
los encuestados desconociera si el paciente continuaba
siendo atendido tras el alta de la consulta pediatrica, lo
que evidencia una importante pérdida de trazabilidad.

En linea con esto, al analizar la percepcién de los
encuestados sobre la pérdida de seguimiento duran-
te la transicion, el 17 % estimé que entre un 20 %
y un 40 % de los pacientes perdian el seguimiento,
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Tabla I.

OPi primaria, n (%) OPi secundaria, n (%) BMO, n (%)
Seguimiento por especialidades en edad pediatrica
Reumatologia Pediatrica 74 (51,4) 69 (47,6) 61(41,8)
Endocrinologia Pediatrica 65 (45,1) 64 (44,1) 66 (45,2)
Pediatria General 14 (9,7) 13(9) 19 (13)
Reumatologia 12 (8,3) 12 (8,3) 10 (6,8)
Nefrologia 8 (5,6) 12 (8,3) 8 (5,5)
Otros 10 (7) 15(10,3) 14(11,6)
Ninguno 9(6,3) 10 (6,9) 16 (11)
Seguimiento por especialidades en edad adulta
Reumatologia 70 (47,6) 65 (44,5) 44 (30,1)
Endocrinologia 17 (11,6) 13(8,9) 15(10,3)
Medicina Interna 8 (5,4) 11(7,5) 8 (5,5)
Medicina de Familia 9(6,1) 7(4,8) 20(13,7)
Otros 0 2(1.4 0
OPi: osteoporosis Infantil; BVO: baja masa dsea.
y un 15 % considerd que la pérdida era inferior al DISCUSION

20 %. No obstante, mas de la mitad de los encues-
tados (55 %) no supieron o no contestaron a esta
pregunta, lo que refleja la falta de circuitos formales
e incide en la dificultad para estimar la pérdida real
de seguimiento en esta poblacién.

En relacién con la existencia de un protocolo estanda-
rizado para la transicién de pacientes con EMO, uni-
camente el 10 % de los centros contaban con un pro-
tocolo especifico para osteoporosis infantil primaria,
porcentaje que descendia hasta el 5,5 % en los casos
de baja masa 6sea sin fracturas (Fig. 1).

Respecto al uso de DXA en la poblacién pediatrica, se
observé una notable heterogeneidad en las regiones
de interés exploradas. El 55 % de los encuestados re-
feria solicitar DXA de columna lumbar en la edad in-
fantil, mientras que solo un 15 % lo hacia de cuerpo
entero y hasta un 27,4 % solicitaba DXA de cadera,
que descendia hasta un 19 % durante el periodo de
transicion.

Por otro lado, aunque la transicion estructurada solo
estaba protocolizada en una minoria de centros, un
22 % de los profesionales refirié realizar DXA en el
periodo de paso a adultos. En cuanto a la continui-
dad técnica, el 45 % de los encuestados indicé que
el mismo densitémetro era utilizado durante la edad
pediatrica, el periodo de transicion y la etapa adulta,
facilitando su interpretacién evolutiva.

La transicion en enfermedades crénicas de inicio pe-
diatrico constituye una etapa especialmente sensible,
durante la cual es fundamental garantizar la continui-
dad del seguimiento clinico. En el caso de las EMO,
nuestros resultados muestran una notable variabilidad
interhospitalaria en las especialidades implicadas tan-
to durante la edad pediatrica como tras la transferen-
cia a especialidades de adultos. Esta heterogeneidad
se acentla durante el periodo de transicion, donde se
ha observado una falta de protocolos estructurados,
en linea con publicaciones recientes de grupos nacio-
nales, y ello a pesar de las recomendaciones ya pro-
puestas (7). Esta situacién se acompafa, ademas, de
una pérdida significativa de trazabilidad de los pacien-
tes tras el alta pediatrica.

Aunque la transicién en enfermedades cronicas pedia-
tricas ha sido ampliamente abordada en la literatura
internacional, la evidencia especifica centrada en en-
fermedades metabdlicas 6seas es limitada. Revisiones
recientes destacan la ausencia de modelos estandari-
zados y la necesidad de recomendaciones especificas
para patologias 6seas de inicio pediatrico, asi como
la heterogeneidad en la organizacién de la transicién
(10). En patologias concretas como la osteogénesis
imperfecta también se han descrito dificultades en la
continuidad asistencial y variabilidad en la implemen-
tacién de programas de transicién (11,12). En conjun-
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¢ Esté protocolizada la transicion de los pacientes
pediatricos con osteoporosis primaria?

