Volumen 9 - Numero 1 - Enero-Marzo 2017

ISSN 2173-2345

;z}[”



2° Curso de Osteoporosis y Enfermedades

Metabélicas Oseas para Médicos Residentes

MADRID, JUEVES 15 DE JUNIO 2017 * (

HOSPITAL UNIVERSITARIO INFANTA LEONOR
Gran Via del Este, 80 - 28031 Madrid

jorm __ ((&iomm

Introduccion y formacion bdsica en el drea de las enfermedades metabdlicas dseas. Tanto la osteoporosis como otras
enfermedades metabdlicas dseas requieren de un manejo multidisciplinar con lo que este curso tiene como objetivo dar
a conocer aspectos bdsicos de la epidemiologia, diagnostico, manejo clinico y farmacoldgico de estas enfermedades
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(el remodelado 6seo a nivel celular y molecular.
El sistema rankl. La via Wnt-catenina)
Dr. Guillermo Martinez Diaz-Guerra
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Dr. Ricardo Larrainzar
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FRACTURA OSTEOPOROTICA
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15.30-16 Fractura vertebral
BLOQUE 2: FACTORES DE RIESGO Y DIAGNOSTICO DE LA OSTEOPOROSIS Dra. Elena Martinez
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BLOQUE 5: TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO Y FAMACOLOGICO
DE LA OSTEOPOROSIS. GUIA CLINICA DE LA SEIOMM
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Guia clinica SEIOMM
Dr. Javier del Pino
11-11:30 Caré 16.30-17 Efectos adversos de los tratamientos
Dra. Elena Martinez
17-17.30 Tratamiento del dolor en la osteoporosis
(analgésicos, vertebroplastia y cifoplastia,
bloqueos anestésicos)
Dr. Alejandro Ortega

BLOQUE 3: ENFERMEDADES METABOLICAS OSEAS DE MAYOR PREVALENCIA
11:30-12 Osteoporosis (postmenopdusica, del vardn,

corticoidea osteoporosis secundaria)

Dr. José Luis Pérez Castrillon
12.-12:30 Enfermedad de Paget

Dr. Javier del Pino 17.30-18 Caré
12:30-13 Efectos sobre el metabolismo dseo de la cirugia

bariatrica. Osteomalacia. Osteodistrofia renal

Dr. José Luis Pérez Castrillon

18-19 Osteotrivial: taller casos clinicos.
Dra. M@ Jesuis Moro
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Efectos divergentes del factor de crecimiento endotelial
vascular, VEGF y el fragmento N-terminal de la proteina
relacionada con la parathormona, PTHrP en células
madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
humano

Plotkin LI

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
el fragmento N-terminal de la proteina relacionada
con la parathormona (PTHrP) regulan la proliferacion
de células madre mesenquimales humanas
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a posibilidad de obtener células madre
de tejidos de adultos es altamente
atractiva, ya que potencialmente pue-
den generar una gran variedad de célu-
las diferenciadas y ser utilizadas en la
regeneracion de tejidos. El estudio de
células madre obtenidas de organismos adultos
comenzoé hace alrededor de 50 afnos, cuando fue-
ron descritas las células madre hematopoyéticas,
que dan origen a todas las células sanguineas'.
Mis tarde, investigadores describieron las células
madre de linaje mesenquimal, con capacidad de
diferenciarse en células adipociticas, osteoblasti-
cas y condrociticas. Las células madre mesenqui-
males fueron descubiertas originalmente en la
médula 6sea, pero mas tarde se encontré que se
hallan en otros tejidos adultos, incluyendo el teji-
do adiposo periférico. Como lo demuestran en su
manuscrito Bravo y cols.?, las células mesenqui-
males se caracterizan por la expresion de marca-
dores de superficie, incluyendo CD90, y la ausen-
cia de otros, como CD45 y CD34.
Las ventajas del tejido adiposo como fuente de célu-
las madre son su abundancia en adultos y el hecho
de que puede ser obtenido de forma minimamente
invasiva, usando procedimientos tales como la lipo-
succion. Una vez que el tejido adiposo es obtenido
y tratado enzimaticamente para eliminar las protei-
nas extracelulares, las células madre pueden sepa-
rarse de adipocitos maduros por centrifugacion,
aprovechando la baja densidad de los adipocitos
que flotan en el medio de aislamiento. Las células
en el fondo del tubo de centrifugacion, denomina-
das fraccion estromal vascular, contienen las deno-
minadas ASC (por adipocyte stem cell o células
madre adipociticas). Se ha demostrado que en el
medio adecuado, las ASC se pueden diferenciar en
adipocitos, osteoblastos/osteocitos y condrocitos o
incluso en células de glia y neuronales'.
El efecto beneficioso de la hormona paratiroidea
(PTH) en hueso es largamente reconocido®.
Cuando la hormona es administrada de forma

intermitente es capaz de activar el receptor de
parathormona 1 (PTHI1R), desencadenando un
aumento en el ndmero de osteoblastos, lo que
lleva al aumento de la formacion de hueso y de la
masa osea. Su administracion en humanos es el
Unico tratamiento anabdlico aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration). La proteina rela-
cionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) es
un andlogo de la PTH capaz de activar PTHIR a
través de su region N-terminal’. De forma similar
a la PTH, estudios clinicos han demostrado que
fragmentos que contienen la region N-terminal de
la PTHrP aumentan la masa ésea en mujeres postme-
nopadusicas con Osteoporosis.

El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) es una citoquina producida por células
que forman parte de los vasos sanguineos directa-
mente o estdn asociadas a estos®. El VEGF también
es producido por osteoblastos y participa en el
desarrollo del hueso endocondral e intramembra-
noso y en la reparacion osea.

El grupo de investigadores que llevo a cabo este tra-
bajo? previamente demostré el rol de los receptores
para PTH y VEGF en la respuesta de los osteocitos
a impulsos mecanicos’. Estos estudios establecie-
ron la participacion de PTHIR y el receptor 2 de
VEGF en el efecto anti-apoptético de la estimula-
cién mecanica ejercida por flujo de fluido. En el
presente trabajo de Bravo y cols.? se muestra que
las ASCs responden de forma diferente al VEGF y
la PTHrP(1-36). Tratamiento con medios pro-dife-
renciantes llevan a la produccion de fosfatasa alca-
lina y a la acumulacion de mineral, junto con la
expresion de osteoprotegerina y Runx2 en las
ASCs. A diferencia del efecto similar que los recep-
tores para la PTH y el VEGF ejercen en la viabili-
dad de osteocitos sometidos a estimulaciéon meca-
nica, la PTHrP(1-36) y el VEGF no tienen el mismo
efecto en la proliferacion de ASCs. En particular, el
VEGF estimula la proliferacion de células no dife-
renciadas, mientras que la PTHrP(1-36) carece de
efecto en medio de crecimiento. Por otro lado, la
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PTHrP(1-36), pero no el VEGE, estimula la prolife-
racion de ASCs mantenidas en medio complemen-
tado con 4cido ascorbico y B-glicerofosfato para
inducir la diferenciacion de las células hacia el lina-
je osteoblastico. Los autores sugieren que el VEGF
seria mas efectivo en aumentar el nimero de célu-
las que se mantienen indiferenciadas en la proximi-
dad de los vasos sanguineos y, en particular, en
presencia de células endoteliales. Por otro lado,
PTHrP actia estimulando la proliferacion de célu-
las comprometidas al linaje osteoblastico en la cer-
cania de células mas maduras. Estos estudios sugie-
ren la posibilidad de tratamientos combinando los
2 agentes para aumentar la cantidad de células en
cultivos de ASCs que pueden ser utilizadas para
favorecer la regeneracion Osea, por ejemplo, en
individuos con fracturas que no pueden soldar
espontaneamente.
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Resumen

El tejido adiposo contiene un gran nimero de células madre mesenquimales (Adipose Stem Cells, ASCs)
que residen en su estroma vascular. Aunque existe controversia acerca de la capacidad de generar tejido
oseo de estas células in vivo, in vitro constituyen un buen modelo de diferenciacion osteogénica debido
a su semejanza fenotipica con las células estromales de la médula 6sea (Bone Marrow Stromal Cells,
BMSCs) en cultivo. La diferenciacion de las poblaciones osteoprogenitoras de la médula 6sea esta inten-
samente regulada por factores locales, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la pro-
tefna relacionada con la parathormona (PTHrP), que modulan la proliferacién de estas poblaciones en
distintos estadios de diferenciacion. Tanto el VEGF como el fragmento N-terminal de la PTHrP ejercen
efectos osteogénicos. En este estudio hipotetizamos que sus efectos sobre la proliferacion celular de los
osteoprogenitores son dependientes del estadio de diferenciacion osteoblastica. Tras confirmar su capa-
cidad de diferenciacion in vitro por expresion génica de Runx2 y acumulacién de calcio, se analizé la
respuesta proliferativa a estimulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs sometidas o no a induccion osteo-
génica. VEGF pero no PTHrP(1-36) estimulé la capacidad proliferativa de las ASCs no inducidas mientras
que PTHrP(1-36), pero no VEGF, estimulé la proliferacion de las ASCs inducidas, corroborando el papel
diferencial de estos factores de crecimiento en distintos estadios de diferenciacion.

Palabras clave: células madre mesenquimales adiposas (ASCs), PTHrD, VEGE, diferenciacidn osteagénica.
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Vascular endothelial growth factor (VEGF) and the N-terminal portion of
parathyroid hormone-related protein (PTHrP) regulate the proliferation of
human mesenchymal stem cells

Summary

Adipose tissue contains a large number of mesenchymal stem cells (ASCs) residing in their vascular stro-
ma. Although there is controversy regarding the ability to generate bone tissue from these cells in vivo,
the in vitro cells offer a good model of osteogenic differentiation due to its phenotypic similarity with
the bone marrow stromal cells (BMSCs) in culture. The differentiation of osteo-progenitor populations
of bone marrow is intensely regulated by local factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF)
and parathyroid hormone-related protein (PTHrP), which modulate these populations' proliferation in
different stages of differentiation. Both the VEGF and the N-terminal fragment of the PTHrP exert osteo-
genic effects. In this study, we posited that its effects on proliferation of osteo-progenitors are stage
dependent of osteoblastic differentiation. After confirming its capacity to in vitro differentiation by
Runx2 gene expression and accumulation of calcium, the proliferative response to stimuli was analyzed
with VEGF or PTHrP (1-36) of ASCs submitted or not to osteogenic induction. VEGF, but not PTHrP (1-
36), stimulated the proliferative capacity of uninduced ASCs, whereas BMSCs, but not VEGF, stimulated
the proliferation of induced ASCs, corroborating the differential role of this growth in different stages of

differentiation.

Key words: adipose mesenchymal stem cells (ASCs), PTHyP, VEGEF, osteogenic differentiation.

Introduccion

En los afios 60, Friedenstein describié por primera
vez las células estromales de la medula dsea (Bone
Marrow Stromal Cells, BMSCs) como células fibro-
blasticas con adherencia al plastico y capacidad de
diferenciacion tri-lineal, generando osteoblastos,
condroblastos y adipocitos. Una fraccion de estas
células demostré ademas capacidad clonogénica
cuando éstas se cultivaron en muy baja densidad
(Colony Forming Units-Fibroblast, CFU-F)'. Mas ade-
lante se observo que esta multipotencialidad es s6lo
inherente a una pequefa parte de esta poblacion
celular heterogénea, correspondiente a las células
madre esqueléticas (Skeletal Stem Cells, SSCs, por
debajo del 0,1% de las BMSCs y alrededor del 12%
de las CFU-F), que, ademads, son las Unicas capa-
ces de generar el estroma necesario para la gene-
racion de nichos hematopoyéticos en la médula
Osea?.

El tejido adiposo contiene un gran nimero de
células adherentes, con capacidad de formar CFU-F
y muchas otras caracteristicas que las hacen simila-
res a las BMSCs. En comparacion con las BMSCs,
este tejido es de facil acceso, como lipoaspirados
descartados en operaciones de liposuccion, y el ais-
lamiento de células estromales es relativamente sen-
cillo*>. De forma similar a las SSCs entre las BMSCs,
la fraccion estromal vascular del tejido adiposo (SVF)
es una poblacion heterogénea de células entre las
que se encuentran las ASCs, que presumiblemente
se encuentran asociadas de forma similar a las SSCs
a la microvasculatura de la grasa®, en consonancia
con otros tejidos en los que las células madres adul-
tas se encuentran asociadas a la microvasculatura en

forma de pericitos’. Aunque diversos autores afirman
que las ASCs poseen la capacidad inherente de dife-
renciarse a células de estirpe Osea, hasta la fecha nin-
gun grupo de investigacion ha demostrado que esto
sea posible, salvo después de transdiferenciar estas
células tras un tratamiento intensivo con BMPs, que
ha demostrado ser un potente osteoinductor de
diversos tipos celulares®. Pese a no haberse demos-
trado la utilidad clinica de las ASCs para la regenera-
cién 6sea, estas c€lulas pueden ser un modelo con-
veniente para estudiar la diferenciacion osteobldstica
in vitro, gracias a su facil acceso y a su respuesta
similar a la de las BMSCs a factores de diferenciacion
tri-linear in vitro’.

En presencia de dcido ascorbico, dexametaso-
na y p glicerol-fosfato las ASC expresan marcado-
res de diferenciacion osteoblastica in vitro. Es el
caso del sistema formado por la osteoprotegerina
(OPG) vy el ligando de receptor activador para el
factor nuclear kB (RANKL), proteinas implicadas
en el remodelado 6seo. RANKL es una proteina
de la familia del factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) que se expresa en la membrana de los
osteoblastos, y que a su vez puede ser secretada
por éstas®. Se une al receptor activador para el
factor nuclear kB (RANK) que esta presente en
precursores osteocldsticos activando su diferencia-
cion y maduracién a osteoclastos'. OPG es un
receptor sefiuelo secretado por los osteoblastos
que se une a RANKL, impidiendo que éste se una
a RANK, bloqueando por tanto la activacion de los
osteoclastos. Por otro lado, Runx2 es un factor de
transcripcion clave en la diferenciacion de células
osteoblasticas®.



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):5-12 o

El factor de crecimiento del endotelio vascular o
VEGF, es una molécula clave en la regulacion de la
proliferacion de las células endoteliales. Promueve
la proliferacién, migracion y supervivencia de estas
células, asi como su permeabilidad vascular®. La
expresion de VEGF y sus receptores en BMSCs ha
sido demostrada por diversos estudios en cultivos
celulares™". Ademas, in vitro, se ha mostrado el
papel del receptor VEGFR2 como clave en la dife-
renciacion y supervivencia osteoblastica®. VEGF
induce la diferenciacion en cultivos celulares de
preosteoblastos' y estimula su migracion y prolife-
racion®*'. Asi, el VEGF parece estar implicado en
las etapas tempranas de diferenciacion 6sea, tanto
en la esqueletogénesis —siendo un importante fac-
tor en la formacion 6sea endocondral e intramem-
branosa— como en homeostasis adulta, promovien-
do la diferenciaciéon osteoblastica y reduciendo la
diferenciacién adipogénica de las BMSCs'*".

La proteina relacionada con la parathormona
(PTH), PTHrP, es una citoquina pleiotropica con
importantes funciones en el tejido 6seo®. Es con-
siderada un modulador del remodelado 6seo y un
estimulador de la formacién de hueso que pro-
mueve la diferenciaciéon osteoblistica y su super-
vivencia®, siendo por tanto un importante factor
de maduracion. El procesamiento postraduccional
del gen de la PTHrP, genera diferentes fragmentos,
entre los que destaca un fragmento N-terminal,
PTHrP(1-30), que presenta gran homologia con la
PTH y que actia a través del receptor 1 comuin
para PTH/PTHrP, PTHIR™. La expresion de PTHrP
en el linaje osteobldstico disminuye a medida que
ésta se va diferenciando®, pero el PTHIR juega un
papel fundamental en los osteoblastos maduros y
osteocitos, disminuyendo su apoptosis y aumen-
tando su nimero en osteoblastos del periostio in
vivo®™?. Estudios previos indican que la PTHrP
podria incrementar la proliferacién de osteoblas-
tos inmaduros a través de la regulacion de Ciclina
D1 (promotor) y p27 (inhibidor), ambos regulado-
res del ciclo celular'.

En este trabajo hipotetizamos que los efectos
de VEGF y PTHrP sobre la proliferacion celular de
los osteoprogenitores son dependientes del estadio
de diferenciacion osteoblastica. Asi, las poblacio-
nes mas indiferenciadas serfan mds sensibles a
VEGF mientras que los progenitores ya comprome-
tidos hacia la diferenciacion osteoblastica respon-
derfan mejor a PTHrP(1-36). Para ello se utilizaron
ASCs humanas procedentes de lipoaspirados como
modelo in vitro de diferenciacion osteogénica.
Tras confirmar su capacidad de diferenciacion in
vitro por expresion génica de Runx2 y acumula-
cion de calcio, se analizé la respuesta proliferativa
a estimulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs
sometidas o no a induccién osteogénica. VEGF,
pero no PTHrP(1-36), indujo la capacidad prolife-
rativa de las ASCs indiferenciadas, mientras que
PTHrP (1-36), pero no VEGFE, indujo la prolifera-
cion de las ASCs previamente tratadas con medio
de diferenciacion osteogénica, confirmando el
papel diferencial de estos factores de crecimiento
en distintos estadios de diferenciacion.

Materiales y métodos

Aislamiento, cultivo primario y estudio fun-
cional de ASCs

El tejido adiposo subcutineo abdominal se obtuvo
durante la cirugfa de pacientes sanos mediante la téc-
nica de liposuccion. Seis mujeres se incluyeron en
este estudio con una edad promedio de 40 anos
(rango 25-60 anos). Todos los donantes dieron su
consentimiento informado, de acuerdo con el proto-
colo clinico apropiado. Los pacientes fueron opera-
dos en el Departamento de Cirugia Plastica de HM
Hospitales (Madrid, Espana), y la recogida de mues-
tra de tejido fue aprobado por la Junta de Revision
Institucional/Comité Etico de Investigacion Clinica de
HM Hospitales (Madrid, Espana). El tejido adiposo fue
digerido en 0,075% de solucion colagenasa tipo I
(Invitrogen, Life Technologies, Nueva York, EE.UU.)
durante 30 minutos a 37°C, siguiendo el protocolo des-
crito anteriormente’. A continuacion, las células se sem-
braron en superficie plastica (Corning, Nueva York,
EE.UU. durante 24 horas en Medio de Crecimiento
DMAX (Invitrogen, Life Technologies, Nueva York,
EE.UU) con 10% de FBS (Sigma-Aldrich; St. Louis,
Missouri, EE.UU.) y suplementado con antibidticos:
penicilina (100 TU/ml) y estreptomicina (100 mg/ml)
(Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.). Las células
no adherentes se retiraron, y se anadié medio fresco
para el cultivo primario de la fraccion de células adhe-
rentes durante 7 dias. El medio de cultivo se reempla-
70 cada 3 dias. En ese momento, las ASC fueron fun-
cionalmente fenotipadas por citometria de flujo y se
analiz6 su potencial de diferenciacion osteogénica.

Citometria de flujo

Para el analisis de citometria de flujo, las ASC se
resuspendieron en PBS (tampdn fosfato salino) a una
densidad de 1x106 células/ml, se fijaron con parafor-
maldehido (PFA) al 2% y se incubaron con anticuer-
pos monoclonales de ratén conjugados (FITC o PE)
con anti- CD90, CD29, CD34, CD45, CD106 CD44,
CD144, CD31 y KDR (Biolegend, San Diego,
Caifornia, EE.UU.) durante 30 min a temperatura
ambiente. Las células se lavaron 3 veces con PBS y
se analizaron mediante Accuri's C6 Flow System cit6-
metro a 488 nmy 15 mW. La dispersion frontal (FSC),
dispersion lateral (SSC) y el marcador fluorescente
especifico (LGFL) a 488 nm y 540 nm se obtuvieron
de forma automatica para cada célula. Los datos se
recogieron digitalmente sobre un rango dinamico de
16 millones de canales de datos digitales. La amplifi-
cacion y andlisis logaritmico de fluorescencia se rea-
liz6 utilizando BD Accuri™ Software de Analisis C6.