® No

A

¢ Esté protocolizada la transicion de los pacientes
pediatricos con osteoporosis secundaria?

® No

532% w © No sabe / no contesta

® No sabe / no contesta

¢ Esta protocolizada la transicion de los pacientes
pediatricos con baja masa 6sea?

® No

w ©® No sabe / no contesta

¢ Se realiza alguna densitometria durante el periodo de
transicién de forma protocolizada?

Q

® No sabe / no contesta

Figura 1. Protocolizacion de la transicion de EMO.

to, estos datos sugieren que los retos observados en
nuestro estudio no son exclusivos de nuestro entorno
y refuerzan la necesidad de estrategias estructuradas
para mejorar la continuidad asistencial en estas enfer-
medades.

Uno de los hallazgos mas relevantes de nuestro estu-
dio es la escasa sistematizacién en el uso de la DXA
durante la transicién. A pesar de tratarse de una he-
rramienta clave para el diagnéstico y monitorizacion
de las EMO, solo un 22 % de los encuestados refirio
utilizarla de forma reglada en este contexto.

Llama especialmente la atencion la disparidad en las
regiones de interés exploradas en la edad pediatrica,
asi como la inclusién de localizaciones no recomenda-
das en esta poblacién, como la cadera (8,13), cuyo uso
duplicaba en frecuencia al del cuerpo entero, a pesar
de que este ultimo si esta indicado. Este hallazgo hace
plantear la hipétesis de que, en algunos centros, po-
drian estar aplicandose protocolos propios del adulto,
no adaptados a la edad pediatrica.

En este sentido, resulta también llamativo que el por-
centaje de encuestados que solicitaban DXA de cadera
descendiera del 27 % en la edad pediatrica al 19 %
durante la transicion, cuando esta localizacion podria
tener utilidad en la evaluacion prospectiva densitomé-
trica en la edad adulta, permitiendo disponer de un
punto de referencia inicial.
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Por otro lado, solo el 45 % de los centros indicé em-
plear el mismo densitometro en todas las etapas asis-
tenciales, lo que limita la comparabilidad longitudinal
de los resultados y su interpretacion evolutiva.

Estos datos refuerzan la necesidad de incidir en una es-
trategia compartida entre las distintas especialidades
médicas implicadas en el proceso de transicién.

En este sentido, desde nuestro grupo de trabajo, pro-
ponemos el concepto de “DXA de transicién” (Tabla ),
entendida como una evaluacion planificada que actue
como puente técnico y clinico entre las etapas pedia-
trica y adulta, garantizando la continuidad diagnéstica
y facilitando la toma de decisiones terapéuticas a me-
dio y largo plazo. La DXA de transiciéon deberia formar
parte de un protocolo estructurado de transicion. No
obstante, en ausencia de este, podria aplicarse igual-
mente en adolescentes con EMO en los que se sospeche
su persistencia en la edad adulta. La DXA de transicion
integraria las regiones de interés propias de la edad pe-
diatrica y de la edad adulta, utilizando un software pe-
diatrico para su interpretacién, e incluiria las regiones:
vertebral, cuerpo entero sin cabeza y cadera. Asimismo,
se deberia garantizar que las exploraciones densitomé-
tricas se realicen en el mismo aparato, a fin de permitir
una comparacién valida a lo largo del tiempo.

El periodo de edad en el que deberia aplicarse esta
DXA de transicion no ha sido aun establecido, pero
desde una perspectiva fisiopatologica, podria exten-
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Tabla Il.

— Columna lumbar

Hasta pu~bertad DXA pedidtiica | ~ Cuerpo total sin cabeza

(12-16 afios) (considerar ajustes

necesarios por talla)

— Columna lumbar

De 12-16 a 20 afos | DXA de transicion | — Cuerpo total sin cabeza
— Fémur proximal

A — Columna lumbar

De 20 afios DXA adultos . .

en adelante — Fémur proximal

*Es de interés que se realice siempre en el mismo densitometro.

derse hasta la adquisicion del pico de masa 6sea, lo
que suele ocurrir en torno a los 20 afios (14,15). Las po-
siciones oficiales de la International Society for Clinical
Densitometry (ISCD) (8) reconocen las particularidades
de la evaluacion densitométrica en poblacion adoles-
cente, asi como la complejidad del cambio de criterios
diagnosticos al alcanzar la edad adulta, pero no defi-
nen una estrategia especifica para el periodo de tran-
sicién. En este contexto, nuestra propuesta de “"DXA
de transicion” se alinea con dichas posiciones oficiales,
integrando de forma estructurada las regiones pedia-
tricas y adultas, y pretende cubrir un vacio practico en
el seguimiento densitométrico longitudinal de estos
pacientes.

Consideramos que esta propuesta puede constituir un
primer paso hacia la protocolizacion del seguimiento
densitométrico en pacientes con EMO, contribuyendo
a mejorar la continuidad asistencial y la calidad del cui-
dado a lo largo del ciclo vital. Esta propuesta debera
ser valorada en estudios prospectivos que evalien su
viabilidad y aplicabilidad clinica.

Este estudio presenta limitaciones propias de su di-
sefio basado en encuestas. Existe un posible sesgo de
seleccién, ya que los profesionales que respondieron
podrian estar mas interesados en la transicién en
EMO, lo que puede limitar la generalizacion de los
resultados. Ademas, las respuestas reflejan la per-
cepcién individual y no datos clinicos auditados, por
lo que podrian no representar fielmente la practica
real. El cuestionario fue disefiado especificamente
para este estudio y no fue sometido a un proceso
formal de validacion externa, lo que podria influir
en la reproducibilidad de los resultados. No obstan-
te, su contenido fue consensuado por un grupo de
expertos en EMO tras la revisién de la literatura dis-
ponible.

Aunque la encuesta se difundié a través de varias
sociedades cientificas, no se puede asegurar una re-
presentatividad homogénea de todos los ambitos
asistenciales ni del territorio nacional. Asimismo, no
fue posible estimar la tasa de respuesta global, dado
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que la encuesta fue difundida a través de distintas
sociedades cientificas sin acceso al niumero exacto de
profesionales que recibieron la invitacién. Por ultimo,
aunque se incluyé una pregunta abierta para identi-
ficar el hospital o centro de trabajo, la variabilidad
en la cumplimentacién impidié categorizar de forma
homogénea el nivel asistencial (hospital terciario, co-
marcal, etc.) o realizar un andlisis comparativo entre
centros. Futuros estudios deberian incorporar varia-
bles estructuradas que permitan analizar estas dife-
rencias organizativas

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo evidencian una consi-
derable heterogeneidad en el proceso de transicion
de los pacientes con EMO de inicio pediatrico, tanto
en la organizacién del seguimiento como en el uso de
herramientas diagnosticas como la DXA. Esta variabi-
lidad, junto con la falta de protocolos estructurados y
la limitada trazabilidad tras el alta pediatrica, subraya
la necesidad de mejorar la coordinacion entre espe-
cialidades.

Nuestros resultados ponen ademas de manifiesto una
notable variabilidad en la practica densitométrica du-
rante la edad pediatrica y el periodo de transicién, in-
cluyendo el uso de regiones de interés no recomenda-
das en poblacién pediatrica y la ausencia de continui-
dad técnica en un numero relevante de centros. Estos
hallazgos sugieren una aplicacion heterogénea de las
recomendaciones existentes y refuerzan la necesidad
de estrategias compartidas que faciliten la interpreta-
cién longitudinal de la masa 6sea desde la edad pedia-
trica hasta la edad adulta.