Ensayos de diferenciacion osteogénica

Se utiliz6 el medio de diferenciacion osteogénico
de linaje celular para evaluar el potencial de dife-
renciacion osteogénica de ASC. Para dicha diferen-
ciacion las ASC se cultivaron durante 14 dias en
presencia de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
medium) con 10% FBS, 10® M de dexametasona,
0,5 mg/ml de 4cido ascorbico y 0,1 M de f glicerol-
fosfato (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.).
El medio se reemplaz6 cada 3 dias, y al finalizar el
periodo de 14 dias se realizo la tincion histoquimica



rojo de alizarina para revelar y cuantificar el nime-
ro de células por campo microscopico rodeadas por
matriz extracelular mineralizada tefida con rojo de
alizarina. Asi mismo se realiz6 una comprobacion
de la diferenciacion osteoblastica mediante ensayo
de actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), que con-
sisti6 en la identificacion de los depésitos tenidos de
rojo que indican actividad fosfatasa alcalina median-
te el kit 86R de Sigma Aldrich. ASCs de seis pacien-
tes diferentes se utilizaron en cada ensayo.

Estudios de proliferacion celular

Se estudio la respuesta relacionada con la prolife-
racion de las ASCs a factores como el VEGF (160
pM) y la PTHrP(1-36) (100 nM) en los cultivos
durante 24 horas, tanto en medio de crecimiento
como en medio de diferenciacion osteogénica.
Para la medicion de la proliferacion de estos ensa-
yos se utilizé el equipo de medicion xCelligent
System (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) que, a
tiempo real, midi6 la proliferacion celular. El siste-
ma xCelligent proporcioné medidas de prolifera-
cién a tiempo real y final a través de la lectura de
unas placas de cultivo dotadas de electrodos que
detectaron los cambios de morfologia de las célu-
las, proporcionando un parimetro llamado Cell
Index extrapolable a la proliferacion celular.

Extraccion de ARN total y PCR cuantitativa a
tiempo real

Las ASCs, tanto en condiciones basales como las dife-
renciadas a osteoblastos, fueron sometidas a extrac-
cion de ARN total de un homogeneizado celular con
un método estindar con tiocianato de guanidilo-fenol-
cloroformo (Tri-Reagent®, MCR; Cincinnati, Ohio,
EE.UU.). La pureza y cuantificacion del ARN total
extraido se determiné mediante espectrofotometria
A/ Asgy (Nanodrop 2000/2000c  Spectrophotomeler,
Thermo Scientific). La sintesis de ADNc se realizé utilizan-
do oligonucledtidos aleatorios y una transcriptasa inversa

° ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):5-12

(High capacity RNA to cDNA Kit, Applied Byosystem,
Foster City, California, EE.UU.). El andlisis de la expresion
génica por RT-PCR a tiempo real se realiz6 con ADNc
resultante utilizando una polimerasa activada por calor,
TagDNA (Tagman gene expression master mix, Applied
Byosystem,; Foster City, California, EE.UU.) y cebadores
especificos humanos para RUNX2, (Hs00231692 m1)
OPG (TNFRSF1 Hs 00171068), VEGF-A (Hs 00173626
m1) y VEGFR2 (Hs 00176676 m1) (Applied Byosystem;
Foster City, California, EE.UU.). Tras una incubacién ini-
cial de 10 minutos a 25°C y otra de 2 horas a 37°C, las
muestras se sometieron a ciclos a 4°C. Los resultados se
expresaron como niveles de expresion de cada gen
(una vez normalizados frente a los ARN de 18s como
gen constitutivo) en cada condicion experimental, res-
pecto a su control correspondiente: 2 -ACt, donde Ct
representa el ciclo umbral de PCR en el cual el progra-
ma detecta por primera vez un incremento apreciable
de fluorescencia sobre la sefial basal. Todas las determi-
naciones se realizaron por duplicado. (ACt = Ct (Gen de
interés) — Ct (control enddgeno 18S).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media +/-
Desviacion Estindar (DE). La comparacion no
paramétrica entre las medias de dos muestras se
realiz6 por la prueba de Mann Whitney. Se utilizo
ANOVA no paramétrica para comparar varias
muestras (Kruskal-Wallis). Todos los valores con
p<0,05 fueron considerados significativos.

Resultados

En primer lugar, se llevd a cabo la caracterizacion
de las ASCs procedentes del cultivo primario de
los lipoaspirados. El andlisis fenotipico de ASC por
citometria de flujo revel6 que 99,6% eran CD90",
91,6% CD44*, 90,4% CD29*, 4,2% CD34", 2,2%
CD45'. Ademds, se analizaron los marcadores
CD106, CD155, KDR y CD31, todos ellos de expre-
sion negativa para ASCs (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacién por citometria de flujo de las ASCs aisladas de tejido adiposo obtenido por lipoaspirado

Marcador superficie Expresion esperada % medi)(;):::en;eé(gresién
CD 90 (+) para célula mesenquimal 94,6%
CD 44 (+) para célula mesenquimal 91,6%
CD 29 (+) para célula mesenquimal 90,4%
CD 45 (=) para célula mesenquimal 2,2%
CD 34 (-) para célula mesenquimal 4,2%
CD 106 (+) para célula endotelial 7,6%

(-) para célula mesenquimal
CD 144 (+) para célula endotelial 0,6%
KDR (+) para célula endotelial 0,5%
CD 31 (+) para célula endotelial 0,2%
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Para evaluar el potencial de diferenciacién
osteogénico de ASC, se las someti6 a diferencia-
cion osteoblastica in vitro. Como se muestra en
la Figura 1A, la actividad ALP revel6é que las
ASCs en medio de diferenciacion osteogénica
habian sufrido dicha diferenciacién. La tincién
citoquimica rojo de alizarina (Figura 1B) también
revel6 el resultado positivo de la diferenciacion
osteogénica.

Se evalud la expresion génica de algunos de
los marcadores de diferenciacion osteogénica
como OPG y Runx2'*%# Se observo que la expre-
sion de estos dos marcadores analizados aumento
significativamente (p<0,05) tras 14 dias de cultivo
con el medio de diferenciacion osteogénica
(Figura 2A-B).

Se evalu6 la expresion génica del sistema
VEGFA vy su receptor inducido por la diferencia-
cién osteogénica. Tal y como se puede observar
en la figura 3, tras 7 dias de diferenciacion las
células disminuyen significativamente la expresion
del VEGF y de su receptor tipo 2.

Los ensayos de proliferacion celular con
medios suplementados con PTHrP y VEGF mos-

traron resultados diferentes. Se realizé un estudio
de proliferacion de las ASCs en respuesta a VEGF
(160 pM) durante 24 horas en condiciones basales
(medio de crecimiento) o con medio de diferen-
ciacion osteogénica.

Como se observa en la figura 4, el VEGF, aumen-
t6 de manera significativa la proliferacién de las
ASCs en medio de crecimiento, pero no tuvo efec-
tos significativos sobre la proliferacion de las células
cultivadas en medio de diferenciacion osteogénica
(p<0,05). Los resultados indicaron que VEGF,
aumento la proliferacién de las ASCs, pero siempre
que éstas no hubieran iniciado su proceso de dife-
renciacion. En respuesta a PTHrP(1-36) (100 nM)
durante 24 horas, las ASCs no alteraron significati-
vamente su indice de proliferacion (Figura 4A).
Cuando se realiz6 el ensayo de proliferacion ante-
riormente descrito en medio de diferenciacion
osteogénica, se observé que éste cambiaba el
fenotipo de las ASC, y alteraba su capacidad de
respuesta ante estos factores. De forma que en
este caso PTHrP incrementé el indice de prolifera-
cion en células ya comprometidas a la diferencia-
cién osteoblastica (Figura 4B).

Figura 1. Respuesta del cultivo primario de ASC a los medios especificos de diferenciacion de linaje celular.
(A) Deteccion de la actividad fosfatasa alcalina (ALP) y (B) deteccion de la diferenciacion osteogénica de 14
dias mediante la tincién con rojo de alizarina para detectar mineralizacién

A Actividad ALP

Medio osteogénico

Medio basal

Medio osteogénico

Medio basal
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Figura 2. Cambios en la expresion génica (analizada por PCR a tiempo real) de factores de diferenciacion dsea:
(A) OPG, (B) Runx2, a distintos tiempos de diferenciacién osteoblastica
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(*) p<0,05 vs. valor basal correspondiente.

Figura 3. Cambios en la expresién génica tras 7 dias de diferenciacién (analizada por PCR a tiempo real) de
factores de angiogénesis: (A) VEGF-A y (B) VEGFR2
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Figura 4. Indice de proliferacion celular (10°) en cultivos de ASCs sometidos a estimulos con 160 pM de
VEGF 45 y 100 nM de PTHrP durante 24 horas. (A) Proliferacién en medio de crecimiento. (B) Proliferacién en
medio de diferenciacion osteogénica
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(**) p<0,05 vs. valor basal correspondiente.
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Discusion

En el presente estudio, ASCs de mujeres sanas, se
expusieron a tratamientos cortos con PTHrP vy
VEGF en distintas condiciones de diferenciacion y
su capacidad proliferativa fue analizada. Nuestros
resultados indican que las poblaciones mas indife-
renciadas serfan mds sensibles a VEGF mientras
que los progenitores ya comprometidos hacia la
diferenciacion osteoblastica responden mejor a
PTHrP(1-36), al mostrar una mayor expresion del
receptor 1 de la PTH/PTHrP (PTHIR). Se utiliza-
ron ASCs humanas procedentes de lipoaspirados
como modelo in vitro de diferenciacion osteogé-
nica. Durante este estudio la caracterizacion de las
ASCs se llevo a cabo mediante un estudio de los
marcadores de superficie celular. Los datos obte-
nidos fueron los esperados segin estudios pre-
vios?#. Asi mismo se estudio la capacidad de dife-
renciacion osteoblastica de las ASCs. Dicha dife-
renciacion se verifico por la actividad ALP de estas
células tras 14 dias en medio de diferenciacion
osteogénica. Del mismo modo, la tincion histoqui-
mica de rojo de alizarina se utilizO para verificar
dicha diferenciacién complementando asi el anali-
sis de actividad ALP. Ademas, se evalu6 la expre-
sion génica de algunos marcadores como OPG y
Runx2'*®. Runx2 es esencial para la diferenciacion
osteoblastica, conduce a las ASCs hacia el linaje
osteoblastico e inhibe su diferenciacion hacia lina-
je adipogénico o condrogénico®. Ademas, Runx2
se ha descrito como un factor que mantiene a los
osteoblastos en estado inmaduro sin diferenciarse
a osteocitos®. Asi mismo, estudios previos consi-
deran a OPG como un marcador de diferenciacion
osteogénica temprana en células mesenquimales
humanas*. Segin lo esperado, nuestros datos
muestran que la diferenciaciéon osteogénica indu-
ce un aumento en la expresion de estos dos mar-
cadores, OPG y Runx2, respecto al estado indife-
renciado.

También se evalud la expresion génica del sis-
tema VEGFA y su receptor VEGFR2 en condicio-
nes de diferenciacion osteogénica. Tras siete dias
en presencia del medio de diferenciacion osteogé-
nica se observo una disminucién en la expresion
del VEGF y de su receptor tipo 2. En este estudio
hipotetizamos que los efectos de VEGF y PTHrP
sobre la proliferacion celular de los osteoprogeni-
tores son dependientes del estadio de diferencia-
cioén osteoblastica. Asi, las poblaciones mas indife-
renciadas serian mas sensibles a VEGF por su pro-
ximidad al nicho endotelial iz vivo, mientras que
los progenitores ya comprometidos hacia la dife-
renciaciéon osteoblastica responderfan mejor a
PTHrP(1-36) al mostrar el receptor PTHIR un rol
mas importante en osteoblastos maduros y osteo-
citos. Tras confirmar su capacidad de diferencia-
cion in vitro por expresion génica de Runx2 y
mineralizacion, se analizé la respuesta proliferati-
va a estimulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs
sometidas o no a induccion osteogénica. VEGF,
pero no PTHrP(1-36), favorecio la capacidad pro-
liferativa de las ASCs no inducidas, mientras que
PTHrP(1-36), pero no VEGF, favorecio la prolifera-

cion de las ASCs previamente diferenciadas, con-
firmando el papel diferencial de estos factores de
crecimiento en distintos estadios de diferencia-
cion. Estudios previos indican que el VEGF secre-
tado es critico en la diferenciacion de las BMSCs a
osteoblastos, frenando su diferenciaciéon a otros
linajes celulares como el adipogénico'™”. Asi
mismo, Alonso y cols.” han mostrado como VEGF
y PTHrP modulan la diferenciacion y superviven-
cia de los osteoblastos. Nuestros resultados del
estudio de proliferacion de las ASCs en respuesta
a VEGF durante 24 horas en medio de crecimien-
to o con medio de diferenciacién osteogénica
muestran un aumento en la proliferacion de las
ASCs crecidas en medio normal, pero sin efectos
significativos sobre la proliferacion de las células
cultivadas en medio de diferenciacion osteogéni-
ca, apoyando la nociéon de que VEGF ejerce un
papel preponderante sobre la regulacion de la
proliferacion en etapas tempranas de la diferencia-
cion, aunque estudios previos apuntan también a
una implicacion de VEGF en la supervivencia de
los osteoblastos®.

Tras 24 horas de tratamiento con PTHrP(1-36),
las ASCs indiferenciadas no vieron alterado su indi-
ce de proliferacion. Sin embargo, en presencia de
medio de diferenciacion osteogénica, PTHrP(1-36)
aumento significativamente la proliferacion, apun-
tando a la implicacion de este factor en la prolife-
racion de BMSCs comprometidas a la diferencia-
ciébn osteogénica in vivo.

De esta forma podriamos concluir que, si bien
estudios previos han mostrado que VEGF y PTHrP
modulan la diferenciacion y supervivencia de los
osteoblastos®, estos factores podrian regular la
proliferacién de los osteoprogenitores en funcion
de su compromiso o no hacia la diferenciacion
osteoblastica, estando VEGF mas implicado en la
proliferacion de progenitores mas indiferenciados
y proximos al nicho perivascular, mientras que la
PTHrP(1-36) estimularia células mas comprometi-
das hacia la osteoblastogénesis.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no

tener conflicto de intereses en relacién con este
trabajo.
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Resumen

Objetivos: Evaluar el papel de la enzima antioxidante catalasa sobre el proceso de calcificacion vascular
asociada a insuficiencia renal crénica (IRC) y su efecto sobre la masa Osea.

Material y métodos: Se utilizaron ratones C57/BL0J salvajes (WT) y transgénicos (TG), que sobreexpresan
la enzima catalasa, a los que se les indujo IRC. Se utilizaron como control ratones WT y TG con inter-
vencion simulada. Transcurridas 16 semanas los animales se sacrificaron, obteniendo suero para analizar
marcadores bioquimicos, el trozo residual de rifién, la aorta y las tibias. Se utiliz6 igualmente un mode-
lo in vitro de cultivo primario de células de musculo liso vascular (CMLV) procedentes de aorta de raton
WT y TG sometidas durante 8 dias a un medio calcificante con 3 mM de fésforo y 2 mM de calcio.
Resultados: Solo en animales WT con IRC se observé un incremento significativo en la expresion génica
de Runx2 y del depdsito renal de calcio y un deterioro de la estructura 6sea a nivel trabecular. Este efec-
to no se observo en ratones TG con IRC.

Solo en las CMLV de ratones WT, la adicion de medio calcificante produjo un aumento del contenido en
calcio, de la expresion proteica de Runx2 y de las especies reactivas de oxigeno mitocondriales con una
menor expresion proteica de la enzima catalasa.

Conclusiones: La sobreexpresion de la enzima catalasa redujo el proceso de calcificacion tanto in vivo
como in vitro, mostrando in vivo que ese descenso se acompanod de una mejora en los pardmetros 6seos
estudiados.

Palabras clave: calcificacion vascular, hueso, antioxidantes, estrés oxidativo, catalasa, uCT, insuficiencia renal crénica..
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Effects of the catalase antioxidant enzyme in vascular calcification and
bone demineralization

Summary

Objetives: Assess the role of the catalase antioxidant enzyme in the vascular calcification process associa-
ted with chronic renal failure (CRF) and its effect on bone mass.

Material and methods: Wild type C57/BL6] mice (WT) and transgenic mice (TG) were used, that overex-
press the catalase enzyme, to which CRF was induced. Control WT and TG mice were used in simulated
intervention. After 16 weeks, the mice were sacrificed, with serum samples taken for biochemical markers
as well as residual pieces of kidney, aorta and tibias. An in vitro model of primary culture of smooth vas-
cular muscle cells (SVMC) taken from the WT and TG aorta which underwent eight days of 3 mM phos-
phorus and 2 mM calcium calcifying medium.

Results: A significant increase in Runx2 gene expression, calcium renal deposit and bone structure dete-
rioration at trabecular level was only detected in WT mice with CRF. This was not observed in TG mice
with CRF.

Only in the case of WT mice SVMC, did added calcification medium raise calcium levels, proteic Runx2
expression and the reactive oxygen species of mitochondria with low catalase enzyme.

Conclusions: Calcifying catalase over-expression was observed in both iz vivo and in vitro, with in vivo

showing that this reduction was accompanied by an improvement in bone parameters under study.

Key words: vascular calcification, bone, antioxidants, oxidative stress, catalase, uCT, chronic renal failure.

Introduccién

La enfermedad cardiovascular representa en la actua-
lidad la principal causa de mortalidad en el mundo
desarrollado. Se prevé que siga en aumento en las
préximas décadas como consecuencia del envejeci-
miento poblacional. Uno de los factores que contri-
buye al riesgo cardiovascular es el estrés oxidativo'.
Diferentes estimulos implicados en el desarrollo de
enfermedad cardiovascular como activacion de
macrofagos, hiperglicemia, la oxidacion de LDL
colesterol e incluso la angiotensina II ejercen sus
efectos nocivos, al menos parcialmente, a través de la
sintesis local de especies reactivas de oxigeno*’.

Por otro lado, existen evidencias de una relacién
positiva entre estrés oxidativo y calcificaciones vas-
culares®. Las células de musculo liso vascular (CMLV)
sometidas a estrés oxidativo incrementan la actividad
de la fosfatasa alcalina y la deposicion de calcio,
indicando su transdiferenciacion hacia células capa-
ces de mineralizar (tipo osteoblasto/condrocito)’. En
cultivo primario de CMLV de aorta de ratén, el estrés
oxidativo inducido por perdxido de hidrégeno o
glucosa oxidasa promueve la calcificacion y la sobre-
expresion de Runx2 (Cbfal), factor de transcripcion
6seo relacionado con la diferenciacion osteogénica,
mediada por AKT®. Curiosamente, estos mismos esti-
mulos producen el efecto contrario en células pre-
cursoras de osteoblastos, demostrando la importan-
cia del peroxido de hidrogeno o agua oxigenada
(H,O,) en el proceso de diferenciacion de las célu-
las de estirpe mesenquimal’.

Las principales enzimas antioxidantes implica-
das en la eliminacion catalitica de perdxido de
hidrégeno son la catalasa, las glutation peroxida-
sas y la tioredoxina peroxidasa. De todas ellas, la
catalasa es la enzima mas eficiente en la elimina-
cion de peréxido de hidrogeno.