Como respuesta a esta necesidad, proponemos el
concepto de “DXA de transicion” como herramien-
ta clave para garantizar la continuidad diagnéstica
entre la etapa pediatrica y la adulta. Ademas de su
valor clinico, la DXA de transicion podria represen-
tar un primer paso sencillo y factible de implemen-
tar en aquellos centros que aun no disponen de un
protocolo formal de transicion, favoreciendo asi una
atencion mas homogénea y de mayor calidad en esta
poblacién vulnerable.
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Can the BES TEST help in assessing the risk of fragility fractures in
patients with normal or osteopenic DEXA T-score?
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Abstract

Introduction: osteoporosis is characterized by reduced bone mass and deterioration of bone microarchitecture, leading
to bone fragility. Dual-energy x-ray absorptiometry (DEXA), which measures bone mineral density (BMD), is considered
the gold standard for the diagnosis of osteoporosis and osteopenia. However, BMD is only one among several fracture
risk factors. Consequently, DEXA should be associated with fracture risk assessment tools (FRAX, DeFRA, or FRA-HS).
Therefore, the development of additional tests capable of measuring trabecular structure properties (quality), rather than
only bone density, is needed.

Methods: the Bone Elastic Structure Test (BES TEST) is a CE-marked, registered software medical device that measures
bone elastic response to loads. It is based on an internationally patented method using high-definition digital radiographs
of the proximal epiphysis of 3 fingers to investigate the biomechanical functionality of the trabecular structure in terms
of its contribution to bone strength.

Results: the main objective of the study is to assess the reliability and performance of the BES TEST in patients with
fragility fractures and normal or osteopenic DEXA T-scores. Previous data suggest that the BES TEST could be a useful
complementary tool for completing fracture risk assessment. Therefore, we conducted a randomized controlled trial in
which 50 female patients, divided into 2 groups (25 nonfractured and 25 recently fractured), underwent baseline lumbar
spine, femoral, and femoral neck DEXA, together with a baseline BES TEST. Both examinations were repeated after 18 to
24 months, with the addition of spine morphometry.

Conclusions: preliminary data confirm the reliability and reproducibility of both DEXA T-score and BSI T-score. The

expected result is confirmation that BSI, associated with DEXA and FRAX-score or DeFRA-score, can help assess the risk
of fragility fractures.
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CAN THE BES TEST HELP IN ASSESSING THE RISK OF FRAGILITY FRACTURES IN PATIENTS

WITH NORMAL OR OSTEOPENIC DEXA T-SCORE?

INTRODUCTION

Osteoporosis (OP) is a condition characterized by re-
duced bone mass and deterioration of bone microarchi-
tecture. This process leads to bone fragility and a con-
sequent high probability of fractures. Dual-energy x-ray
absorptiometry (DEXA), which measures bone mineral
density (BMD), is considered the gold standard for the
diagnosis of osteoporosis and osteopenia. DEXA ex-
presses results in terms of T-score, a statistical value in-
dicating the number of standard deviations below the
average value of young White adults. BMD is common-
ly measured at the lumbar spine, left femur, and left
femoral neck. Wrist BMD can also be measured when
both femurs are unavailable (eg, because of bilateral
prostheses), whereas DEXA total-body scanning is cur-
rently limited to the study of sarcopenia through the
measurement of muscle mass and body fat mass (1,2).

According to WHO criteria, 4 different degrees of
bone mineral density can be defined: a) normal, when
the BMD value is within 1 standard deviation of the
T-score reference range (T-score = —1); b) osteopenia,
when the BMD value is between 1 and 2.5 standard
deviations below the young adult mean; c) osteoporo-
sis, when the BMD value is 2.5 standard deviations be-
low the young adult mean; and d) severe osteoporosis
(or established osteoporosis), when the BMD value is
2.5 standard deviations below the young adult mean
and 1 or more fragility fractures have occurred. Fragil-
ity fractures are the consequence of low-energy trau-
ma, defined according to WHO criteria as a fall from
standing height (1,3,4). The correct densitometric di-
agnosis is based on the lowest T-score found in the
spine, femur, or femoral neck (5,6). However, it is clear
that BMD is only 1 among several fracture risk factors.
For this reason, DEXA should be associated with frac-
ture risk assessment tools.

FRAX (Fracture Risk Assessment Tool, developed in
2008 by the Centre for Metabolic Bone Diseases of the
University of Sheffield; the Italian version was revised
in 2013) (7), DeFRA (software developed by the Ital-
ian Society for Osteoporosis, Mineral Metabolism and
Bone Diseases in 2012 and recently revised), and FRA-
HS (developed by the Italian Society for General Prac-
titioners in 2017) (8,9) are currently used alongside
DEXA to estimate the risk of major fractures. These
algorithms are designed to predict the 10-year frac-
ture risk based on the most common and severe risk
factors for fragility fractures: spine and femoral BMD,
smoking, daily alcohol intake (> 3 units), previous fra-
gility fractures, corticosteroid use (daily dose), arthri-
tis or chronic inflammatory connective tissue diseases,
age at menopause, low body weight (BMI < 18.5), and
family history of major osteoporotic fractures. Clearly,
DEXA can evaluate only BMD, but not bone quality;
therefore, alterations in bone microarchitecture are
probably responsible for the high number of fragility
fractures occurring in patients with osteopenia (10,11).
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Given that DEXA alone cannot be considered a reliable
predictive tool for preventing fragility fractures, the
development of additional tests capable of measuring
trabecular structure properties (quality), rather than
only bone density, is needed.

TBS (Trabecular Bone Score) is a textural index of bone
microarchitecture derived from DEXA images. It analyzes
gray-level variations in the lumbar spine, providing infor-
mation regarding trabecular bone microarchitecture (12).

However, TBS remains under discussion because of several
limitations. It can only be applied to lumbar spine DEXA
images, which are themselves limited by the frequent
presence of osteophytes and aortic calcifications (13,14).

Conversely, the Bone Elastic Structure Test (BES TEST)
measures the elastic response of bone to loading. Based
on adirect discrete numerical approach (15), the BES TEST
analyzes low-dose (< 0.005 mSv) planar radiographic pro-
jections of the proximal epiphysis of the first phalanx of
the hand to perform a noninvasive biomechanical evalu-
ation of trabecular bone microarchitecture through engi-
neering simulations of load application, thereby quanti-
fying pathological alterations in bone microarchitecture
(16). BES TEST is a CE-marked, registered software medi-
cal device based on an internationally patented method.
The BES TEST software processes radiographic images by
transforming them into numerical structural models that
are used to simulate compression loading through the
Cell Method approach, which is highly effective in terms
of robustness, computation time, memory requirements,
and accuracy of results (17,18).

The simulation outcomes are combined into an index,
the Bone Structure Index (BSI), which reflects the abil-
ity of trabecular bone structure to absorb loads (19).
The BES TEST outputs are independent of bone miner-
al density as measured by DEXA (19).

Because of the clear visualization of trabecular struc-
ture on standard radiographs, the proximal phalanges
of the second, third, and fourth fingers are used as
the most suitable regions for evaluation (19). The out-
comes obtained with the BES TEST are expressed as BSI
T-scores. As with DEXA, these data are derived by com-
paring the patient’s BSI with the average BSI of young
White women aged 22 to 45 years and calculating the
difference in number of SDs (20).

Previous studies suggest that the BSI T-score may pre-
dict fracture risk over the subsequent 3 years and that
a value below -1.4 could represent the cutoff point
(19). Moreover, no correlation has been observed be-
tween BSI and DEXA T-score (20).

For these reasons, we performed a randomized con-
trolled trial to assess the reliability of the BES TEST in
patients with fragility fractures and normal or osteo-
penic DEXA T-scores.
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PARTICIPANTS, STUDY DESIGN, MATERIAL,
AND METHODS

We conducted a clinical trial approved by the Ethics
Committee of Istituti Clinici Scientifici Maugeri - IRCCS,
Pavia (EC2387; February 4, 2020). The study was con-
ducted in full compliance with the principles outlined
the Declaration of Helsinki.

Fifty consecutive female outpatients were enrolled
and divided into 2 groups. Group A consisted of 25 fe-
male patients with no history of recent fragility frac-
tures, whereas group B consisted of 25 female patients
with a recent fragility fracture. Sample size calculation
was also approved by the same ethics committee on
the basis of previous data.

All patients underwent baseline lumbar spine, femo-
ral, and femoral neck DEXA (Hologic QDR 4500 densi-
tometer) together with a baseline BES TEST. Both ex-
aminations were repeated after 18 to 24 months, with
the addition of spine morphometry.

BES TEST performance characteristics were as follows:
intraoperator CV, 0.06; 95 %Cl, + 8 BSI; interoperator
CV, 0.11; 95 %Cl, £10.8 BSI (21), in line with current OP
diagnostic standards.