Uno de los factores que inciden en el envejeci-
miento es la acumulacion progresiva de dano oxida-
tivo. Este dafio puede estar debido a la exposicion al
estrés oxidativo intracelular normal o, en situaciones
patologicas, a un aumento de dicho estrés debido a
inflamacion u otras causas que puede, de hecho,
provocar un envejecimiento acelerado. Por todo
ello, nuestro objetivo ha sido evaluar el papel que
ejerce la sobreexpresion de catalasa sobre el proce-
so de calcificacion vascular asociada a enfermedad
renal moderada y su efecto sobre la masa Gsea.
Para ello se utiliz6 un modelo murino transgénico,
que sobreexpresa la enzima catalasa, sometido a una
insuficiencia renal crénica.

Material y métodos

Modelo experimental in vivo

Establecimiento de insuficiencia renal cronica (IRC)
Se utilizaron cepas de ratones C57/BLOJ salvajes
(WT) y cepas de ratones C57/BL6J transgénicos (TG)
que sobreexpresan la enzima antioxidante catalasa.
Para inducir IRC, se sometieron a ratones de 3 meses
de edad a una primera intervencion, que consistio
en la apertura lateral del animal en el lado derecho
donde se cauterizaron los dos polos del rinén. La
anestesia utilizada fue isoflurano (1-2%) por via inha-
latoria. Trascurrida una semana de la primera opera-
cion, se sometié al animal a una segunda interven-
cién, que consistio en la apertura del lado izquierdo
y extirpacion total del rindn. Transcurridas 16 sema-
nas de la Gltima operacion, los animales se sacrifica-
ron por exanguinacion, previa anestesia con CO,. En
el momento del sacrificio se obtuvo el suero de los
animales para analizar marcadores bioquimicos
generales y del metabolismo 6seo: urea, calcio, fos-
foro, producto Ca-P, PTHi y FGF23. Se extrajo igual-
mente el trozo de rinén sobrante, la aorta y las tibias.
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La tibia izquierda, que se conservo en etanol de
70°, se analizé mediante microtomografia compute-
rizada (uCT) con un equipo SkyScan 1174, Bruker
pCT (Kontich, Bélgica). El analisis morfométrico 2D
y 3D fue realizado mediante el software CTAn. La
region de interés (ROD) fue delimitada manualmen-
te en cada muestra. Para la region trabecular se
seleccionaron 150 cortes y se usaron niveles de
umbral en la escala de grises entre 78 y 250. Los
andlisis morfométricos se basaron en los plung-ins
internos de CTAn en 2D y 3D. Los parametros mor-
fométricos medidos fueron el volumen 6seo trabe-
cular (BV/TV, %), la separacion entre trabéculas
(Th.Sp, pm), ndmero de trabéculas (Tb.N, mm-1) y
la porosidad trabecular (Tb.Po, pm).

Todos los estudios fueron aprobados y autori-
zados por el Comité de Experimentacion Animal
de la Universidad de Oviedo.

Modelo experimental in vitro

Se emplearon cultivos primarios de CMLV proce-
dentes de aorta de ratén C57/BLJ6 WT y TG. Para
ello, las aortas de los animales se trocearon y se
pusieron a crecer los explantes en placas de culti-
vo recubiertas con fibronectina para favorecer la
adhesion.

Las células se cultivaron en medio DMEM
suplementado con suero bovino fetal al 10%.
Cuando las células alcanzaron una confluencia del
60-70% se sustituyé por medio DMEM-F12 suple-
mentado con albamina bovina al 0,1% (medio
control) y por medio calcificante constituido por
medio control suplementado con fésforo y calcio
a concentraciones de 3 mM y 2 mM, respectiva-
mente. Las células fueron incubadas en estas con-
diciones durante 8 dias.

La actividad basal de catalasa se midi6 en
CMLV procedentes de ratones WT y TG mediante
la utilizacion del kit comercial “catalase assay kit”
(Cayman Chemical, 707002), siguiendo el protoco-
lo establecido por la casa comercial.

Los niveles de especies reactivas de oxigeno
en las CMLV de ratones WT y TG cultivadas con
medio control y calcificante se midieron con un
fluorocromo especifico de mitocondrias, dihidro-
rodamina 123 (DHR 123).

Las proteinas de los cultivos celulares se extra-
jeron con un tampon con composicion Tris-HCI 50
mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%, deoxicolato soédico
0,5%, EDTA 1,0 mM y SDS 0,1% con inhibidor de
proteasas. Se sonico la muestra en frio 10 minutos
para evitar la disgregacion de las proteinas y se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos a
4°C. Se recogieron las proteinas del sobrenadante,
se cuantificaron mediante el método Bio-Rad DC.
y se conservaron a -80°C.

Se utilizaron 20 pg de proteinas que se some-
tieron a electroforesis en geles de acrilamida de
0,75 mm de grosor en condiciones desnaturalizan-
tes (SDS-PAGE), empleando para su identificacion
marcadores de peso molecular conocido (Rainbow™
Molecular Weight Markers, GE Healthcare, Reino
Unido). Las proteinas se transfirieron a una membra-
na de nitrocelulosa (AmershamTM Hybond™ 0,45 pm

PVDF, GE Healthcare, Reino Unido). La transferencia
se realizé en frio durante una hora a 100 v. Una vez
finalizada la misma, se bloqueé la membrana
durante una hora con leche al 5% en un tampén
fosfato salino (PBS). Posteriormente, las membra-
nas se mantuvieron toda la noche con el anticuer-
po primario (anticuerpo monoclonal de catalasa
en dilucion 1:5.000 en BSA, Runx2 1:500 en BSA
frente a gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) en dilucién 1:5.000 en BSA, todos de
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
California, EE.UU.). Al dia siguiente, la membrana
se lavo tres veces en intervalos de 10 minutos
cada uno con una solucion de lavado compuesta
de PBS y Tween-20 (Sigma-Aldrich), y posterior-
mente se incub6 con el anticuerpo frente a cabra
o frente a conejo. La membrana se lavé con la
solucién de lavado descrita anteriormente y se
detect6 la proteina mediante el kit comercial
Clarity™ Western ECL Substrate (BIO-RAD, EE.UU.).
La cuantificacion relativa de la intensidad de las
bandas obtenidas en el Western Blot se realizé con
el programa informatico Image Lab™ Software y el
esciner Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+
(ambos de BIO-RAD, EE.UU.).

Técnicas comunes a emplear

qRT-PCR

El analisis mediante qRT-PCR se realizé con el
ADNc obtenido de las diferentes condiciones
experimentales usando el kit High Capacity
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) y
la extraccion fendlica de ARN. Para la normaliza-
cion de los resultados se utilizo la expresion de
genes constitutivos (ARNr Runx2 y GAPDH) vy el
método de cuantificacion relativa utilizado fue el
AACT.

Estudio de la calcificacién vascular

Previa adicion de HCI 0,6 N durante 24 horas para
extraer el calcio celular o del tejido, el contenido
en calcio se cuantific6 mediante el método de
orto-cresolftaleina complexona. Los niveles de cal-
cio se relativizaron frente al contenido total de
proteina.

Andalisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se
emple6 el programa SPSS 17.0. La comparacion de
los grupos de tratamiento se realizé por medio de
chi-cuadrado en el caso de variables categéricas y
por medio de la t de Student para las variables
numeéricas.

Resultados

a) Estudios in vivo:

Marcadores biogquimicos

La IRC en los ratones WT y TG mostré aumentos
en los niveles de urea, producto Ca-P, PTHi y
FGF23. En el caso del FGF23 el aumento fue muy
superior (10 veces) en los ratones WT con IRC con
respecto a su control Sham. El incremento de
FGF23 en los ratones TG con IRC fue de 2 veces
respecto a su control Sham (Tabla 1).
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Tabla 1. Valores bioquimicos de los ratones WT' y TG con y sin IRC

WT Sham WT IRC TG Sham TG IRC

(n=7) (n=9) (n=10) (n=10)

Urea (mg/dL) 47+3 83+13* 41+4 94+19*

Producto Ca-P (mg¥/dl?) 6947 81x12* 60+14 74+13*
PTHi (pg/mL) 316 (0,834) 3.941 (3.649-4.499) 338 (35-1.830) 3.411 (1.204-3.808)

FGF23 (pg/mL) 111 (102-125) 1.103 (773-1.143)* 224 (204-268) 437 (153-988)

Calcio aorta (pg/mg) 9247 95+6 82+11 93%5

Calcio rifién (pg/mg) 3,0 (1,9-4,0) 562,8 (200,2-636,3)* 0 (0-3,3) 20,7 (3,7-123,8)*

WT: ratén salvaje; TG: ratén transgénico; IRC: insuficiencia renal crénica. *p<0,05 con respecto a su respectivo Sham.

Efecto de la IRC moderada sobre la calcificacion
vascular y los cambios a nivel 6seo

A pesar de que la cepa de ratones C57/BL6J
empleada para los estudios de calcificacion no
permiti6 la obtencion de calcificaciones vasculares
en las aortas (Tabla 1), se observé un incremento
significativo en la expresion génica de Runx2,
marcador de diferenciacion osteoblastica, solo en
el grupo de animales WT con IRC (Figura 1). Este
aumento no se observo en los animales TG con
IRC. El efecto de la IRC sobre el proceso de calci-
ficacion se estudié en otro tejido blando como es
el rindn, observandose un aumento del contenido
en calcio en los ratones con IRC mayor en los
ratones WT que en los ratones TG (Tabla 1.

Los cambios a nivel vascular también se obser-
varon a nivel 6seo. En los animales WT con IRC
se vio un deterioro de la estructura 6sea con res-
pecto a su grupo control Sham, con una disminu-

Figura 1. Niveles de expresion génica de Runx2 (uni-
dades relativas) en aorta en los distintos grupos. WT:
ratén salvaje; TG: ratén transgénico; IRC: insuficiencia
renal crénica

5 Runx?2
45 *
4
3,5
&) 2
= 2
1,5
-
0
WT Sham WT IRC TG Sham TG IRC

*p<0,05 respecto a su respectivo Sham.

cion estadisticamente  significativa del volumen
Oseo trabecular (Figura 2A) y del nimero de tra-
béculas (Figura 2C), y un aumento de la separa-
cion trabecular (Figura 2B) y de la porosidad tra-
becular (Figura 2D). El grupo de ratones TG con
IRC no presenté diferencias con respecto a su
grupo control Sham a nivel trabecular.

b) Estudios in vitro:

Efecto de la sobreexpresién de catalasa en la
depuracion de perdxido de hidrégeno y en la
expresion de Runx2 en CMLV

Las CMLV procedentes de los ratones TG presen-
taron una mayor actividad y expresion proteica de
la enzima catalasa a nivel basal que las de los rato-
nes WT (Figura 3 A y B).

Cuando se le anadi6 medio calcificante a las
CMLV de ratones WT se produjo un aumento del
contenido en calcio. Este efecto no se observd en
las CMLV de los ratones TG (Figura 4A). De forma
paralela, se estudi6 la expresion proteica de
Runx2 en CMLV de ratones WT y TG con medio
calcificante durante 8 dias y se observé un aumen-
to en la expresion de Runx2 en las CMLV de rato-
nes WT que no se observd en las CMLV de los
ratones TG (Figura 4B).

Estudio de los niveles de marcadores de estrés
oxidativo v los niveles proteicos de catalasa

Se observo un aumento de los niveles de fluorescen-
cia de la sonda DHR123 en las CMLV de ratones WT
cultivadas con medio calcificante, lo que indica un
aumento de las especies reactivas de oxigeno mito-
condriales. No se observo este efecto en las CMLV de
ratones TG, sino que se produjo una disminucién de
las especies reactivas de oxigeno (Figura 5).
También se observé una menor expresion proteica
de la enzima catalasa al cultivar las CMLV de ratones
WT durante 8 dias con medio calcificante con res-
pecto a las procedentes de ratones TG (Figura 06).
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Figura 2. Cambios a nivel 6seo; WT: ratén salvaje; TG: ratén transgénico; IRC: insuficiencia renal cronica. A) Volumen
Oseo trabecular (BV/TV) en los distintos grupos. *p<0,05 respecto a su respectivo Sham. B) Separacion trabecular
(Tb.Sp) en los distintos grupos. *p<0,001 respecto a su respectivo Sham. C) Numero de trabéculas (Tb.N) en los dis-
tintos grupos. *p<0,05 respecto a su respectivo Sham. D) Porosidad trabecular (Tb.Po) en los distintos grupos. *p<0,05
respecto a su respectivo Sham

A B
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Figura 3. A) Actividad basal de la enzima catalasa en CMLV de ratones WT y TG. B) Expresion proteica en unidades
relativas de la enzima catalasa en CMLV de ratones WT y TG mediante Western Blot; WT: raton salvaje; TG: raton
transgénico. *p<0,001 respecto al grupo WT
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Figura 4. Efecto de la adicion de medio calcificante (Ca y P) en CMLV de ratones WT y TG sobre: A) El contenido en
calcio durante 8 dias. B) La expresion proteica de Runx2 durante 8 dias (se muestran los valores de la cuantificacion
deansitométrica vs. GAPDH) mediante Western Blot. WT: ratén salvaje; TG: raton transgénico. *p<0,05 vs. control
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Figura 5. Efecto de la adicion de medio calcificante (Ca
y P) sobre los niveles de especies reactivas de oxige-
no mitocondriales en CMLV de ratones WT y TG. U.R.:
unidades relativas de fluorescencia de la sonda
DHR123. WT: raton salvaje; TG: ratén transgénico.
*p<0,05 respecto al control
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Figura 6. Efecto de la adicion de medio calcificante (Ca
y P) en CMLV de ratones WT y TG sobre la expresion
proteica (unidades relativas) de catalasa a los 8 dias de
cultivo mediante Western Blot. WT: raton salvaje; TG:
raton transgénico
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Discusién

En este trabajo hemos podido confirmar que la
sobreexpresion de la enzima antioxidante catalasa
en un modelo murino protege del proceso de calci-
ficacion vascular y del deterioro 6seo. En las CMLV
de estos mismos ratones se observé un descenso en
los niveles de especies reactivas de oxigeno, pero
también de proteinas osteogénicas como Runx2.

A nivel bioquimico, resulté particularmente
notorio el aumento de FGF23 en los animales WT
con IRC respecto al grupo Sham (10 veces), efec-
to menos marcado en los TG con IRC cuyo
aumento fue de 2 veces respecto a su grupo con-
trol (Sham). Algunos autores han postulado el
papel de FGF23 como inductor del proceso de
calcificacion'*?, e incluso se ha asociado sus altos
niveles con mortalidad en enfermos renales®. Por
otro lado, FGF23 inhibe la expresion génica de
Cyp27bl que codifica la 1-alfa hidroxilasa renal
suprimiendo la sintesis de calcitriol a partir de su
precursor 25 hidroxivitamina D3'". Pero, ademas,
FGF23 activa la expresion génica de Cyp24 que
codifica la 24 hidroxilasa la enzima que hidroliza
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e inactiva el calcitriol”. Todo ello contribuye al
descenso de la sintesis de calcitriol, pero también
a su degradacion con el resultado de un descenso
de los niveles de vitamina D, factor que podria
inducir la calcificacion vascular como ha sido
demostrado en estudios epidemiol6gicos'®".

El contenido en calcio en aorta en los ratones
TG con IRC fue similar al de los ratones WT con
IRC. Si bien este hecho puede parecer paraddjico y
contradictorio al resto de resultados observados, el
grupo de Giachelli y cols. ha confirmado la ausen-
cia de calcificacion en la aorta en la misma cepa de
ratones utilizada para la generacion del transgéni-
co®. No obstante, el efecto protector de la sobrex-
presion de catalasa evitando el acimulo de calcio
se observo en otro tejido blando como el rifion.

Por otro lado, los niveles elevados de FGF23 se
han asociado con supresion de la diferenciacion
osteoblastica y de la mineralizacion de la matriz
Osea in vitro®. Esto tal vez podria explicar el efec-
to negativo de la IRC sobre el deterioro 6seo en los
ratones WT y en mucho menor grado en los rato-
nes TG. Recientes estudios de nuestro grupo, han
demostrado un deterioro 6seo en un modelo de
ratas con IRC y niveles elevados de fésforo, FGF23
y PTH. En este mismo trabajo, estudios de silencia-
miento del gen han confirmado que solo FGF23
tiene un efecto directo activando Dkk1%, inhibidor
de la via de Wnt que participa en la inactivacion de
la via. De este modo, niveles elevados de FGF23,
como los observados en nuestro modelo experi-
mental en ratones WT con IRC, podrian haber con-
tribuido al descenso en la densidad mineral sea a
través de una inactivacion de la via de Wnt.

El incremento de las especies reactivas de oxige-
no contribuye al aumento de proteinas osteogéni-
cas, siendo un estimulo para el inicio del proceso de
calcificacion™. Este efecto ha sido observado en las
CMLV de ratones WT sometidas a estimulos calcifi-
cantes. Sin embargo, en las CMLV de ratones TG,
sometidas a un estimulo calcificante, no solo no
aumento la expresion de especies reactivas de oxi-
geno sino que disminuyd, al igual que ocurrié con
la expresion proteica de Runx2, proteina osteogéni-
ca y marcador temprano del proceso de calcifica-
cion. De hecho, se ha senalado la importancia del
peroxido de hidrégeno como un segundo mensaje-
ro implicado en la sefnalizacion intracelular regulada
por estrés oxidativo?. Un descenso del perdxido de
hidrégeno por la sobreexpresion de catalasa contri-
buirfa a un menor estrés oxidativo y un descenso
del proceso de calcificacion vascular a través de una
inhibicion de Runx2.

A la vista de los resultados obtenidos, se hace
necesario conocer los mecanismos por los que la
disminucion del estrés oxidativo confiere una ven-
taja tanto a nivel vascular como 6seo. La disminu-
cion del proceso inflamatorio, el mantenimiento
de los niveles proteicos de klotho renal, principal
molécula implicada en el envejecimiento, o la
regulacion de la via de Wnt podrian ayudar a
explicar este diferente comportamiento, por lo
que se hace necesario seguir profundizando en
este campo.
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En resumen, la sobreexpresion de la enzima
catalasa redujo el proceso de calcificacion tanto in
vivo como in vitro, mostrando 7 vivo que ese des-
censo se acompand de una mejora en los parime-
tros 6seos estudiados.
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Resumen

Introduccion: La obesidad y la osteoporosis (OP) son dos patologias muy prevalentes en nuestra socie-
dad actual. El efecto de la obesidad sobre la calidad 6sea se encuentra en debate en la actualidad.
Objetivo: Valorar el efecto del peso corporal sobre la microestructura y las propiedades biomecanicas de
hueso trabecular procedente de biopsias de extremidad proximal de fémur de pacientes con fractura de
cadera por fragilidad.

Material y método: Estudio transversal de 16 pacientes con fractura de cadera. 2 grupos segin su IMC:
(A) sujetos normopeso y (B) con obesidad. Recogimos biopsias de hueso trabecular de cabeza femoral.
Valoramos determinaciones bioquimicas (PTH, 25(OH) vitamina D e IGF-1), marcadores de remodelado
6seo (PINP,CTX), masa 6sea (DMO cuello y cadera total), microestructura 6sea y estudio biomecanico (nCt).
El andlisis estadistico: t-Student (SPSS 22.0) significacion p<0,05.

Resultados: Todos los pacientes presentaron DMO de cadera en rango osteopordtico. El grupo de obe-
sos presento niveles superiores de PTH e inferiores de IGF-1, vitamina D y PINP. No encontramos dife-
rencias en los parametros relacionados con el metabolismo 6seo.