Inclusion criteria were female sex, age between 40 and
75 years, and lumbar and femoral DEXA T-scores >
-2.5SD.

Exclusion criteria included treatment with glucocorti-
coids or antiosteoporotic drugs.

The trial began in 2020 but was interrupted because
of the COVID-19 pandemic, resulting in the dropout of
3 patients. At present, 44 patients have completed the
study and follow-up.

STATISTICAL ANALYSIS

Statistical comparisons between groups were per-
formed using the unpaired Student t test. Statistical
significance was established at p < 0.05.

G. SAVIOLA ET AL.

Currently, we are collecting data and analyzing the
final patient cohort. Furthermore, all patients are be-
ing contacted to update their clinical status. We are
particularly interested in determining whether: a) they
experienced a new fragility fracture during the year
following the second BES TEST and DEXA evaluation;
b) they are currently receiving treatment for osteopo-
rosis; ¢) new fracture risk factors have been identified;
d) they have experienced falls; and e) they have under-
gone a new DEXA scan, morphometric evaluation, or
other relevant blood or urine tests.

RESULTS

Preliminary data showed that, at baseline and after
18 to 24 months, no significant differences were ob-
served in DEXA T-scores between the fractured (F) and
nonfractured (NF) groups; p = 0.09. In contrast, the BSI
T-score differed significantly between the F and NF
groups; p = 0.0001.

No significant differences were observed in femoral
neck DEXA T-scores at baseline vs 18- to 24-month
follow-up. Similarly, no significant differences were
found in femoral DEXA T-scores or spine DEXA T-scores
between baseline and follow-up evaluations.

In group B (fractured patients), no significant differ-
ences were observed in BSI T-score between baseline
and 18- to 24-month follow-up. Likewise, no signifi-
cant differences were detected in femoral neck DEXA
T-scores, femoral DEXA T-scores, or spine DEXA T-scores
between baseline and follow-up assessments (Fig. 1).

DISCUSSION

The BES TEST does not measure bone quantity but
rather evaluates the elastic structural integrity and
biomechanical competence of bone, thereby provid-
ing insight into functional bone strength. By focusing
on trabecular bone elasticity, bone alterations can be
monitored within weeks. BES TEST complements den-

Low dose BES TEST
images acquisition platform
SAAS solution

X-ray dose < 0.005 SV (Software As A Service)

=2 o B

Bestest
11 Bone st Sructre Test
XXX

Automatic Report generated
analysis automatically
Proprietary algorithm to simulate Ready in a few minutes

the elastic response of the structure

Figure 1. BES TEST workflow.
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WITH NORMAL OR OSTEOPENIC DEXA T-SCORE?

sitometry as a low-dose monitoring tool for bone fol-
low-up (20) in rheumatology (22), oncology (23), ne-
phrology (24), and rare diseases (25).

Evidence from a small study applying the test to both
the hand and foot demonstrated similar trends across
anatomical sites, indicating sensitivity to systemic
physiological changes and supporting the concept
that skeletal fragility reflects a generalized condition
rather than a site-specific phenomenon (“La valutazi-
one della Bone Elastic Structure (BESTEST™) in seg-
menti scheletrici sottoposti a diverso carico,” oral pre-
sentation at the SIOMMMS National Conference 2022;
abstract unpublished).

This concept is further supported by studies showing
strong correlations between hand bone measure-
ments and fracture-relevant skeletal sites. Bone miner-
al density assessed at peripheral hand bones correlates
with femoral neck DEXA values, and quantitative ul-
trasound measurements at the finger phalanges can
effectively assess fracture risk and detect age-related
bone changes, with diagnostic sensitivity comparable
to lumbar densitometry (26-28).

In a previous study (20), 351 consecutive White wom-
en were enrolled in a population study and contacted
after a 3-year follow-up period to evaluate the inci-
dence of fragility fractures; 166 of 351 responded to
follow-up contact.

A total of 91 out of 351 patients experienced fractures,
whereas 75 remained fracture-free. Fractured patients
were slightly older than nonfractured patients; p =
0.00485. Body mass index (BMI) was similar between
groups; p = 0.1243, and no correlation was found be-
tween BMI and BSI T-score in either group.