El grupo de obesos presentd mejores indices microestructurales alcanzando la significacion: mayor volu-
men 6seo (BV/TV: 36,6+12,7 vs. 19,4+11,4%, BS/TV: 5,5+1,1 vs. 3,9+1,3%), mayor ndmero de trabéculas
(Tb.N: 1,6+0,4 vs. 1,01£0,4), mayor anchura de trabéculas (Tb.Th: 0,22+0,003 vs. 0,17+0,05) y menor sepa-
racion trabecular (Tb.Sp: 0,51+0,12 vs. 0,66+0,16). Los pardmetros biomecanicos confirman una mayor
resistencia del hueso trabecular en pacientes obesos.

Conclusion: La obesidad puede ser un factor protector de la calidad 6sea en la region femoral y tiene
menos efecto sobre la densidad mineral 6sea.

Palabras clave: osteaporosis, obesidad, microestructura hueso trabecular, biomecdnica, densidad mineral ésea, marcadores
remodelado dseo.
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Influence of obesity on microarchitecture and biomechanical properties
in patients with hip fracture

Summary

Introduction: Obesity and osteoporosis (OP) are two very prevalent diseases in our society today. The
effect of obesity on bone quality is currently a subject under discussion.

Objective: To assess the effect of body weight on the microstructure and biomechanical properties of tra-
becular bone biopsies from the proximal end of the femur in patients with hip fracture fragility.
Material and methods: Cross-sectional study of 16 patients with hip fracture. The 2 groups are divided accor-
ding to their BMI: (A) normal weight individuals and (B) those with obesity. We collected biopsies of can-
cellous bone from the femoral head and assessed biochemical determinations (PTH, 25 (OH) vitamin D and
IGF-1), bone remodeling markers (PINP, CTX), bone mass (BMD neck and total hip), bone microstructure
and biomechanical study (pCt). Statistical analysis: Student's t test (SPSS 22.0) significance p<0.05.

Results: All patients had hip BMD in osteoporotic range. The obese group had higher levels of PTH and lower
IGF-1, vitamin D and PINP. We found no differences in the parameters related to bone metabolism. The
obese group showed better indices reaching microstructural significance: increased bone volume (BV/TV:
36.6+12.7 vs 19.4+11.4%, BS/TV: 5.5+1.1 vs 3.9+1.3%), higher trabecular number (Tb.N: 1.6+0.4 vs 1,01+0,4),
greater trabecular width (Tb.Th: 0.22+0.003 vs 0.17+0.05) and lower trabecular separation (Tb.Sp: 0.51+0.12
vs 0.66+0.16). Biomechanical parameters confirm greater strength of trabecular bone in obese patients.
Conclusion: Obesity may be a protective factor of bone quality in the femoral region and has less effect
on bone mineral density.

Key words: asteoporosis, obesity, microstructure trabecular bone, biomechanics, bone mineral density, bone turnover markers.

Introduccién

La obesidad y la osteoporosis (OP) son patologias
que vienen presentindose de forma epidémica
durante las Gltimas décadas. Ambas son enfermeda-
des de etiologia multifactorial, de curso crénico y
con una importante morbimortalidad relacionadas
con las sociedades econémicamente desarrolladas'.
La relacion entre ellas ha sido ampliamente investi-
gada desde diferentes puntos de vista, incluyendo
estudios epidemiologicos, clinicos y de investiga-
cién basica, y se han propuesto diferentes nexos de
union, tales como: 1) ambas estan influidas por fac-
tores genéticos y ambientales, o la interaccion entre
ambos; 2) el envejecimiento se asocia con ellas, con
alta incidencia de pérdida 6sea y adiposidad en la
médula 6sea; 3) tanto remodelado 6seo como obe-
sidad son regulados por un complejo de adipoqui-
nas y hormonas; 4) la actividad fisica mejora las dos
patologias; y 5) adipocitos y osteoblastos derivan de
progenitores comunes’.

La obesidad esta determinada por un disbalance
en el que la ingesta caldrica excede al consumo
durante un periodo prolongado®® y constituye un
factor de riesgo de hipertension, dislipemia, diabetes
mellitus, enfermedad cardiovascular y algunas for-
mas de tumores’. La osteoporosis es una enfermedad
metabolica 6sea caracterizada por un descenso en la
resistencia 6sea debido a una reduccion en la canti-
dad y/o calidad 6sea, que conduce a un mayor ries-
go de fracturas espontineas y traumaticas’.

Tradicionalmente, la obesidad se ha venido consi-
derando como un factor protector de la pérdida osea
y de osteoporosis, por la relacién positiva entre peso
corporal, o indice de masa corporal (IMC), con la den-
sidad mineral 6sea (DMO), que es uno de los princi-
pales determinantes del riesgo de fractura osteoporo-

tica’. Este efecto beneficioso del peso corporal sobre
la DMO se ha relacionado fundamentalmente con la
mayor formacion 6sea, debido a la carga mecanica,
ademas de la contribucion de hormonas derivadas
del tejido graso y su accion sobre el metabolismo
0se0’®. Se ha visto que la incidencia de fracturas de
cadera estd disminuida en sujetos con un elevado
IMC, y al contrario un bajo IMC (inferior a 18 kg/m?)
se ha comprobado que es un factor de riesgo de
fractura osteoporética®. Sin embargo, evidencias mas
recientes, sefalan que mientras el sobrepeso (IMC
entre 25-29 kg/m?) protege frente a la OP, la obesi-
dad (IMC >30) interfiere con la salud 6sea'. Asi, se
ha comprobado que las fracturas en los ninos estin
asociadas con alteraciones en la composicion corpo-
ral, tales como un incremento en la adiposidad y en
la estructura 6sea® y se ha descrito un riesgo de osteo-
porosis y fracturas no vertebrales en sujetos con mas
alta proporciéon de grasa corporal, independiente-
mente del peso'. Esto ha llevado a sugerir que la
relacion entre el indice de masa corporal y la obesi-
dad, por un lado, y el riesgo de fractura por fragili-
dad y la DMO por otra parte es compleja. Un meta-
analisis publicado en 2014 demostr6 que mas del
80% de las fracturas por osteoporosis (incluyendo la
cadera) se encontraron en las mujeres con un IMC
<30 kg/m*"™ y en mujeres obesas se ha visto que
existe una mayor prevalencia de fracturas de hime-
ro proximal y tobillo*".

En la obesidad también se han descrito alteracio-
nes en los parametros relacionados con el metabo-
lismo 6seo, tales como niveles insuficientes de vita-
mina D y elevados de PTH, junto con marcadores de
remodelado 6seo de formacién y reabsorcion®, lo
cual apunta, una vez mas, a un efecto negativo del
tejido graso sobre el dseo. Ademas, el metabolismo



energético estd estrechamente vinculado a la res-
puesta osteoblastica frente a la insulina regulando la
homeostasis y remodelado 6seo. En estadios de nor-
maglucemia, la insulina estimula osteoblastogénesis
y la produccion de RANKL induciendo a un aumen-
to del recambio 6seo. Por otro lado, la liberacion al
medio de osteocalcina descarboxilada regula la pro-
duccion de insulina de manera endocrina”.

El efecto de la obesidad sobre la calidad 6sea
también se encuentra en debate en la actualidad y
son muy pocos los estudios que han valorado la
microestructura y las propiedades del hueso en esta
patologia. Asi se ha sefialado en mujeres premeno-
pausicas con obesidad una relacion inversa entre la
masa grasa y el indice Trabecular Bone Score (TBS),
valorado en columna lumbar, mientras que no habia
relacion con el andlisis estructural de la cadera
(HSA)®. También se ha comunicado una reduccion
de hueso cortical, por una mayor porosidad, y sin
embargo un aumento de la DMO trabecular volumé-
trica analizada por tomografia computarizada perifé-
rica” y una correlacion negativa de las propiedades
del hueso cortical, en los indices de resistencia (por
microindentacion), con el IMC y la masa grasa total®.

Nuestro objetivo es valorar el efecto del peso
corporal sobre la microestructura y las propieda-
des biomecanicas de hueso trabecular procedente
de biopsias de extremidad proximal de fémur de
pacientes obesos frente a normopeso con fractura
de cadera por fragilidad.

Material y métodos

1. Diseiio del estudio y sujetos

El presente trabajo es un estudio experimental,
analitico y transversal de casos y controles. Fue
aprobado por el Comité de FEtica del Hospital
Virgen Macarena y el consentimiento informado
por escrito se obtuvo de todos los participantes.
Todos los pacientes incluidos accedieron a donar
sus muestras 6seas para el estudio.

Los pacientes han sido incluidos de forma alea-
toria. Ingresaban en la Unidad de Gestion Clinica
de Traumatologia del Hospital Universitario Virgen
Macarena para ser intervenidos de artrosplastia de
cadera por fractura osteoporética por fragilidad o
por caida de altura inferior a la del individuo sin
mecanismo de aceleracion, todos ellos mayores de
65 anos. Incluimos 16 pacientes divididos en dos
grupos segin IMC: 7 sujetos formaron el grupo A
con ICM <25,y 9 el grupo B con ICM >30.

Excluimos a los pacientes que tomaban medi-
cacién con influencia sobre el metabolismo dseo
(antirresortivos, osteoformadores, corticoides y
anticonvulsivantes) y/o suplemento de vitamina D
o calcio. A todos ellos se les realizo la historia cli-
nica, determinaciones densitométricas, histomor-
fométricas y biomecinicas.

2. Datos clinicos

Se les realiz6 una historia clinica que incluia datos
de filiacion; fecha de nacimiento; medidas antro-
pométricas: peso (kg); altura (cm) e indice de
masa corporal (IMC) (peso en kg/altura en m?).
Antecedentes de osteoporosis y fracturas previas.
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3. Determinaciones bioquimicas

Las determinaciones bioquimicas, a partir de las
muestras de suero, fueron realizadas en el Servicio
de Bioquimica del Hospital Universitario Virgen
Macarena (Sevilla).

Los parimetros que se determinaron fueron:
glucosa, hemoglobina glicosilada (HbA1c), calcio,
fosforo, factor de crecimiento de tipo insulinico 1
(IGF-D, fosfatasa alcalina total (FAT), telopéptido
carboxilo-terminal del colageno tipo I (B-CrossLaps)
y propéptido amino-terminal del coligeno tipo I
(PINP) en autoanalizador ADVIA 2400 (Siemens).
La vitamina D [25(OH)D;] y la PTH se determina-
ron mediante inmunoensayo quimioluminiscente
(CLIA) en el equipo de Inmunoensayo CP ADVIA
Centaur (Siemens).

4. Valoracion de la masa 6sea

Cuantificamos la densidad mineral 6sea (DMO) de
columna lumbar (L2-14) y cadera (cadera total y
cuello femoral) mediante Absorciometria Dual de
Rayos X (DXA, Hologic-Discovery, Hologic Inc.,
Waltham, Massachusetts, EE.UU.). In vivo el CV
fue 1,40% (columna L2-14), 2,9% (cuello de femur)
y 2,5% (cadera total).

5. Histomorfometria dsea y estudio biomecanico
El andlisis microestructural de las biopsias se llevo
a cabo mediante microtomografia computarizada
(micro-TC) empleando el equipo comercial
SkyScan 1172, 100 kV, 1.3 MPixels. Se realiz6 el
escaneado de toda la muestra para reconstruir las
imdgenes y utilizarlas para el analisis cuantitativo
y cualitativo de la microestructura 6sea trabecular.
Para el andlisis de dicha microestructura se
empled el software proporcionado con el equipo
de microtomograffa (CTAn 1.7.0.5). Las variables
cuantitativas que se determinaron fueron: fraccion
volumétrica 6sea (BV/TV), superficie especifica
o0sea (BS/BV), densidad de superficie 6sea
(BS/TV), grosor trabecular (Tb.Th), nimero trabe-
cular (Tb.N), separacion trabecular (Tb.Sp), grado
de anisotropia (DA), relacion entre estructuras en
forma de platos y barras (como structural model
index, SMI) y conectividad trabecular (como tra-
becular pattern factor, Tb.Pf).

Las muestras se sometieron a un test mecanico
de compresion monoaxial hasta su rotura con el
objetivo de evaluar las propiedades mecanicas elas-
tico-plasticas de la biopsia (Microtest EM1/10/FR/m)
a una velocidad de carga constante y empleando
una célula de carga de 1 kN o de 10 kN, una vez
obtenida la curva de fuerza-desplazamiento se
determiné el médulo elastico de Young (E), la dure-
za (u), la tension maxima soportada (o), la fuerza
maxima alcanzada (F), la rigidez (S) y la energia
necesaria para fracturar (U).

6. Analisis estadistico

Las variables fueron analizadas para la distribu-
cion de la normalidad mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Se realizé la prueba t de
Student para determinar diferencias estadistica-
mente significativas entre los dos grupos.
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Para el manejo estadistico de resultados se ha uti-
lizado el paquete SPSS version 22.0 para Windows
(OIBM Corp., Armonk, Nueva York, EE.UU.. En
todos los casos se consideré como nivel de signi-
ficacion p<0,05.

Los datos son expresados como media + DS.

Resultados

Las caracteristicas antropométricas y la DMO de
cadera, cuello de fémur y columna se muestran en
la tabla 1. Ambos grupos fueron similares en cuan-
to a edad, peso y estilo de vida. Los valores de
DMO, expresados de forma absoluta y la T-score de
cadera, cuello de fémur y de columna son inferiores
en el grupo de normopeso, obteniendo la mayor
diferencia en la T-score de cadera de -2,87+0,84 en
sujetos con normopeso y -1,67+1,07 en sujetos con
obesidad aunque estas diferencias no fueron esta-
disticamente significativas.

El FRAX® riesgo a 10 anos de fractura mayor y
de cadera fue menor en los pacientes obesos que
en los pacientes con un IMC <25 Kg/m? aunque
no fue estadisticamente significativo.

El analisis bioquimico, de parimetros relacio-
nados con el metabolismo 6seo, se muestra en la
tabla 2. No observamos diferencias entre ambos
grupos de estudio. Cabe destacar que los niveles
de vitamina D se encontraron por debajo de 20
ng/mL en casi todos los pacientes estudiados
independientemente del IMC del paciente.

Los indices microestructurales muestran diferen-
cias en la microarquitectura del hueso esponjoso
entre ambos grupos (Figura 1). El grupo de sujetos
obesos presenta mayor BV/TV (p=0,015), BS/TV
(p=0,015), Tb.Th (p=0,04) y Tb.N (p=0,007).

Ademads, tienen menor separacion trabecular Tb.Sp
(p=0,038) y valores inferiores de Tb.Pf (p=0,015) y
SMI (p=0,012). Indicando todo ello una mejor
microestructura 6sea en los sujetos osteoporéticos
obesos frente a los con normopeso.

Los parametros biomecanicos estudiados
(Figura 2) confirman una mayor resistencia del
hueso trabecular en pacientes obesos respecto a
los sujetos con normopeso. El grupo obeso mos-
tré una rigidez mayor, tanto en la rigidez debida a
las caracteristicas estructurales (p=0,029), como a
la debida a las propiedades del material de hueso:
el moédulo de Young (p=0,01), la tension maxima
(p=0,036) y la fuerza maxima alcanzada (p=0,034).
Ademads, la energia necesaria para fracturar al
hueso osteoporético obeso es el doble que en los
sujetos con normopeso, aunque esta diferencia no
llegd a alcanzar significacion estadistica.

Discusion

El efecto de la obesidad sobre el tejido 6seo toda-
via no estd claro. Si bien es conocido que las
mujeres obesas tienen reducido el volumen de
hueso cortical e incrementado el volumen del
hueso trabecular”, existen pocos datos sobre la
repercusion en la microestructura y/o biomecani-
ca del hueso de personas obesas.

Nuestros resultados sefialan un efecto positivo
del peso corporal sobre parimetros de microar-
quitectura y biomecanica en hueso trabecular. A
pesar de que ambos grupos de estudio han pre-
sentado fractura de cadera, con valores de DMO
semejantes, las caracteristicas de calidad 6sea son
mejores en el grupo de personas obesas que en
personas con normopeso.

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas, FRAX® y DMO (media + desviacion estindar)

Normopeso Obesos P
Género (G/?) 3/4 2/7
Edad (anos) 7819 79+7
Altura (cm) 157+9 153+8
Peso (kg) 55,07+9,7 81,53+12,4
IMC (kg/m?) 22,1+2,4 33,843,6 0,000
10 anos de riesgo de fractura mayor (FRAX®) 16,5498 13,8+12,0
10 anos de riesgo de fractura de cadera (FRAX®) 11,848,3 7,6£9,8
DMO cuello fémur (gHA/cm?) 0,456+0,16 0,52+0,09
DMO cadera (gHA/cm?) 0,589+0,10 0,759+0,17
T-score cuello -3,47+1,36 -3,02+0,64
T-score cadera -2,87+0,84 -1,67+1,07
DMO columna (gHA/cm?) 0,81+0,05 0,86+0,85
T-score columna -2,57+0,67 -2,17+0,64
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Tabla 2. Valores bioquimicos (media + DE)

Normopeso Obesos
Glucosa (mg/dL) 98,33+33,5 129,5+32,5
HbAlc (%) 5,7¢1,4 6,0£0,8
IGF-1 (ng/mL) 75,16442,7 42,37+12,51
PTH (pg/mL) 46,5+32 3 76,4£406,7
B-CrossLaps (ng/mL) 0,8+0,5 0,7+0,3
PINP (ng/mL) 89,4+575 54,1+36,5
Calcio (mg/dL) 9,640,5 9,1+0,1
Fésforo (mg/dL) 3.6+1,1 2,9+0,4
Fosfatasa alcalina total (U/L) 229,8+28,2 211,37+67,5
25-hydroxivitamina D (ng/mL) 12,949,1 9,3%4,6

El estudio por micro-CT de las biopsias de hueso
trabecular de la cabeza de fémur procedentes de los
pacientes fracturados obesos, nos indica que pre-
sentan una mayor cantidad de hueso, en relacion
con el volumen corporal total, una mayor densidad
Osea y mayor numero de trabéculas, siendo ademas
éstas mas anchas. A la vez, también obtuvimos que
las trabéculas tienen menor separacion entre ellas.
Todos estos valores microestructurales correlacio-
nan con los valores obtenidos en los estudios de
biomecanica en los que observamos como el hueso
trabecular de los pacientes obesos presentan una
mayor rigidez y un mayor modelo de Young que el
grupo de sujetos con un IMC <25 kg/m?

Consideramos que este efecto sobre la micro-
arquitectura puede ser debido a dos hechos fun-
damentales: a factores hormonales y/o mecanicos.
A nivel hormonal, el incremento de la aromatiza-
cion de los estrégenos a andrégenos que se da en
el tejido adiposo, produce una disminucién de las
hormonas sexuales unidas a globulina, una mayor
transformacion de las hormonas suprarrenales a
estronas a nivel periférico e hiperinsulinemia, lo
cual conlleva un efecto mitégeno en los osteoblas-
tos?'. Ademads, estos pacientes, al soportar mayor
peso, tiene una mayor actividad mecanica sobre el
hueso que también puede actuar de manera esti-
muladora para la osteogénesis®* %,

El efecto positivo del peso corporal sobre el
tejido 6seo también nos lleva a cuestionar si el
tejido graso, muscular o ambos, en mayor o
menor cuantia, son los responsables de estos
resultados. Si es la mayor cantidad de tejido graso
o el muscular la responsable de este efecto bene-
ficioso esquelético no podemos asegurarlo, ya que
no disponemos de datos sobre composiciéon hor-
monal ni de niveles séricos de adipoquinas y mio-
quinas en estos sujetos.

Nuestros resultados no concuerdan con los de
otros autores que sefialan una peor microestructu-

ra 6sea de fémur en personas obesas*. Sin embar-
g0, estos autores no presentan resultados de biop-
sias Oseas sino que los valores microestructurales
son evaluados por DXA. Recientemente Shen ef
al., en un estudio similar, no han encontraron
tales diferencias concluyendo que el tejido adipo-
so puede interferir en los valores obtenidos ya que
por DXA, los tejidos blandos que rodean el hueso,
pueden dar una lectura errénea en la medida del
area Osea y por tanto de la cantidad de contenido
mineral 6seo®*.

La obesidad se asocia a una mayor masa osea
y a un menor riesgo de fracturas de cadera. Sin
embargo, otras fracturas como las de tobillo u
himero tienen una mayor incidencia en personas
obesas”. En nuestro caso, la DMO fue comparable
en ambos grupos de estudio, la probabilidad de
fractura segiin FRAX® también fue semejante entre
sujetos con normopeso y obesos, pero hemos de
considerar que en todos nuestros pacientes ya
estaba presente la fractura de cadera, no habia
una mayor incidencia de fracturas previas en las
personas obesas respecto a las de normopeso.

Nuestros pacientes obesos presentan ligeros
aumentos de los niveles de PTH y menores de
vitamina D y PINP. En mujeres sanas post-meno-
pausicas los valores de PTH correlacionan positi-
vamente con el IMC® y estan descritos bajos nive-
les de vitamina D. Estos menores niveles de vita-
mina D se han atribuido a una mayor absorcion de
dicha hormona por parte de los adipocitos® y a
una menor exposicion solar, debida a la menor
movilidad que presentan los sujetos obesos®. Por
otro lado, esta descrito que los pacientes obesos
tienden a tener una menor actividad del remode-
lado 6seo; se desconoce si esto es debido al efec-
to de otras enfermedades asociada a la obesidad
como la diabetes mellitus tipo 2, entre otras, y/o
por efecto de las adipoquinas y mioquinas sobre
el remodelado®?.
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Figura 1. Comparacion de los parametros estructurales entre pacientes con normopeso (A) y obesos (B)
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BV/TV: fraccién volumétrica 6sea; BS/BV: superficie especifica 6sea; BS/TV: densidad de superficie 6sea; Tb.Th: grosor
trabecular; Th.N: nimero trabecular; Tb.Sp: separacion trabecular; DA: grado de anisotropia; SMI: Structural model

index; Tb.Pf: conectividad trabecular.

Los valores se expresan como media + DE. *valores estadisticamente significativos.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones: la
principal es el tamano de la muestra, que es rela-
tivamente pequeno, pero los datos obtenidos de
microestructura y biomecanica, que eran el objeti-
vo de nuestro estudio, son bastante contundentes
y con fuerza estadistica. No disponemos de nive-
les séricos de adipoquinas y hormonas derivadas
del tejido graso para poder relacionarlos con los
parametros microestructurales y biomecanicos

En conclusion, podemos decir que las medicio-
nes de las biopsias de hueso trabecular procedentes
de la cabeza del fémur, nos indican que los pacien-
tes obesos presentan mejores propiedades biomeca-

nicas y mejor microarquitectura ésea que los pacien-
tes con normopeso, mostrando un efecto beneficio-
so del peso corporal sobre la calidad del hueso.
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Figura 2. Comparacién de los pardmetros biomecinicos entre los dos grupos de estudio: sujetos normopeso (A)

y obesos (B)
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Los parimetros representados son: médulo elastico de Young (E); dureza (w); tension maxima soportada (0); fuerza
maxima alcanzada (F); rigidez (S); energia necesaria para fracturar (U).
Los valores se expresan como media + DE. *valores estadisticamente significativos.
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Resumen

FLJ42280 es un posible gen de susceptibilidad a la osteoporosis. Distintos estudios de GWAs han identi-
ficado 4 SNPs no-codificantes en este gen que se asocian a la densidad mineral 6sea (DMO) y el riesgo
de fractura.

Para descubrir la causa de la asociacion entre estos SNPs y la osteoporosis, se realizé una bisqueda de
variantes genéticas mediante resecuenciacion de 28 kb que contienen el gen, en una seleccion truncada
de mujeres con DMO muy baja (n=50) o muy alta (n=50) de la cohorte BARCOS (Barcelona Cohorte
Osteoporosis, cohorte de mujeres postmenopdausicas de Barcelona). Las variantes encontradas se filtraron
y se analizo su frecuencia en cada grupo. Se analiz6 el solapamiento de las variantes con elementos fun-
cionales del proyecto ENCODE y también se calcul6 el desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de la
region. Finalmente, se hizo un andlisis de eQTL de los 4 SNPs no-codificantes respecto a los niveles de
expresion de genes cercanos a FL/42280 en linfoblastos.

Se seleccionaron 110 variantes. Las diferencias de sus frecuencias entre los dos grupos estuvieron por deba-
jo del poder estadistico del disefio experimental. Sin embargo, 3 variantes solaparon con posibles enbancers
y una solapd con un enhancer activo en osteoblastos (rs4613908). Se observé un fuerte desequilibrio de
ligamiento entre los 4 SNPs no-codificantes y el SNP 154613908, que pertenecen a un bloque que abarca
el gen casi por completo. Ninguno de los SNPs no-codificantes mostré asociacion con los niveles de
expresion de genes cercanos a FL/42280.

En conclusion, el SNP rs4613908 podria estar implicado funcionalmente en la determinacién de la DMO.
Serdn necesarios experimentos concretos para confirmarlo.

Palabras clave: FLJ42280, densidad mineral dsea, variantes genéticas, eQTLs, enbancers.



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):28-34 a

Identification of genetic variants associated with bone mineral
density (BMD) in the FLJ42280 gene

Summary

FLJ42280 is a possible gene for susceptibility to osteoporosis. Different studies of GWAs have identified
4 non-coding SNPs in this gene associated with bone mineral density (BMD) and fracture risk.

In order to ascertain the cause of the association between these SNPs and osteoporosis, we searched for
genetic variants by resequencing the 28-kb gene, in a truncated selection of women with very low (n=50)
or very high BMD (N=50) of the BARCOS cohort (Barcelona Cohort Osteoporosis, cohort of postmenopau-
sal women in Barcelona). The variants found were filtered and their frequency analyzed in each group.
The overlap of the variants with functional elements of the ENCODE project was calculated. Finally, an
eQTL analysis of the 4 SNPs-coding was performed on the expression levels of FLJ42280 neighbor genes
in lymphoblasts.

In all, 110 variants were selected. The differences in their frequencies between the two groups were
below the statistical power of the experimental design. However, three variants overlapped with possi-
ble enhancers and one overlapped with an active enhancer in osteoblasts (rs4613908). A strong linkage
disequilibrium was observed between the 4 non-coding SNPs and the SNP 154613908, which belong to a
block spanning the gene almost completely. None of the non-coding SNPs showed association with the
expression levels of FLj42280 neighbor genes.

In conclusion, the SNP rs4613908 could be involved functionally in determining BMD. Tangible experi-

ments will be required to confirm this.

Key words: FLJ42280, bone mineral density, genetic variants, eQTLs, enhancers.

Introduccion

La osteoporosis es una enfermedad compleja caracte-
rizada por baja masa dsea y deterioro de la microar-
quitectura del tejido 6seo que conduce a un mayor
riesgo de fractura. Por ejemplo, en EE.UU. se produ-
cen 1,5 millones de nuevos casos de fracturas cada
ano, lo que representa una enorme carga econémica
para los sistemas de atencion de la salud. La osteopo-
rosis se define clinicamente a través de la medicion de
la densidad mineral 6sea (DMO), que sigue siendo el
mejor predictor de fractura'. Estudios de heredabili-
dad utilizando gemelos o familias han demostrado
que el 50-85% de la variacion en la densidad mineral
Osea estd determinada genéticamente®. Las fracturas
osteopordticas también muestran heredabilidad inde-
pendiente de la densidad mineral dsea.

Los estudios de asociacion en genoma completo
(GWAs) han ampliado muchisimo la comprension
de la arquitectura genética de enfermedades comu-
nes y complejas’. Esta aproximacion gendmica esta
proporcionando informacion clave sobre los meca-
nismos de la enfermedad, con perspectivas para el
diseno de estrategias mas eficaces de evaluacion del
riesgo de enfermedad y para el desarrollo de nuevas
intervenciones terapéuticas’. Sin embargo, las varian-
tes genéticas que se identifican en los GWAs se
encuentran con frecuencia en las zonas no-codifi-
cantes del genoma, cuya posible funcion es menos
conocida y en muchos casos estas sefales pueden
estar en desequilibrio de ligamiento con variantes
causales que no han sido genotipadas. El meta-ana-
lisis de GWAs para DMO vy fractura osteopordtica de
Estrada er al” identifico hasta 56 loci genémicos aso-
ciados con la DMO, 14 de los cuales también esta-
ban asociados con las fracturas osteoporoticas. Uno

de los SNPs cuya asociacion con ambos fenotipos
mostré una significacion mas sélida (rs4727338) se
encuentra en una region intronica del gen FLJ42280,
sehalandolo como un Jocus de susceptibilidad para
la osteoporosis (Figura 1). Otros trabajos de GWA
demostraron que otros SNPs intrénicos del mismo
gen (157781370, 1s10429035 y rs4729260) también se
asociaban con la DMO®. FLJ42280 es un gen muy
poco estudiado, cuya relacion con la biologia del
hueso se desconoce.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
dar sentido a esta asociacion mediante la determi-
nacion de cudl es la variante causal. ;Es rs4727338
el SNP causal o hay otro SNP en desequilibrio de
ligamiento con €l que sea el verdadero SNP fun-
cional? Para ello, hemos explorado la variabilidad
genética de la region genomica donde se encuen-
tra el gen FLJ42280 y hemos abordado la funcio-
nalidad de estas variantes por enfoques diferentes.
En primer lugar, por resecuenciacion de la region
en mujeres con DMO extremadamente alta o
extremadamente baja para buscar variantes con
una distribucion desequilibrada entre los dos gru-
pos; en segundo lugar, estudio bioinformatico de
la superposiciéon de las variantes halladas con
sefnales funcionales definidas en el proyecto
ENCODE (7The Encyclopedia of DNA Elements) y
finalmente evaluacion del posible papel como
eQTLs de algunas de las variantes halladas.

Material y métodos

Seleccion de la muestra de estudio

La muestra de este estudio estd formada por 100
mujeres de la cohorte BARCOS™. Esta cohorte esta
compuesta por unas 1.500 mujeres postmenopau-



Figura 1. Region gendmica 7q21.3 con las senales de asociacion a
DMO de los SNPs testados por Estrada et al.”. La coordenada entre la
posicion genémica del SNP 154727338 (eje x) y el —logy, del valor de
P (eje y) de su asociacion con la DMO (eje y) estd marcada con un
cuadro de linea roja. Dicho SNP muestra la mayor significacion en esta
region. Los puntos de colores son las coordenadas del resto de SNPs
estudiados en la region. Cada color indica un grado distinto de des-
equilibrio de ligamiento entre cada SNP y el SNP rs4727338. El gen
FLJ42280 no esta mostrado porque, en el momento en que se realizo
el meta-analisis de GWAs, este gen todavia no estaba anotado en el
genoma. Su localizacién entre SLC25A413 y SHFM1 se indica con un
ovalo rojo. Esta figura es una modificacién de la que se presenta en

Estrada et al”
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Preparacion de las muestras
genomicas

El ADN de cada mujer se extrajo
a partir de muestras de sangre
periférica. La concentracion y la
calidad de las muestras de ADN
(ratios 260/280 y 260/230) se
midieron por espectrofotometria
en un aparato NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Products). Para
determinar la integridad del ADN,
se analizaron 5 pl de cada mues-
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tra mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%. Finalmente, las
muestras se normalizaron a una
concentracion de 100 ng/ul.
il
‘ Long-Range PCR (LR-PCR)
Se dividi6 una region genémica
H : de 28 kb (que contiene el gen
, FIJ42280 (22 kbl junto con 3,8 kb
de region flanqueante a 5’ y 2 kb
de region flanqueante a 3) en 7
fragmentos solapantes (Figura 2).
Los tamanos y las coordenadas de
estos 7 fragmentos y los pares de
cebadores utilizados para amplifi-
carlos, se muestran en la tabla 1.
Los fragmentos, de entre 2y 5 kb,
se amplificaron mediante LR-PCR.
Cada reaccion de LR-PCR incluy®é:
100 ng de ADN gendmico, 5 pl de
tampon Ex Taq “Magnesium +”
(20 mM Mg; Takara) x10, mezcla

0
[
. 0.2

sicas espafiolas monitorizadas en el Hospital del
Mar de Barcelona. Las mujeres diagnosticadas de
osteomalacia, de enfermedad de Paget, de algin
trastorno metabdlico o endocrino, o que estuvie-
ran siguiendo una terapia de sustituciéon hormonal
o tratadas con farmacos que pudieran afectar la
masa Osea, fueron excluidas de la cohorte. Las
mujeres con una menopausia temprana (antes de
los 40 anos) también fueron excluidas. La infor-
macion recogida para cada muestra fue la DMO,
la edad, la edad de menarquia, la edad de meno-
pausia, los anos desde la menopausia, el peso y
la estatura. De cada paciente se obtuvieron mues-
tras de sangre y consentimientos informados
escritos, segin las regulaciones del Comité Etico
de Investigacion Clinica del Parque de Salud Mar.
La DMO (g/cm? fue medida en el cuello del
fémur y en la columna lumbar. Se utilizé un den-
sitometro de rayos X de energia dual para realizar
las medidas.

Se seleccionaron dos grupos de 50 muestras
con valores de DMO extremos, segin el valor del
Z-score. Concretamente, los grupos consistieron
en las 50 muestras con el Z-score mas alto (rango:
de 298 a 0,73) y las 50 muestras con el Z-score
mds bajo (rango: de -2,41 a -4,26) de la cohorte
BARCOS.

de dNTPs (a 2,5 mM cada uno),
Ex Taq polimerasa (5 U/ y
cebadores (20 pM), en un volu-
men final de 50 pl. Las reacciones se llevaron a cabo
en un termociclador GeneAmp® PCR System 2700
(Applied Biosystems). Cada fragmento requirié unas
condiciones de tiempo de elongacion y temperatura
de hibridacion distintas. El nimero total de amplico-
nes fue de 700 (100 muestras x 7 fragmentos). Se
comprob6 la cantidad y calidad de todos los ampli-
cones mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
p/v en tampén TBE x1.

Purificacion y cuantificacion de las muestras
Para eliminar los restos de los reactivos de la
PCR, los productos de PCR se purificaron utili-
zando placas de filtro de 96 pocillos con un
tamafio de poro adecuado (Pall Corporation). Se
aplic6 el vacio (Vacuum Manifold, Merck
Millipore) y el ADN retenido en el filtro se resus-
pendi6é en 35 pl de agua milliQ. A continuacion,
los productos de PCR se cuantificaron mediante
Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent and Kit (Life
Technologies), segin las instrucciones del fabri-
cante. Brevemente, se construyd una curva estan-
dar de concentraciones mediante medidas de emi-
sion de fluorescencia a 520 nm después de haber
excitado el ADN a 480 nm. La curva se utilizé pos-
teriormente para calcular la concentracion del
ADN de las muestras.
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Normalizaciéon de las concen-
traciones de las muestras y
pooling

Las muestras en las placas se nor-
malizaron a una concentracion de
5 ng/pl y, a continuacion, se mez-

Figura 2. En la region gendmica de FL/42280 estudios previos de GWA
han identificado 4 SNPs que muestran asociacién con la DMO, cuyos
detalles se muestran en la tabla incluida en la figura. Para conocer
mejor la variabilidad de este locus, la region se subdividié en 7 frag-
mentos solapantes (flechas amarillas) para su resecuenciacion en muje-
res con muy alta o muy baja DMO

cl6 en un solo tubo 5 pl de cada

muestra de una placa (un tubo por 2kb

21,9kb

placa) mediante el The epMotion®
5075 Liquid Handling Workstation
(Eppendorf). Asi, se obtuvieron 14
tubos con 250 ul cada uno, dos
para cada fragmento de PCR (DMO
alta y DMO baja). Los 14 pools se
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F6:3869 bp
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|
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F3:4836 bp

F4:4848 bp

F1:4468 bp
F2:4592 bp
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~28 kb

concentraron hasta 5 veces utilizan-

do el Genevac EZ-2 evaporator snp

(Genevac SP Scientific) y se cuanti-

Posicion genoma
GRCh37/hg19

Posicion genoma
GRCh38/hg38

Alelos Paper

SNP1 17781370

T/C T=0.25 7: 96133531 7:96504219 Rivadeneira et al., 2009

ficé cada tubo mediante Qubit® 2.0 PeRTe

G/C G=0.25 7: 96120675 7: 96491363 Estrada et al., 2012

Fluorometer (Life Technologies). e E—

G/A A=0.33 7: 96119481 7: 96490169 Zhang et al., 2014

Finalmente, los fragmentos de PCR SNPA | 729260

G/C G=0.25 7: 96117918 7: 96488606 Rivadeneira et al., 2009

se mezclaron equimolarmente en
dos tubos, uno para la DMO alta y

otro para la DMO baja.

Secuenciacion masiva en paralelo

La secuenciacion masiva de las muestras se llevo a cabo
en el Servicio de Gendmica de los Centros Cientificos y
Tecnoldgicos de la Universidad de Barcelona, utilizan-
do el GS 454 Junior System (Roche). Brevemente, se
fragment6 el ADN por nebulizaciéon, se prepararon
dos librerfas marcadas con adaptadores (secuencias
de 10 nucledtidos) distintos, una para cada grupo,
que se mezclaron en un solo tubo. Seguidamente, se
amplific la mezcla por PCR de emulsion y la librerfa
final se cargd en una placa picotiter donde se llevo a
cabo la pirosecuenciacion. Se realizaron 4 carreras de
secuenciacion, correspondientes a 140 Mb de datos
finales (35 Mb/carrera). Este volumen de datos pro-
porciona una cobertura tedrica de 40x para cada
muestra inicial.

Procesamiento de los datos de secuenciacion
y seleccion de variantes

Las lecturas obtenidas de la secuenciacion fueron
preprocesadas en base a su calidad y se alinearon
contra el genoma de referencia (GRCh37) utilizan-
do el programa GS Mapper (Roche). Las lecturas
se indexaron vy filtraron utilizando SAMtools. Se
detectaron las variantes presentes en los dos gru-
pos mediante GATK utilizando parimetros de fil-
trado estandar'. Las variantes encontradas se prio-
rizaron segun los siguientes criterios: se seleccio-
naron las variantes con una cobertura de al menos
1.000 lecturas, presentes en un 1% de las lecturas
y con un strand bias bajo. El nimero de lecturas
de las variantes que pasaron los filtros fue norma-
lizado por la cobertura y las variantes fueron cla-
sificadas entre comunes (con una frecuencia
mayor al 5%) y raras o de baja frecuencia (con una
frecuencia menor al 5%).

Analisis funcional y estadistico de las variantes
Se compararon las frecuencias de cada variante
entre los dos grupos mediante un test exacto de

Fisher, aplicando la correccion de Bonferroni para
comparaciones multiples. El andlisis funcional de
las variantes consistié en mirar si estaban descritas
en bases de datos como dbSNP y 1000 Genomas
y, en caso afirmativo, buscar su MAF en la pobla-
cién europea e ibérica. Ademads, para las variantes
exoOnicas se observé qué cambio de aminoicido
suponian y su severidad predicha por SIFT,
PolyPhen y Provean. Para las variantes intronicas,
se analiz6 la regiéon que contiene la variante: luga-
res de hipersensibilidad a la DNAsa, unién de fac-
tores de transcripcion, metilacion del ADN, modifi-
caciones de histonas, regiones reguladoras, etc.
Todos estos datos fueron obtenidos de bases de
datos y repositorios como Ensembl, UCSC Genome
Browser, ENCODE, BioMart, MatInspector. También
se utiliz6 HaploReg para buscar anotaciones de
regulacion. Finalmente, todas las variantes encon-
tradas fueron analizadas con el Variant Effect
Predictor de Ensembl y UCSC y con el SNP func-
tion prediction del Instituto Nacional de Ciencias
de la Salud Ambiental (National Institute of
Environmental Health Sciences) de los EE.UU.