The mean BSI T-score was -1.5 (range, -3.4 to 0.8)
in fractured patients and -0.4 (range, -3.2 to 2.4) in
nonfractured patients. These findings suggested that
the BSI T-score may predict fracture risk during the
following 3 years and that patients with values below
-1.4 should undergo careful evaluation (20).

In 2020, we published the first pilot study comparing
BES TEST with DEXA (22). We enrolled 9 patients young-
er than 74 years with recent fragility fractures despite
normal or osteopenic femoral neck T-scores on DEXA
evaluation (group A). Conversely, group B consisted of
volunteer female patients who had undergone DEXA
and BES TEST evaluations in 2015 during the Trieste
NEXT 2015 event (Ethics Committee of the University of
Trieste approval No. 66, November 11, 2015).

All patients in both groups were analyzed according
to the previously described BES TEST method, and re-
sults were expressed as mean + SD. Comparisons be-
tween groups were performed using the unpaired
Student t test. Statistical significance was established
at p < 0.05.
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In that second study (22), we confirmed that no cor-
relation exists between BSI and DEXA T-score. More-
over, fractured patients showed significantly lower BSI
T-scores compared with femoral neck DEXA T-scores. In
contrast, nonfractured patients had normal BSI T-scores
despite osteopenic femoral neck DEXA T-scores (22).
Indeed, fracture risk in these patients may be more
accurately assessed by combining DEXA with FRAX or
DeFRA algorithms (28).

CONCLUSIONS

Current clinical recommendations suggest treatment
of nonfractured osteoporotic patients only when
FRAX or DeFRA indicate a substantial fracture risk, in
order to avoid overtreatment and the consequent in-
crease in adverse effects (29,30).

Because a high proportion of fragility fractures occur
in patients with normal or osteopenic DEXA T-scores,
this phenomenon is probably related to the limit-
ed ability of DEXA to distinguish and quantify bone
quality. This limitation is especially evident in patients
with secondary osteoporosis, such as those receiving
chronic glucocorticoid therapy. Preliminary data from
our trial confirm the reliability and reproducibility of
both DEXA T-score and BSI T-score measurements. The
expected outcome is confirmation that BSI, when com-
bined with DEXA and FRAX or DeFRA scores, may im-
prove the assessment of fragility fracture risk.

BES TEST should be further investigated to determine
its ability to detect rapid skeletal changes during
pharmacologic treatment, particularly in chronic in-
flammatory diseases such as rheumatoid arthritis. In
these conditions, inflammation combined with glu-
cocorticoid therapy may rapidly induce bone fragility
that DEXA alone is unable to identify. Therefore, BES
TEST could represent a valuable complementary tool,
potentially helping to tailor pharmacologic therapy
and, when necessary, rehabilitation programs aimed
at reducing fall risk.

LIMITATIONS
The small sample size represents a clear limitation of

this study. Additional trials involving larger patient
populations are required.
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Osteopetrosis: hallazgos radioldgicos caracteristicos

Irene Martin Martin, Isabel Peinado Ruiz, Laura Estepa Diaz, Rafael Caliz Céliz

Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada

Presentamos imagenes correspondientes a una mujer
de 40 anos que es valorada en el Servicio de Reumato-
logia, con diagnéstico de osteopetrosis. Antecedentes
en familiares de primer grado (madre y dos hijas) afec-
tos. El diagnoéstico fue establecido en la adolescencia
y, desde entonces, ha sufrido multiples fracturas éseas
(metatarsos, costillas, hombro izquierdo, fémur dere-
cho).

En el estudio analitico solicitado se apreciaron parame-
tros de metabolismo éseo dentro de la normalidad, in-
cluyendo calcio 9,4 mg/dL (valor normal: 9,0-10,5 mg/

dL), fosforo 3,6 mg/dL (2,7-4,5 mg/dL), fosfatasa alca-
lina 82 U/L (40-120 U/L), 25-hidroxivitamina D 42 ng/
mL (30-100 ng/mL) y PTH 38 pg/mL (15-65 pg/mL). El
hemograma mostré anemia (Hb 9 g/dL; valor normal:
12-16 g/dL). El estudio genético revelé una mutacion
en el gen CLCN7:C.857G>A p(Arg286Gln).