Analisis del desequilibrio de ligamiento

Para calcular el desequilibrio de ligamiento entre
todas las variantes de la regiéon gendémica de
FLJj42280 se utilizaron los genotipos de los SNPs
presentes en la region y los haplotipos de los indi-
viduos de HapMap fase 3. Para calcular tal desequi-
librio y generar un grifico se utilizoé el software
HaploView.

Analisis de eQTLs

Los SNPs que dieron significativos en los distintos
GWAs y el SNP 154613908 fueron evaluados como
posibles eQTLs mediante dos aproximaciones: uti-
lizando el portal del proyecto GTEx y utilizando los
genotipos de esos SNPs en individuos de HapMap
y los niveles de expresion de genes en cis en los
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Tabla 1. Amplicones utilizados para secuenciar la region FLJ42280

Frag Primers Tamafio (pb) Coordenadas genomicas
LR
, | 2F CACTGCIGGGICTIAGATIGG 4592 796132302.96127711
5| 3R TOCCTCICATCTOTGAACAC. 4530 796127863-96123028
| 4R CIGGGTGGCIATAGACCTOATAG 4848 796123158 96118311
5 | 3R CCTGGTGGAANTGGOARCA 4251 796118477.96114227
6 | 6R GOOATTGTTGAAGCTGAGCC 3869 796114345-96110450
7| 7R CCTOAGCAAGTCTCGTANGTG 2008 796110702-96108695

mismos individuos. Concretamente, se obtuvieron
los genotipos de los SNPs de 210 individuos no
emparentados de la fase 1 y 2 de HapMap vy los
niveles de expresion de los genes SHFMI,
SLC25A13 y DLX5 de una linea celular linfoblastoi-
de de los mismos individuos obtenidos.

Resultados

Variantes halladas y pistas sobre su funciéon
La region genomica de FLJ42280 (28 kb) se rese-
cuencioé masivamente en dos pools de DNA corres-
pondientes a las 50 mujeres con mayor DMO vy las
50 mujeres con menor DMO de la cohorte BAR-
COS (ver detalles en Material y Métodos), a una
alta profundidad (alrededor 3.600x por grupo). Se
comparé el ndmero y la frecuencia de las varian-
tes que se encontraron en cada grupo. Se identifi-
¢c6 un total de 110 variantes, de las cuales 18 eran
nuevas y 59 fueron variantes raras o de baja fre-
cuencia (Tabla 2). Se observé que el nimero de
variantes de baja frecuencia entre los dos grupos
extremos era equilibrado. Asi mismo, se observd
que las diferencias de frecuencia de todas las
variantes estaban por debajo de la potencia esta-
distica del diseno, aunque 9 mostraron una ten-
dencia.

Para cada variante, se analiz6 su superposicién
con elementos funcionales anotados en el genoma
por el proyecto ENCODE. Cuatro de las variantes
solaparon con posibles secuencias potenciadoras
de la transcripcion (o enbhancers) de osteoblastos
y de ellas una [SNP 154613908, MAF(CEU)=0,39]
solapé con un enhancer activo en osteoblastos
(Figura 3).

Analisis de desequilibrio de ligamiento

También se estudi6 el desequilibrio de ligamiento
entre todas las variantes comunes en esta region. Se
cred un grifico de desequilibrio de ligamiento (LD)

utilizando HaploView e informacién de haplotipos
del proyecto HapMap (Figura 4) y se observo que
hay un gran bloque de LD que incluye casi todo
el gen (a excepcion de la region 3° UTR) y que por
la parte upstream del gen se extiende 5 kb mas
alla de la region resecuenciada. También se cons-
taté que los SNPs rs4613908 y rs4727338 (meta-
analisis de GWAs de Estrada et al.”) presentan una
gran desequilibrio de ligamiento entre ellos.

Analisis de eQTLs

Para completar el analisis funcional, se realiz6 un
andlisis de eQTLs. Disponiendo de los genotipos
de los cuatro SNPs asociados a la DMO, y del SNP
r$4613908 de 210 individuos del proyecto HapMap
y de los niveles de expresion génica de un array
genomico en lineas linfoblastoides de estos mis-
mos individuos, se determinoé si los diferentes ale-
los o genotipos de los SNPs correlacionaban con
los niveles de expresion génica de los genes situa-
dos en la region gendémica de FL/42280. Ninguno
de los SNPs mostro influencia sobre los niveles de
expresion de los genes SHFM1, SLC25A13 o DLX5
(en el array no hay informaciéon de niveles de
expresion de FLJ42280). También se accedio a la
base de datos GTEx para recabar informacion de
eQTL para los mismos SNPs y el resultado fue
negativo para todos ellos. Finalmente, se realiza-
ron busquedas de anotaciones de regulacion en
HaploReg. Este ultimo anilisis confirmé que la
secuencia que rodea el SNP rs4613908 estd alta-
mente conservada entre los mamiferos y que en
varios tipos celulares, incluyendo los osteoblastos
primarios, contiene marcas de cromatina tipicas de
secuencias potenciadoras (H3K4mel, H3K27ac).
Por otra parte, HaploReg destaco la alteracion de
motivos reguladores de este SNP y de rs10429035,
pero no mostré ningin efecto de estos SNPs sobre
la expresion génica.
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Tabla 2. Nimero y localizacion de variantes de un solo nucleétido halladas en este estudio

Region Putativo Enbancer
Crudo Filtrado Codificante reguladora* enbancer de | activo en
osteoblasto | osteoblasto
Variantes
comunes 96 51 0 12 3 1
LFV 24.243 59 1 16 1 0
Total 24.339 110 1 28 4 1

*incluye regiones flanqueantes, 5’'UTR, 3'UTR e intrones; LFV: variante de baja frecuencia (MAF<5%).

Discusion

Se ha realizado un barrido exhaus-
tivo de una region genémica (28
kb) en 7g21.3 que contiene varias
sefnales muy fuertes de asociacion
entre 4 SNPs y la densidad mine-
ral 6sea™. Se ha querido conocer
todas las variantes puntuales pre-
sentes en regiones codificantes

Figura 3. A) Esquema de la region gendmica de FL/42280 y localiza-
cion de algunas variantes prometedoras. Las variantes comunes se
sefialan en rojo y las variantes de baja frecuencia (LFV) o raras en gris.
Los cuadrados azules representan potenciadores (enhancers) de osteo-
blastos; el mas oscuro representa un potenciador activo de los osteo-
blastos. B) Detalle del potenciador activo en osteoblastos. Se muestra
el perfil de conservaciéon de secuencia en vertebrados, los lugares de
union a factores de transcripcion y las modificaciones de las histonas.
Estos datos se extrajeron de UCSC Genome Browser -GRCh37- y de
ENCODE (datos referidos a osteoblastos)

(exones del gen FLj42280) y no
codificantes  (intrones, 3'UTR, A
5'UTR y flancos del gen) y evaluar
el potencial funcional de estas
variantes para pronosticar cudles
de ellas podrian ser las responsa-
bles de la asociacion con la DMO.
Se ha observado que la variante
154613908 solapa con un potencia-
dor génico (enbancer) activo en
osteoblastos contenido en una
secuencia con elevada conserva-
cion evolutiva. Dicho SNP (con
sus dos variantes alélicas) podria
estar afectando a la DMO por el
hecho de alterar este potenciador
génico. Queda por determinar
cual es el gen diana del menciona-
do potenciador.

Hasta la fecha, no nos constan
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otros trabajos de otros autores que
hayan abordado la base funcional
de la asociacion con DMO de los SNPs situados en
regiones no codificantes del gen FLJ42280. De
hecho, este gen ha sido anotado recientemente en el
genoma humano, de modo que cuando se detecto la
asociacion de los SNPs de la region, el gen todavia
no constaba en el mapa de 7q21.3 y los SNPs queda-
ban entre los genes SLC25413 y SHFM1 (Figura D).
Por ello, Estrada et al” propusieron que la funciona-
lidad de la asociacion podia estar relacionada con
SLC25A13. Actualmente, FLJ42280 sigue siendo un
gen anotado, con muy pocos datos experimentales
que lo confirmen. Es pues muy probable que la fun-
cién de los SNPs asociados a la DMO esté relaciona-
da con otros genes. En este sentido, el gen SHFM1 se
ha asociado a algunos casos hereditarios de malfor-
macién de mano hendida-pie hendido (Split hand
and foot malformation 1; OMIM #183600) y el gen
DILX5, situado a continuacion, es de hecho el gen res-

ponsable de dicha enfermedad, dado que existen
pacientes con mutaciones puntuales en DLX5 que
cosegregan con la enfermedad®. Se han descrito una
serie de potenciadores que afectan a la expresion de
DIX5 en distintos tejidos y estadios del desarrollo y
que se distribuyen a lo largo de varios cientos de
kilobases. Estudios realizados en ratones y pez cebra
han caracterizado estos potenciadores y han mostra-
do que funcionan durante el desarrollo™". Algunos
de ellos muestran especificidad de tejido y correlacio-
nan con determinados fenotipos presentes en pacien-
tes con malformacion de mano hendida-pie hendido
portadores de varias anomalias cromosomicas (dele-
ciones o translocaciones) que afectan a los potencia-
dores mencionados. Al colocar estos potenciadores
de DILX5 sobre el mapa de la region 7q21.3, hemos
visto con sorpresa que el SNP 154613908, que acaba-
mos de comentar como buen candidato funcional, se
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Figura 4. Grafico del desequilibrio de ligamiento presente en la region
genémica de FLJ42280. Se observa un bloque grande (24 kb) que
incluye gran parte del gen excepto su region 3’UTR. Los 4 SNPs que se
han asociado a DMO en los distintos GWAs estan sefalados con 6va-
los verdes. El SNP que solapa con el potenciador activo en osteoblas-
tos estd senalado con un 6valo morado. La linea horizontal azul indica

la

region gendmica resecuenciada en este estudio

encuentra en uno de estos poten-
ciadores (eDLX#18), situado a
unas 500 kb de DLX5. El potencia-
dor eDLX#18 se ha descrito como
activo en los arcos branquiales en
estadios embrionarios®.

Existen evidencias de que

DILX5 esta involucrado en la
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y que nuestro SNP de interés es
un eQTL en osteoblastos. Serad
muy necesario comprobar esta
hipotesis mediante andlisis de
expresion de DLX5 en osteo-
blastos primarios y genotipacion
de rs4613908 de los mismos.
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Resumen

La paniculitis mesentérica se caracterizada por una inflamacién crénica inespecifica del tejido adiposo
del mesenterio intestinal, y su etiologia es desconocida. Se ha relacionado con malignidad, vasculitis,
enfermedades reumdticas y con determinados firmacos. Presentamos un caso de paniculitis mesentérica
asociada a la toma de bifosfonatos, no descrita previamente en la literatura, apoyando asi el concepto de
sus potenciales efectos secundarios proinflamatorios.

Palabras clave: paniculitis mesentérica, bifosfonatos, proinflamatorio.

Mesenteric panniculitis associated with the use of bisphosphonates: are
these more proinflammatory than we know?

Summary

Mesenteric panniculitis is characterized by chronic inflammation of the adipose tissue of the intestinal
mesentery, and its etiology is unknown. It has been associated with malignancy, vasculitis, rheumatic
diseases and the use of certain drugs. We present a case of panniculitis associated with bisphosphonate
use, not previously described in the literature, thus suggesting its potential secondary proinflammatory
effects.

Key words: mesenteric panniculitis, bisphosphonates, proinflammatory.
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Introduccion

La paniculitis mesentérica es un trastorno poco fre-
cuente caracterizado por una inflamacién crénica
inespecifica del tejido adiposo del mesenterio intes-
tinal de etiologia desconocida'. Puede desarrollarse
de forma independiente o en asociacién con otras
alteraciones, lo cual ha sido objeto de muchas dis-
cusiones. Ha sido relacionada con diversas condi-
ciones, como vasculitis, enfermedades granuloma-
tosas, enfermedades reumaticas, enfermedades
malignas y pancreatitis?, tabaquismo y el uso de
determinados farmacos (betabloqueantes, metildo-
pa, sulfamidas, salicilatos y anticonceptivos orales).

Actualmente se reconoce que esta entidad pre-
senta varios estadios evolutivos. También se clasifi-
ca en distintos tipos en funcion de las caracteristicas
radiolégicas: tipo I (42%), engrosamiento difuso del
mesenterio desde raiz a los bordes del intestino del-
gado; tipo I (32%), masa nodular aislada en raiz
mesentérica; tipo I (20%), el mesenterio contiene
multiples nédulos de tamano variable®. Los criterios
diagnodsticos anatomopatologicos incluyen: presen-
cia de gran cantidad de macrofagos espumosos en
la fase inicial de lipodistrofia mesentérica; infiltrado
de células plasmaticas, células gigantes de cuerpo
extrano, y macrofagos espumosos en la paniculitis
mesentérica; y en el estadio final destaca el depdsi-
to de coliageno vy la fibrosis en los tejidos'.

A pesar de que se han reconocido distintos fac-
tores que pueden desencadenar la enfermedad, su
etiologia en determinados casos sigue siendo incier-
ta. Una vez diagnosticada, no existe un tratamiento
especifico. Se recomiendan los corticoides, aunque
se han descrito casos de remision espontinea. La
reseccion quirdrgica se deja para casos en los que
hay obstruccion intestinal por inflamacion y cicatri-
zacion secundaria. También se han descrito respues-
tas a antibidticos, la radioterapia y la ciclofosfamida.

Presentacion del Caso

Presentamos el caso de una mujer de 67 anos, sin
habitos toxicos, sin antecedentes médicos de interés
salvo cervicoartrosis y espondilolistesis en tratamien-
to rehabilitador, y una osteoporosis postmenopausi-
ca para la que sigue un tratamiento con bifosfonatos
(BF) desde hace 3 anos, que desarroll6 una panicu-
litis mesentérica que no se justificé por otras causas.

Nuestra paciente, tras 3 anos de tratamiento
con risedronato, comienza con dolor abdominal
difuso de forma global, sin relacion con las comi-
das y con episodios de exacerbaciones frecuentes
durante un periodo de tiempo de unos 2-3 meses.

En una de las exacerbaciones la paciente ingresa
y se le realiza, entre otras pruebas, una Tomografia
Axial Computarizada (TAC) abdominal en el que
se pone de manifiesto la paniculitis mesentérica
(Figura 1).

Tras descartar razonablemente otras etiologias
clinicas de la paniculitis mesentérica (Tabla 1)°, se
suspenden los BF que tomaba y se reevalia a los
6 meses con un nuevo TAC abdominal de control,
en el que se observa una resolucion completa de
las lesiones inflamatorias abdominales que presen-
taba en el TAC previo (Figura 2).

Discusion

No existen casos similares descritos en la literatura,
ni hemos encontrado en los ensayos clinicos de
referencia de bifosfonatos: FIT, VERT, BONE, HORI-
ZON®, casos de paniculitis mesentérica, aunque si
se ha asociado su uso mas clasicamente a otros pro-
cesos inflamatorios. Se han descrito casos de efectos
secundarios oculares de este grupo de firmacos la
mayoria inflamatorios como uveitis, escleritis y con-
juntivitis®. La conjuntivitis es el efecto adverso ocu-
lar mas frecuente, aunque su incidencia real es muy
baja. En general, responde rapidamente a tratamien-
to topico, incluso si mantenemos el firmaco, aun-
que es mas prudente suspenderlo, al menos de
forma temporal. Otra complicacién, menos frecuen-
te pero potencialmente mas grave, es la uveitis. Su
incidencia es muy baja, entre 2 y 5 casos cada
10.000 pacientes tratados. En general, su localiza-
cion es anterior, aunque hay descrito algtn caso ais-
lado de uveitis posterior. Su apariciéon es muy varia-
ble, con una mediana de dias tras el inicio del far-
maco de 70 dias (entre 1 y 146) y su incidencia es
mayor en pacientes tratados con BF intravenosos.

También se ha observado un aumento en la
predisposicion a sufrir uveitis en pacientes con
enfermedades asociadas, como las espondiloartro-
patias, el sindrome de Behcget, la granulomatosis
de Wegener o la sarcoidosis y/o que sigan trata-
miento con determinados firmacos, en los que el
BP actuaria de factor precipitante!.

Los bifosfonatos son potentes inhibidores de
los osteoclastos ejerciendo una fuerte interaccion
con estas células, produciendo una marcada dis-
minucién de la reabsorcion dsea®.

Con la administracion de bifosfonatos se han
descrito diversos efectos adversos, que parecen
corresponder a “efectos de clase". Dichos efectos
pueden variar de unos bifosfonatos a otros depen-
diendo, entre otros factores, de la via de adminis-
tracion. Entre estos efectos secundarios destacan
las alteraciones del tracto digestivo superior como
esofagitis, ulceras gastricas e incluso hemorragias,
el dolor musculo esquelético, manifestaciones de
tipo gripal, fibrilacién auricular, insuficiencia
renal, hipocalcemia, osteonecrosis del maxilar,
fracturas atipicas de fémur y efectos adversos ocu-
lares como conjuntivitis, uveitis, iritis, episcleritis,
esclertitis o queratitis®®. No se ha encontrado en la
literatura asociaciéon con alteraciones del tejido
adiposo tipo paniculitis mesentérica.

Conclusiones

La paniculitis mesentérica sigue siendo hoy en dia
una entidad nosolégica en muchos casos inciden-
tal y controvertida. El analisis retrospectivo de
muchas series ha identificado posibles factores de
riesgo y multitud de agentes etiologicos. Serian
necesarios mas estudios y mds casos descritos
como el nuestro para poder asociar con mas fir-
meza el uso de los BF con zonas de inflamacion
del tejido adiposo del mesenterio. Si bien si que
han demostrado su efecto “proinflamatorio” en
otros 6rganos, sobre todo a nivel ocular, como
hemos desarrollado anteriormente.
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Figura 1. Corte de TAC abdominal donde se observa
area de paniculitis en raiz de mesenterio

Figura 2. Corte de TAC abdominal 6 meses después.
No se observan areas de paniculitis mesentérica

Tabla 1. Diagnéstico diferencial de la paniculitis mesentérica

Tumores carcinoides Linfomas
Reaccion a cancer adyacente o absceso cronico Lipomas
Amiloidosis Liposarcoma

Tumores desmoides

Carcinomatosis peritoneal

Enfermedades infecciosas (tuberculosis e histoplasmosis)

Fibrosis peritoneal

Mesotelioma peritoneal

Histoplasmosis

Linfosarcomas

Sarcoma retroperitoneal

Inflamacién crénica por cuerpo extraino

Linfangioma

Enfermedad de Whipple
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Resumen

La osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica caracterizada por disminucion de la densidad
mineral 6sea con alteraciones de la microarquitectura del hueso y aumento del riesgo de fractura. Se ha
demostrado que depende de procesos fisiologicos y secundarios a otras patologias como son las enfer-
medades reumaticas, e incluso asociado al uso de glucocorticoides siendo esta la causa mas frecuente de
osteoporosis asociada a firmacos, y que a su vez representa una problemadtica de gran magnitud en la
actualidad. Debido a esto, se presenta esta revision con el fin de recalcar la importancia clinica de la osteo-
porosis en las enfermedades reumadticas e inducidas por glucocorticoides.

Palabras clave: osteoporosis, enfermedades reumaticas, glucocorticoides.

Osteoporosis in rheumatic diseases and glucocorticoid induced

Summary

Osteoporosis is a systemic skeletal disease characterized by low bone mineral density, changes in bone
microarchitecture and increased risk of fracture. It has been shown that depends on physiological pro-
cesses and secondary to other pathologies and associated with the use of glucocorticoids, the latest being
the most common cause of osteoporosis associated to drugs, this may be represent a great magnitude
public health issue. This review is presented in order to emphasize the clinical importance of osteoporo-
sis in rheumatic diseases and glucocorticoid-induced osteoporosis.

Key words: asteoporosis, rheumatic diseases, glucocorticoids.



Introduccion

La osteoporosis es una enfermedad esquelética
sistémica caracterizada por disminucion de la den-
sidad mineral 6sea con alteraciones de la microar-
quitectura del hueso y aumento del riesgo de frac-
tura. Es de origen multifactorial, participando en
su etiologia factores genéticos y ambientales.

Se clasifica como primaria cuando depende de
procesos fisiologicos, como es el caso de la meno-
pausia y envejecimiento normal, y secundaria
cuando esta condicionada por otras patologias o
en relacion a medicamentos, como es el caso de
las osteoporosis secundarias a enfermedades reu-
maticas y la osteoporosis inducida por glucocorti-
coides (OIG).

El amplio uso de los glucocorticoides en la
actualidad ha provocado que la OIG sea la causa
mas frecuente de osteoporosis inducida por far-
macos, constituyendo asi un problema de gran
magnitud a nivel mundial. Se ha estimado que
aproximadamente el 0,5% de la poblacion general
y el 1,7% de las mujeres mayores de 55 anos reci-
ben glucocorticoides orales y, a pesar de que exis-
ten métodos diagnosticos y medidas adecuadas
para prevenir la OIG, menos del 14% recibe algin
tipo de tratamiento para evitar la pérdida de masa
Osea debido a los glucocorticoides'.

En pacientes con enfermedades reumdticas
como la artritis reumatoide (AR), el lupus eritema-
toso sistémico (LES), la espondilitis anquilosante
(EA), la polimialgia reumdtica, y las vasculitis,
entre otras, la osteoporosis es una comorbilidad

Figura 1. Regulacion y formacion de los osteoclastos
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asociada. Esto puede ser debido al uso de gluco-
corticoides por largos periodos de tiempo como
parte de la terapia habitual de estas patologias, o
también puede estar asociado a la actividad infla-
matoria de la enfermedad y su impacto sobre el
hueso; en cualquier caso, estos pacientes son mas
propensos a sufrir fracturas por fragilidad, lo que
conlleva una disminucién de la calidad de vida'.

La relevancia clinica de la osteoporosis en las
enfermedades reumdticas estd subestimada. Los
estudios han demostrado que los pacientes con
AR que reciben glucocorticoides orales, y que se
sometieron a una densitometria 6sea de control,
presentaron osteopenia/osteoporosis en un 23%
de los casos, y de ellos el 42% recibi6 al menos un
medicamento para reducir la pérdida de hueso®.

Esto demuestra una apreciacion insuficiente del
problema clinico y una falta de consenso sobre la
deteccion y el tratamiento de osteoporosis en las
enfermedades reumaticas.

Efectos de la inflamacion en el recambio 6seo
Los determinantes de la inflamacién sobre el
hueso son las citoquinas proinflamatorias. Asi, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las inter-
leuquinas (O0L) 1 y 6 (IL-1 e IL-6) favorecen la
resorcion Osea, al promover directa o indirecta-
mente la osteoclastogénesis. La IL-17 aumenta la
expresion del ligando del receptor activador para
el factor nuclear K B (RANK-L), que a su vez es
parte fundamental del proceso de resorcidon Gsea
(Figura 1).
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El TNF actda en las vias de senalizacién proin-
flamatorias dentro de las articulaciones, influyen-
do en el recambio 6seo, al mismo tiempo que
parece estar involucrado en el desarrollo de ero-
siones Oseas y la progresion de la osteoporosis.
Ademas, se ha demostrado que el TNF promueve
la formacion de células preosteclisticas que
expresan el receptor activador para el factor
nuclear k B (RANK), promueve la sobreexpresion
de RANK-L respecto de la osteoprotegerina (OPG)
e inhibe la maduracién y funcién de los osteoblas-
tos, debido a que aumenta la expresion de los
fibroblastos sinoviales®.

La relacion entre las citoquinas proinflamato-
rias y la resorcion estd bien establecida; sin
embargo, no existe evidencia suficiente acerca de
la relacion entre las citoquinas y la formacion de
hueso. Se conoce que las IL-4, IL-12, IL-8 y el
interferéon promueven la formaciéon 6sea debido
al aumento de la relacion OPG/RANKL, inhibien-
do asi la osteoclastogénesis’.

Por otro lado, el osteoblasto produce citoqui-
nas; en su estado inmaduro promueve la forma-
cion de RANK-L y en su estado maduro la produc-
cion de OPG, dejando en evidencia que el proce-
so de maduracién de los osteoblastos es funda-
mental para equilibrar la relacién entre el proceso
inflamatorio y la masa 6sea®.

Rifas y Weitzmann descubrieron una citoquina
y la llamaron factor de secreciéon osteoclastogéni-
ca activador de células T (SOFAT), y demostraron
que induce la produccion osteobldstica de IL-6 y
la formacion de osteoclastos en ausencia de oste-
oblastos o RANKL, y que es insensible a los efec-
tos de la OPG; esto demuestra que SOFAT es un
potente inductor de la produccion de IL-6, jugan-
do un papel fundamental en la respuesta inflama-
toria local, y puede exacerbar indirectamente la
destruccion Osea en la artritis reumatoide median-
te multiples procesos mediados por la IL-6'.

Los procesos inflamatorios agudos y cronicos en
las enfermedades reumaticas generan dano 6seo
debido a que la inflamacién incrementa el nimero
y la actividad de los osteoclastos y, al mismo tiem-
po, la activacion de las células T. Durante procesos
infecciosos aumenta la produccion de RANKL, que,
a su vez, estimula la osteoclastogénesis. Se ha
demostrado que la aplicacion de OPG puede rever-
tir este efecto en patologias como la AR y la perio-
dontitis®.

Osteoporosis en enfermedades reumaticas
especificas

Se conoce que los sujetos con antecedentes de
enfermedades autoinmunes cronicos tienen un
mayor riesgo de desarrollar osteoporosis por dife-
rentes causas, como pueden ser alteraciones espe-
cificas que inciden en el metabolismo 6seo, con
induccion de pérdida y en ocasiones por inhibi-
cion de formacion, o por cumplir factores de ries-
go clésicos, como son: sexo (predominio en muje-
res), poca actividad fisica, enfermedad de base,
tabaquismo, bajo indice de masa corporal IMC),
déficit de vitamina D, etc. (Tabla 1).

El Foro Multidisciplinar en el Manejo del
Paciente con Alto Riesgo de Fractura Osteopordtica
(ARF) ha sugerido clasificar los factores de riesgo
de la siguiente manera®:

- Claves: edad superior a los 70 anos, anteceden-
tes de fractura previa por fragilidad (vertebral o de
cadera), ingesta de glucocorticoides (7,5 mg/dia
durante 3 meses o mas) y DMO (T-score <3).

- Importantes: antecedentes maternos de frac-
tura de cadera, IMC =20, caidas frecuentes en per-
sonas de edad avanzada, mediciones bajas en acti-
vidad y funcién fisica.

- Moderados: niveles de 25(OH)-vitamina D <30
ng/dl, algunos factores nocivos relacionados con el
estilo de vida (tabaquismo, ingesta excesiva de alco-
hol, sedentarismo o consumo excesivo de café).

Artritis Reumatoide (AR)

La AR es una enfermedad inflamatoria autoinmu-
ne de origen desconocido que es mis frecuente
en mujeres jovenes, entre la tercera y quinta déca-
das de la vida'. Es una enfermedad deformante e
invalidante que afecta directamente la articulacion
provocando, erosiones oOseas, que terminan por
lesionar la articulacién y como resultado se produ-
ce deformidad articular.

La osteoporosis es una complicacién habitual
de la AR, y se clasifica de la siguiente manera':

- Yuxtaarticular: temprana y secundaria a fac-
tores locales.

- Generalizada: tardia y de origen multicausal
(reposo, drogas, actividad de la enfermedad,
grado de alteracion funcional y deterioro de la
masa muscular).

La frecuencia de osteoporosis en la AR es
variable; un estudio realizado por Sinigaglia y cols.
reporté una incidencia de osteoporosis del 10-56%
en pacientes con AR’ Forblad agregd que este
rango dependerd de la poblaciéon estudiada, y
recalco la importancia del dano articular en la AR
y la osteoporosis generalizada™.

Los pacientes con AR tienen mayor riesgo de
sufrir fracturas en comparacion con la poblacion
general. Un estudio retrospectivo con 30.262
pacientes demostré que tienen mayor riesgo de
fractura de cadera (RR=2,0) y de columna (RR=2,4)
vs. el grupo control, y el riesgo aument6 debido al
uso prolongado de corticoides (RR=3,4)".

El alto riesgo de fractura en pacientes con AR
también se ha asociado a factores especificos de la
enfermedad" (Tabla 2).

El uso de corticoides es un predictor independien-
te de la disminucion de masa 6sea a nivel lumbar y
femoral. Un régimen de esteroides a dosis bajas (5 mg
de prednisona) se asocia con un aumento del 50% en
el riesgo de osteoporosis'. Esto demuestra que el tra-
tamiento con corticoides orales de mas de 5 mg de
prednisona es capaz de reducir la masa 0sea con un
rapido aumento en el riesgo de fractura durante el
periodo de tratamiento™. Teniendo en cuenta este
factor de riesgo el comité del American College of
Rbeumatology (ACR) recomienda el cribado de oste-
oporosis mediante la DMO e instaurar tratamiento en
pacientes con valores de T-score <1,0, de preferencia



con bifosfonatos y suplemen-
tos de calcio y vitamina D. Se
debe monitorizar a estos
pacientes anualmente y el tra-
tamiento debe continuar mien-
tras recibe glucocorticoides”.

Estudios longitudinales y
transversales han demostra-
do que los farmacos modifi-
cadores de la enfermedad
(DMARDSs), como el metro-
texate, no tienen efectos
adversos sobre la masa
Osea®. La terapia con anti-
TNF (infliximab) ha demos-
trado efectos positivos frente
la masa 6sea”; se cree que el
efecto protector 6seo no
solo se debe a la disminu-
cion de la actividad de la
enfermedad, sino también al
papel que juega la citoquina
TNF en la osteoclastogéne-
sis®#. En cuanto al tocilizu-
mab (inhibidor de la IL-6),
su papel es fundamental, ya
que la IL-6 interviene en el
proceso inflamatorio y osteo-
clastogénico®.

El estudio CAMERA II,
analiz6 a pacientes con AR
temprana que estaban bajo
un tratamiento con metrote-
xate y 10 mg de prednisona y
se les anadié 500 mg de cal-
cio, 400 UI de vitamina D y
alendronato/risendronato
durante dos anos; mediante
DMO se demostré un aumen-
to de masa 6sea en columna
lumbar del 2,6% durante el
primer afio de tratamiento
profilactico sin importar el uso
de glucocorticoides, demos-
trando que la adicion de 10
mg de prednisona diarios en
un tratamiento basado en
metrotexate no conduce a la
pérdida 6sea en los pacientes
con AR temprana®.

Es evidente que la calidad
de vida de estos pacientes se
ve afectada. Un estudio reali-
zado por Riggs y Melton
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Tabla 1. Perfil de alto riesgo de fractura (ARF). Grupo de Reumatologia

Factores asociados a ARF

v Edad >70 anos

v Fractura por fragilidad previa (sintomdtica o asintomatica)
v DMO baja (T-score <3)

v Antecedente materno de fractura de cadera

v Toma de corticoides <7,5 mg/dia durante mas de 3 meses
v Bajo peso (IMC <19 kg/m?)

Situaciones especiales y comunes en pacientes reumatologicos

v Enfermedad inflamatoria crénica con actividad persistente

v Polimialgia reumdtica y/o arteritis de células gigantes

v Trasplante (distinguiendo entre el pre-trasplante y post-trasplante)
v Utilizacion frecuente de tratamientos que inducen osteoporosis

ARF en pacientes con enfermedades reumatologicas

Osteoporosis inducida por glucocorticoides

v Dosis diaria de corticoides superiores a 15 mg

v Tiempo de tratamiento superior al afio

Artritis reumatoide:

Mujer postmenopdusica (especialmente con mds de 65 afos)

DMO similar al riesgo de osteoporosis postmenopausica

Tratada con corticoides a dosis superiores a 15 mg/dia

Indice de discapacidad alto

Enfermedad extendida

Poca actividad fisica

Espondilitis anquilosante:

v Pacientes con una enfermedad de mas de 10 afios de evolucion

v Varén >30 anos, tratado con corticoides

v Acusada pérdida de DMO en los primeros 5 anos, con una
enfermedad extendida

v Episodios de lumbalgia en los Gltimos 6 meses

v Enfermedad inflamatoria intestinal asociada

Lupus eritematoso sistémico:

v Mujer postmenopausica, con una enfermedad de larga evolucion

v Inicio después de los 30 anos

v Poco expuesta al sol

v Utiliza filtros solares

v DMO baja en cadera

Esclerosis sistémica:

v Edad >50 anos

v Mujer

v Menopausia precoz

v Indice de masa corporal <25

v Uso de corticoides sistémicos

Polimialgia reumatica/arteritis de células gigantes:

v Edad >60 anos

v Limitacién funcional (poca actividad fisica)

v Uso de corticoides sistémicos (dosis acumulada elevada)

v Disminucion de la fuerza

v DMO reducida

LKL«

demostré que una fractura de cadera tiene un rango
de mortalidad del 10-20% en los 6 meses subse-
cuentes, el 50% de estos pacientes no podrin cami-
nar sin ayuda de objetos externos como bastones,
andadores, etc., y el 25% de ellos necesitaran ayuda
domiciliaria durante largos periodos®.

Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
El LES es una enfermedad autoinmune de origen
desconocido que se presenta con mayor frecuen-

cia en mujeres jovenes’. La osteoporosis es tam-
bién una enfermedad asociada, y probablemente
causada por los tratamientos que generan un
efecto negativo sobre el hueso o por disfuncion
ovarica inducida por algunos inmunosupreso-
res*.

La pérdida de masa 6sea en LES podria ser el
resultado de varios mecanismos, aquellos que
dependen de la propia enfermedad y los que
estan relacionados con el tratamiento (Tabla 3).



a REVISION / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):38-49

Tabla 2. Perfil de alto riesgo de fractura (ARF). Artritis Reumatoide

Muy relevantes

v Edad >70 anos
v DMO baja (T-score <3)

v 1a existencia previa de al menos 2 fracturas vertebrales o fractura de cadera

Relevantes

v Mas de 2-3 caidas al ano

v Uso de corticoides orales a dosis de 7,5 mg/dia durante al menos

3 meses
v IMC <19 kg/m

v Antecedentes familiares de fractura de cadera
v Consumo de tabaco >10 cigarrillos/dia

Tabla 3. Posibles mecanismos de pérdida de masa 6sea en el LES

tes y la pérdida de masa
Osea, se cree que la defi-
ciencia se debe a la exposi-
cién solar reducida por la
fotosensibilidad de estos
pacientes, ademas del uso
de corticoides y la insufi-
ciencia renal®. El mecanis-
mo por el cual estos pacien-
tes tienen una menor absor-
cioén de calcio radica en una
disminucion de la transfor-
macioén de 25(OH)-vitamina
D a 1,25(OH),-vitamina D
(calcitriol). Esta asociacion
ha sido demostrada en estu-
dios transversales®?', de ahi
la importancia de la deter-
minaciéon de los niveles de
25(OH)-vitamina D en pacien-
tes con LES.

Los pacientes con LES y
compromiso neurologico (epi-
lepsia, accidentes cerebrovas-
culares, etc.) comprenden el

Dependientes de la enfermedad Dependientes del tratamiento
v Movilidad reducida v Corticoides a largo plazo
v Insuficiencia renal v Medicamentos inmunosupresores
v Factores endocrinos Azatioprina
v Amenorrea Ciclofosfamida
v La menopausia prematura Ciclosporina
v Bajos niveles plasmaticos de v Anticoagulacién crénica
andrégenos v Falta de exposicion solar
v Hiperprolactinemia
v Induccion de citoquinas
de resorcion 6sea

grupo de mayor riesgo de frac-
turas; esto es debido a que
son mas propensos a las cai-
das y a los efectos adversos

El mecanismo responsable de la pérdida de
masa Osea en los pacientes con LES que reciben
corticoides es el aumento marcado de resorcion
6sea y el déficit de maduraciéon del osteoblasto,
asi como la mineralizacién 6sea. La DMO comien-
za a descender a partir del tercer mes de uso de
glucocorticoides y avanza rapidamente hasta los
seis meses; a partir de este periodo, la curva des-
ciende de forma gradual®.

Un estudio realizado por Houssiau y cols. en
mujeres pre-menopausicas con diagnoéstico defini-
tivo de LES, demostré que los pacientes que no
habian recibido corticoides tenfan una DMO de
cadera mas baja en comparacion con los controles
sanos, lo que indica que la enfermedad por si sola
es un factor de pérdida de hueso®.

Una revision sistematica realizada por Wang y
cols. demostré que los pacientes con LES tienen
niveles inferiores de DMO que la poblacion en gene-
ral, y que no solo ocurre en un lugar especifico, sino
que existe pérdida de masa 6sea en todos los luga-
res estudiados (cuello de fémur, columna lumbar y
cadera). Ademas se demostré un incremento del
riesgo de fractura (RR=1,97)7.

Jacobs y cols., en un estudio prospectivo de 6
anos de seguimiento en pacientes con LES, demos-
traron una asociacion entre la pérdida de DMO en
columna lumbar y el uso de corticoides a altas
dosis. Ademas se demostré una pérdida de masa
6sea con el uso de inmunosupresores y antimalari-
cos de base®.

En cuanto a la asociacion entre los niveles
séricos inferiores de vitamina D en estos pacien-

de los antiepilépticos®.

Espondilitis Anquilosante (EA)

La EA forma parte del grupo de las espondiloar-
tropatias seronegativas (SpA), un grupo de trastor-
nos articulares inflamatorios que incluye, ademas,
la artritis psoriasica, la enfermedad inflamatoria
intestinal y la artritis reactiva. La EA es la forma
tipica de las SpA con sintomas relacionados con
artritis, entesitis, sacroilitis, entre otros. La localiza-
cion de la enfermedad primaria se cree que es la
entesis, es decir, la zona en la que los tendones y
los ligamentos se insertan en el hueso®.

El compromiso axial genera un impacto nega-
tivo 6seo y aumenta el riesgo de fractura vertebral
debido a la inflamaciéon continua, que da como
resultado una disminucion de la masa 6sea y la
anquilosis progresiva, junto con la proliferacion
6sea®.

La osteoporosis puede ocurrir debido a la inac-
tividad fisica, la disminucién de la movilidad de la
columna relacionada con el dolor, la rigidez y la
anquilosis, ademds de la participaciéon subclinica
de la enfermedad intestinal*.

La prevalencia de la osteoporosis en la EA es
de aproximadamente un 14-27% en columna ver-
tebral y un 4-14% en cadera®*. Mediante la utili-
zacion de las definiciones visuales y morfométri-
cas del tamano vertebral, la prevalencia de fractu-
ras en este grupo de pacientes es del 10-30%7%,

Prieto y cols. demostraron una fuerte asocia-
cion entre la EA y las fracturas vertebrales. Estos
pacientes tienen 5 veces mds riesgo de fractura en
comparaciéon con un grupo control; ademas,
observaron que los primeros 2,5 anos de evolu-



cion de la enfermedad son criticos debido a que
el pico de riesgo de fractura aumenta, y se cree
que es secundario al estado inflamatorio®. Estos
datos son similares a los expuestos por Van der
Wijden y cols., lo que sugiere que las fracturas en
la EA estan asociadas a exacerbaciones de la
enfermedad. Ademads, demostraron que las fractu-
ras vertebrales fueron mas frecuentes en hom-
bres®.