En radiografia simple se observaron hallazgos caracte-
risticos de osteopetrosis, como el aumento difuso de la
densidad ésea, con borramiento de la diferenciacion
entre cortical y médula 6sea, engrosamiento trabecu-
lar y esclerosis generalizada (Figs. 1y 2).

Figura 1. Radiografias simples correspondientes a una paciente con osteopetrosis autosémica dominante tipo Il. A. Radiografia
anteroposterior de ambas rodillas: aumento difuso de la densidad 6sea, con pérdida de la diferenciacion entre cortical y médula.

B. Radiografia anteroposterior de ambas manos: engrosamiento trabecular y signo de “hueso dentro de hueso”. C. Radiografia
anteroposterior de pelvis: se observa esclerosis 6sea difusa afectando iliacos, sacro y metéfisis femorales, con pérdida de la diferenciacién
cortical-medular, caracteristica de la osteopetrosis. En el fémur proximal derecho se identifica una fractura incompleta de trazo transversal,
visible como una linea radioltcida tenue (flecha).
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Figura 2. Radiografias simples correspondientes a una paciente con osteopetrosis autosémica dominante tipo II. A. Proyeccin lateral
de columna cervical: obsérvese el engrosamiento de la base craneal. B. Proyeccion lateral de columna: se observa esclerosis de las placas
terminales vertebrales, lo que confiere el aspecto tipico de vértebras “en sandwich”. C. Proyeccién anteroposterior de columna dorsal y costillas:

esclerosis dsea generalizada.

El caso presentado es compatible con una osteopetro-
sis autosémica dominante tipo Il (también conocida
como enfermedad de Albers-Schénberg). Se realizé un
estudio del sindrome anémico, incluyendo hemogra-
ma, reticulocitos, frotis de sangre periférica, ferritina,
hierro sérico y capacidad de fijacién, vitamina B12 y
acido félico, que no mostréd déficits carenciales ni da-
tos de hemodlisis. La ecografia abdominal evidencié
una esplenomegalia leve-moderada (14 cm), proba-
blemente en relacién con hematopoyesis extramedu-
lar, un fenémeno descrito en la osteopetrosis debido
al compromiso de la médula ésea. No obstante, no se
identificaron datos compatibles con hiperesplenismo
verdadero —incluyendo la ausencia de trombopenia
y un recuento reticulocitario en rango bajo-normal—,
por lo que esta posibilidad se consideré Unicamente
como una hipétesis clinica no confirmada.

La osteopetrosis, o “enfermedad de los huesos de
marmol”, engloba un grupo de enfermedades gené-
ticas poco frecuentes, con una incidencia estimada
de 1 caso por cada 250 000 nacimientos en las formas
autosdémicas recesivas y de 1 por cada 20 000 en las
dominantes. Se caracteriza por un aumento anémalo
de la densidad 6sea debido a un defecto en la dife-
renciacién o funcién de los osteoclastos, lo que altera
el remodelado 6seo y da lugar a huesos densos pero
fragiles, con predisposicion a fracturas y compromiso
medular.

Se han identificado mutaciones en al menos diez ge-
nes implicados, responsables de aproximadamente el
70 % de los casos. La herencia puede ser autosémica
recesiva -mas severa, de inicio neonatal, que cursa con
fracturas, hipocalcemia, neuropatias compresivas y fa-
llo medular-, dominante -mas leve y con diagndstico

en la infancia o adolescencia-, o ligado al cromosoma
X, generalmente asociada a sindromes multisistémicos
complejos.

El diagnéstico se basa en la clinica y hallazgos radiolo-
gicos caracteristicos, como el signo de “hueso dentro
de hueso” y vértebras en “sandwich”, y puede confir-
marse mediante estudio genético. La identificacion del
gen implicado permite afinar el pronéstico, orientar el
tratamiento y valorar el riesgo de recurrencia familiar.

Aunque el tratamiento suele ser sintomatico, en las
formas graves el trasplante de progenitores hemato-
poyéticos puede corregir el defecto osteoclastico y me-
jorar la supervivencia. Las formas infantiles graves no
tratadas tienen una esperanza de vida limitada, mien-
tras que las de inicio en la edad adulta suelen cursar
con evolucién benigna.
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