Es importante recalcar que este grupo de
pacientes tiene un riesgo elevado de sufrir fractu-
ras vertebrales; sin embargo, no tienen mayor ries-
go de fracturas no-vertebrales.

Artritis Psoriasica (APs)

La APs también forma parte de las espondiloartro-
patias seronegativas. Los estudios sobre la afecta-
cién 6sea en estos pacientes son escasos, proba-
blemente porque la frecuencia de la enfermedad
es menor que la de la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico; sin embargo, se ha demos-
trado que existe una relacion entre los marcadores
inflamatorios (TNF, IL-6, interferén-gamma o IFN-y)
y la pérdida de masa 6sea®.

Keller y cols. demostr6 que el grupo de
pacientes con APs severa tienen valores de pérdi-
da de masa Osea inferiores a aquellos pacientes
con APs leve-moderada, dejando en evidencia que
el factor inflamatorio juega un papel fundamental
en la resorcion 6sea®.

Dreiher y cols. analizaron 7.939 pacientes con
psoriasis. La prevalencia de osteoporosis fue signi-
ficativamente mayor frente al grupo control y mas
frecuente en mujeres. Sin embargo, se observo
que en el grupo de hombres la osteoporosis fue el
resultado de la enfermedad sistémica (APs), mien-
tras que en las mujeres se demostré que era a
causa de una deficiencia de estrogenos. Ademais
se destac6 que las mujeres son diagnosticadas
antes que los hombres debido a que, por lo gene-
ral, las mujeres son referidas a una evaluacion
Osea de manera rutinaria®.

Osteoartrosis (OA)

La osteoartrosis es una enfermedad degenerativa
que se presenta habitualmente por encima de los
45 anos y cuyo origen es multifactorial, siendo la
enfermedad articular mas frecuente’.

La artrosis, junto con la osteoporosis, represen-
tan las dos etiologias que afectan la estructura
Osea y articular en la poblacién anciana y a su vez
son la primera causa de deterioro de la calidad de
vida®.

Yoshimura y cols. realizaron un estudio de
seguimiento de 10 anos en pacientes con artrosis
lumbar y osteoporosis. La incidencia acumulada
de artrosis lumbar en 10 anos dentro del rango de
edad de 40-79 anos fue del 25,8% en hombres y el
45,2% en mujeres. A su vez, existié una relacion
significativa entre la presencia de osteoporosis
lumbar y la incidencia de artrosis lumbar®.

La relacion inversa de la artrosis y osteoporo-
sis ha sido debatido durante afnos. Zhang y cols.
comprobaron las estructuras mecdnicas y microes-
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tructurales del hueso trabecular subcondral de
mujeres postmenopausicas con artrosis y osteopo-
rosis, mediante la determinacién del volumen
0seo fraccional y la densidad mineral 6sea. El
grupo de pacientes con artrosis demostrd tener
mayor volumen 6seo fraccional frente al grupo de
pacientes con osteoporosis. Sin embargo, la rela-
cién con la densidad 6sea no fue significativa®.

En cuanto a la produccion de fracturas, en
estos pacientes se cree que el factor causal son las
caidas. Un estudio longitudinal mundial de osteo-
porosis determiné que aproximadamente el 40%
de la poblacién estudiada presenté artrosis, y la
relacion directa con las fracturas no fue significa-
tiva después del ajuste por caidas incidentales. Sin
embargo, el riesgo relativo ajustado para la osteo-
artrosis como predictor de caidas fue de 1,24 (IC
del 95%, 1,22 - 1,26; p<0,0001). Ademas, las muje-
res postmenopausicas con artrosis tenian un 25%
mds riesgo de caida que el grupo de mujeres sin
presencia de ella®.

Osteoporosis inducida por glucocorticoides
(0IG)
La OIG es la causa mas comuin de osteoporosis
secundaria. Se ha demostrado que el tratamiento
prolongado con 2,5-5 mg diarios de prednisolona
eleva el riesgo de fractura vertebral y de cadera'®*.

La OIG afecta con mayor frecuencia las areas
de hueso trabecular (columna lumbar y fémur
proximal). Las fracturas pueden ocurrir en aproxi-
madamente el 30-50% de los pacientes que reci-
ben corticoides de manera prolongada™.

En la tabla 4 se describen algunos factores de
riesgo para la OIG.

Fisiopatologia
Los glucocorticoides tienen un efecto directo e

indirecto sobre el metabolismo al bloquear las
acciones de la vitamina D y la absorciéon de calcio,
lo que conlleva a una disminucién del calcio séri-
co y un aumento de los niveles de parathormona
(PTH)*. Sin embargo, la elevacion de la PTH no
explica en su totalidad la pérdida 6sea por expo-
sicion a glucocorticoides®.

Durante el periodo inicial de tratamiento con
corticoides aumenta la resorcion o6sea, lo que
genera una disminucién brusca de la densidad
6sea y aumenta el riesgo de fractura®.

El mecanismo especifico por el cual los corti-
coides inducen la resorcion Gsea es por la activa-
cion del receptor RANKL vy el factor estimulante de
macrofagos (MCSF); estos dos componentes son
parte fundamental de la osteoclastogénesis junto
con la disminucion del receptor de OPG™.

En cuanto a la formacién Osea, esta se ve
afectada debido a la inhibicién de las células
precursoras de osteoblastos y a un aumento de
la apoptosis osteobldstica®. Ademas, se produce
una inhibicién de la funcion de los osteoblastos
maduros y una supresion de los factores de cre-
cimiento (IGF1) en las células 6seas, junto con
un aumento de la apoptosis de los osteocitos?*
(Tabla 5).
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Tabla 4. Factores de riesgo para osteoporosis inducida por glucocorticoides

AN N N NN NN S N N N NN

Historia personal de fractura

Historia de fractura en pariente de primer grado
Fumador actual

Bajo peso (<57 kg)

Edad avanzada

Menopausia temprana

Baja ingesta de calcio

Actividad fisica inadecuada

Alcoholismo

Caidas recientes

Demencia

Déficit visual

Pobre estado de salud: enfermedad crénica
Niveles de densidad 6sea disminuidos

Tabla 5. Osteoporosis por glucocorticoides: efectos sobre el hueso

Osteoblastos v Osteoblastogénesis disminuida

v Aumento de apoptosis

v Disminucioén continua y temprana de:
Osteoblastos trabeculares
Capacidad sintética
Formacién 6sea

Osteocitos

Aumento de apoptosis
Circulaciéon canalicular disminuida
Disminucién en la calidad 6sea
Osteonecrosis

LSS«

Osteoclastos

Osteoclastogénesis aumentada

Aumento transitorio y temprano de:
Supervivencia de los osteoclastos
Osteoclastos trabeculares
Resorcion Osea

<<

Tabla 6. Evaluacion de osteoporosis secundarias

AN N N

LSS«

Evaluacion inicial

Historia detallada para determinacién de posibles factores de riesgo
Evaluacion de estado nutricional

DMO

Radiografia de columna lumbar y toracica (si hay pérdida de
estatura >1,5 in (=3,8 cm)

Biometria hematica

Calcio, fésforo, 25(OH)-vitamina D, albimina y creatinina sérica
FSH, LH y prolactina

Marcadores de resorcion y formacion 6sea

Evaluacion

Calcio

Tratamiento

Es comuin encontrar en estos
pacientes niveles suboptimos
de vitamina D y calcio. Debido
a esto, se debe implementar un
tratamiento de correccion de
estos niveles.

En los pacientes que ini-
cien tratamiento con glucocor-
ticoides durante mas de 3
meses a dosis >5 mg/dia, es
necesario instaurar tratamiento
preventivo de pérdida de masa
Osea, y en aquellos pacientes
que ya estan siendo tratados se
debe realizar una densitome-
tria 6sea, con el fin de valorar
la reduccion de masa 6sea y el
posible riesgo de fractura”®.

Debido al incremento de
uso de corticoides y la preva-
lencia de osteoporosis secun-
daria, varias sociedades inter-
nacionales han descrito guias
de tratamiento; sin embargo,
no existe un consenso mun-
dial al respecto™*. En el 2010
el ACR (American College of
Rbheumatology) publicé unas
guias para el manejo de la
OIG de acuerdo al FRAX®
(Figuras 2 y 3)*.

Tratamiento no farmacologico
El manejo y prevencion de la
OIG en cuanto al tratamiento
no farmacologico, es similar al
de osteoporosis primaria, y
consiste en eliminar los facto-
res de riesgo modificables™:

- Tabaquismo.

- Consumo de alcohol (=3
unidades/dia).

- Sedentarismo (consumo
de energia <1.682 kcal/dia).

- Dieta elevada en sodio
(principalmente en presencia
de hipercalciuria).

- Indice de masa corporal
disminuido.

Los pacientes con edad
avanzada, requieren de ayuda
especial para evitar caidas, las
cuales son el principal factor
de riesgo para fracturas.

Los pacientes con osteoporosis deben ser investi-
gados de acuerdo a las posibles causas que desen-
cadenan la pérdida de masa Osea (Tabla 6).
Durante el examen fisico es importante medir la
altura del paciente y comparar con mediciones
anteriores, con el fin de evaluar posibles fracturas
vertebrales asintomaticas.

El calcio y la vitamina D son elementos nutricio-
nales considerados esenciales en cualquier opcién
terapéutica para la osteoporosis.

Se ha demostrado que el uso de carbonato de
calcio a una dosis de 1.000 mg/dia, no previene la
pérdida de masa Osea ni disminuye el riesgo de
fractura en pacientes que iniciaran tratamiento
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Figura 2. Manejo de pacientes de ambos sexos >50 anos que estin iniciando o recibiendo terapia con gluco-

corticoides (GC)

Evaluar los posibles factores de riesgo para OIG

Y

Determinar el riesgo de fractura (FRAX)

Y

v

Y

Bajo riesgo
v Dosis GC <7,5 mg/dia:
tratamiento no
farmacolégico
v Dosis >7,5 mg/dia:
bifosfonatos (alendronato,
risendronato,

Riesgo moderado
v Dosis GC <7,5 mg/dia:
alendronato o risendronato
v Dosis >7,5 mg/dia:
alendronato, risendronato
o ac. zoledrénico

Alto riesgo
v Dosis de GC <5 mg/dia
por <1 mes: alendronato
o ac. zoledrénico
v Dosis de GC >5 mg
por =1 mes: alendronato,

ac. zoledrénico)

risendronato, ac. zoledrénico
o teriparatide

Evaluar a estos pacientes periodicamente

prolongado con corticoides, principalmente en
mujeres post-menopausicas. Debido a esto no
esta indicado para prevenciéon primaria®; sin
embargo, como prevencion secundaria se ha evi-
denciado que existe un mantenimiento de los
niveles de DMO en columna lumbar en mujeres
post-menopausicas con el uso de 500 mg/dia de
carbonato de calcio acompanado de 0,25 pg/dia
de calcitriol”.

Vitamina D

Las formas activas de la vitamina D (alfa-calcidol y
calcitriol) y las no activas (colecalciferol y ergocal-
ciferol) previenen la pérdida de masa 6sea en
usuarios crénicos de glucocorticoides™.

El uso de calciferoles previene la reduccion de
masa 6sea, pero no reducen la incidencia de frac-
turas”. En contraste con las formas no activas, el
uso de alfacalcidol a una dosis de 0,25-1,0 pm/dia
mas 500 mg/dia de calcio previene la reduccion
de masa Osea y disminuye el riesgo de fractura
(vertebral y no vertebral)®.

La combinacién de calcio y alfa-calcidol ha
sido la tnica que ha demostrado una reduccién
significativa de riesgo de fractura vertebral; sin
embargo, no muestra efecto en cuanto a fracturas
no vertebrales®.

Estudios aleatorizados han demostrado que
una dosis de 700-800 UI de vitamina D reduce el
riesgo de fractura de cadera y fracturas no verte-
brales en pacientes de edad avanzada®. Para adul-
tos mayores de 50 anos, la National Osteoporosis
Foundation recomienda 800-1.000 UI de vitamina
D por dia. No obstante, algunos expertos reco-
miendan 1.000-2.000 Ul diarias, siendo 4.000
Ul/dia el limite de seguridad®.

Bifosfonatos

El uso de bifosfonatos ha demostrado un efecto
positivo en la pérdida de masa 6sea en pacientes
que han sido tratados con glucocorticoides duran-
te periodos prolongados®.

En estudios controlados de 3-5 anos de obser-
vacion, se ha demostrado que los bifosfonatos
reducen las fracturas vertebrales y no vertebrales
incluyendo la de cadera®. En un metaanalisis rea-
lizado por Kanis y cols. se evidencié que existe
una reduccion significativa de fracturas no verte-
brales en comparacién con el grupo control®.

Se recomienda el uso de bifosfonatos durante los
primeros dos anos de la OIG, pero no existe sufi-
ciente evidencia para un tratamiento a largo plazo®.

Los bifosfonatos han sido durante los ultimos
anos los farmacos de eleccion mas utilizados para el
tratamiento de la osteoporosis. Los bifosfonatos apro-
bados para el tratamiento de osteoporosis inducida
por glucocorticoides son: etidronato, alendronato,
risedronato y 4cido zoledrénico. Dentro de las con-
traindicaciones a la terapia se incluyen la hipersensi-
bilidad o la hipocalcemia; ademas, deben ser mane-
jados bajo vigilancia en aquellos pacientes con una
funcion glomerular deficiente (=30 ml/min de tasa de
filtrado glomerular para risendronato o ibandronato y
=35 ml/min para alendronato y zoledronato)®.

El uso de alendronato 5-10 mg/dia durante 48
semanas, ha demostrado incrementar la masa
6sea®®. Un estudio realizado por Adachi y cols.
demostré un aumento de densidad mineral 6sea
de columna lumbar en un 2,8% (5 mg/dia) y 3,9%
(10 mg/dia) en pacientes con terapia prolongada
de glucocorticoides®. Risendronato a dosis de 5
mg/dia incrementa la masa 6sea y también reduce
el riesgo de fractura®.
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Figura 3. Manejo de pacientes de ambos sexos <50 anos que estin iniciando o recibiendo terapia con gluco-

corticoides (GC)
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El acido zoledrénico esta aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration) para el tratamien-
to y prevencion de osteoporosis en hombres y
mujeres postmenopdusicas, asi como de la osteo-
porosis inducida por glucocorticoides. La dosis
adecuada de acido zoledrénico es de 5 mg via
intravenosa en infusién una vez al ano, la cual ha
demostrado reducir el riesgo de fractura de colum-
na, fractura no vertebrales y cadera en mujeres
postmenopausicas con osteoporosis®.

Teriparatida

Teriparatida es un anilogo de la PTH obtenido
mediante la técnica recombinante de ADN (PTH-
1-34). Este agente andlogo aumenta la funcién
osteoblastica y disminuye la apoptosis de los
Osteocitos™.

El uso de teriparatida a dosis de 20 mg/dia sub-
cutdneo debe ser considerado como tratamiento
para la OIG, debido a que aumenta significativa-
mente la densidad mineral 6sea en este grupo de
pacientes, ademas de reducir las fracturas vertebra-
les. Sin embargo, no tiene efecto en fracturas no
vertebrales®.

Debido al alto costo de teriparatida, se reco-
mienda su uso cuando fallan los bifosfonatos®, es
decir, cuando a pesar de recibir tratamiento con
bifosfonatos la masa 6sea sigue disminuyendo;
frente a fracturas en presencia de bifosfonatos; o
si estan contraindicados™.

Denosumab

Denosumab es un anticuerpo frente a RANKL, que
es utilizado para el tratamiento de la osteoporosis
primaria. Sin embargo, el estudio realizado por
Dore y cols. en pacientes con artritis reumatoide
bajo tratamiento con GC, demostré un aumento
de la densidad mineral 6sea y una reduccion de la
resorcion, en comparacion con el placebo™.

Debido a que denosumab no es filtrado por los
rinones, puede ser una opcion terapéutica para los
pacientes con disfuncién renal que no toleren los
bifosfonato™.

El uso de denosumab para el tratamiento de
osteoporosis inducida por GC no ha sido aproba-
do atin, encontrandose su estudio en fase III". Se
necesita mayor evidencia para poder demostrar su
utilidad en la OIG®.

Odanacatib

Odanacatib es un inhibidor de la proteasa catepsi-
na-K la cual induce la degracion 6sea mediante los
osteoclastos™. Un estudio en fase II realizado por
Bone y cols., que utilizaron odanacatib 50 mg una
vez por semana, demostrd un aumento de densidad
mineral 6sea en columna lumbar (5,5% vs. 0,2% en
grupo control) y cadera 5,5% (3,2% uvs. 0,9% en
grupo controD)™. Sin embargo, no existen suficientes
estudios controlados para determinar el uso adecua-
do de este farmaco en OIG, ademas de no haber
sido aprobado por la FDA hasta el momento.



Inhibidores de la Esclerostina

El mecanismo responsable de la inhibiciéon de
formacién 6sea en pacientes con terapia prolon-
gada con glucocorticoides, es la reduccion de la
vida media y actividad de los osteoclastos. Se ha
demostrado que los glucocorticoides alteran la
formacion de células 6seas mediante la reduc-
cion de la proliferacion de osteoblastos y supre-
sion de factores de crecimiento®. Debido a esto,
los nuevos enfoques terapéuticos se basan en
mantener la viabilidad de los osteoblastos y osteo-
citos en presencia de los glucocorticoides.

La esclerostina (Sost) es una proteina produci-
da por los osteocitos y su funcion principal es
inhibir la maduracion del osteoblasto™. Un estu-
dio realizado por Yao y cols. demostré un aumen-
to de la expresion de los genes de la esclerostina
en pacientes expuestos a una terapia con GC
durante 28 dias”.

Se han desarrollado unos anticuerpos mono-
clonales a la esclerostina (Scl-Ab) actualmente
conocidos como romosozumab (AMG 785), blo-
sozumab y BPS804, que inhiben la actividad de
la esclerostina y asi estimular la formacién
osea’™”,

Yao y cols. utilizaron Scl-Ab en modelos de
ratones que estaban expuestos a 4 mg/kg/dia de
metilpredinolosona, y en ellos se evidenciaron
volimenes 6seos de hueso trabecular (Tb-BV/TV)
en columna lumbar y cuello de fémur mis bajos,
menos masa cortical en tercio medio del fémur y
menor resistencia sea cortical, comparado con el
grupo placebo. Ademis, los modelos que recibie-
ron 25 mg/kg de Scl-Ab tuvieron un incremento
del 60-125% de Th-BV/TV y un aumento de la
resistencia vertebral del 30-70%".

Los estudios realizados hasta al momento han
demostrado que los inhibidores de la esclerosti-
na pueden ser una opcion terapéutica futura para
el manejo de pacientes con osteoporosis severa®.

Conclusién

La osteoporosis es una enfermedad esquelética
sistémica caracterizada por disminucion de la den-
sidad mineral 6sea con alteraciones de la microar-
quitectura del hueso y aumento del riesgo de frac-
tura.

Los glucocorticoides son la primera causa de
osteoporosis secundaria, siendo este un factor
independiente de morbilidad y mortalidad en
estos pacientes, debido a que la pérdida progresi-
va de masa 6sea y aumento del riesgo de fractura
se inicia poco después del inicio del tratamiento
con glucocorticoides.

Es importante identificar, y si es posible corre-
gir, los factores de riesgo y comorbilidades en
este grupo de pacientes, iniciar medidas de pre-
vencion y consejos de promocion de la salud
como cambio de habitos, y dar suplementos de
calcio y vitamina D, ademas del tratamiento espe-
cifico.

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