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Resumen

Fundamento y objetivos: La via Wnt y sus inhibidores (esclerostina y Dkk-1) tienen un papel primordial
en la regulacion de la masa Osea y la osteoblastogénesis. El objetivo de este estudio fue analizar el efec-
to del tratamiento con glucocorticoides (GCC) sobre los inhibidores de la via Wnt y su relacion con la
masa 6sea y los parimetros de recambio Oseo.

Metodos: Estudio transversal que incluyo 15 pacientes (9 mujeres y 6 hombres) con una edad media de
51+21 anos al inicio del tratamiento con GCC (27,5 mg/dia, <6 meses). En todos ellos se determiné: escle-
rostina, Dkk-1 séricos y marcadores séricos del recambio 6seo (propéptido N-terminal del procoldgeno I
[PINP], osteocalcina [OC] y telopéptido carboxiterminal del coldgeno tipo T [CTX)), y se les realizé una den-
sitometria 6sea en columna lumbar y fémur (DXA). Los resultados se compararon con un grupo control.
Resultados: La dosis media de glucocorticoides fue de 58+21 mg/dia, en la mayoria de los pacientes indi-
cado por una purpura trombocitopénica idiopatica (73%). Los pacientes tratados con glucocorticoides
tenfan una disminucién de los parametros de formacion 6sea comparado con el grupo control (OC:
7,4%2.8 vs. 24,4+6,2 ng/ml, p<0,01) y una disminucion del Dkk-1 sérico (29,6+23,6 vs. 48,3+15,6 pmol/L,
p=0,02). No se observaron diferencias significativas en los valores esclerostina sérica, aunque ésta se
correlacioné positivamente con la dosis de GCC recibida y la densidad mineral 6sea lumbar.
Conclusion: Contrariamente a lo que sucede en estudios experimentales, el inicio del tratamiento con glu-
cocorticoides se asocia a una disminucion de los valores séricos de Dkk-1. Estos resultados indican la
necesidad de analizar estos inhibidores y su relacion con el remodelado y la masa sea en este proceso
a largo plazo.

Palabras clave: esclerostina, Dkk-1, glucocorticoides.
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Blood sclerostin and Dkk-1 in patients who start treatment with
glucocorticoids. Preliminary results

Summary

Background and objectives: The Wnt pathway and its inhibitors (sclerostin and Dkk-1) have a primary
role in the regulation of bone mass and osteoblastogenesis. The objective of this study was to analyse
the effect of treatment with glucocorticoids (GCC) on the inhibitors of the Wnt pathway and their rela-
tionship with bone mass and the parameters for bone turnover.

Methods: A transverse study including 15 patients (9 women and 6 men) with an mean age of 51+21 years
at the start of treatment with GCC (27.5 mg/day, <6 months). Levels of sclerostin, blood Dkk-1 and blood
markers for bone turnover (procollagen 1 N-terminal propeptide [P1INP], osteocalcin [OC], and carboxy-
terminal telopeptide of collagen type 1 [CTX] ) were determined, and bone densitometry ( DXA) in the
lumbar spine was carried out, in all patients. The results were compared with a control group.

Results: The mean dose of glucocorticoids was 58+21 mg/day, in the majority of patients (73%) indicated
by idiopathic thrombocytopenic purpura. The patients treated with glucocorticoids had a reduction in the
parameters for bone formation compared with a control group (OC: 7.4%£2.8 vs 24.4+6.2 ng/ml, p<0.01)
and a reduction in blood Dkk-1 (29.6£23.6 vs 48.3£15.6 pmol/L, p=0.02). No significant differences were
observed in values for blood sclerostin, although this correlated positively with the dose of GCC recei-
ved and lumbar bone mineral density.

Conclusion: Contrary to what is seen in experimental studies, the start of treatment with glucocorticoids is
associated with a reduction in blood levels of Dkk-1. These results indicate the necessity of analysing these
inhibitors and their relationship with remodelling and bone mass during this process over the long term.

Key words: sclerostin, Dkk-1, glucocorticoids.

Introduccion

El tratamiento con glucocorticoides (GCC) se aso-
cia a una marcada pérdida de masa 6sea y al des-
arrollo de fracturas en las fases iniciales del trata-
miento, siendo ademas, una de las causas mas fre-
cuentes de osteoporosis secundarial. Los GCC
actian especialmente sobre los osteoblastos y
osteocitos, disminuyendo la replicacion, diferen-
ciacion y funcion de los osteoblastos e inducien-
do la apoptosis de los osteoblastos y osteocitos.
Estas alteraciones conducen a la larga a una dismi-
nucién de la formacién y de la calidad o6sea, lo
que constituye el hallazgo mas caracteristico de la
osteoporosis inducida por GCC*".

La via Wnt, una via de senalizacion celular,
tiene un papel fundamental en la modulacion de
la actividad osteoblastica. Esta via esta integrada
por varios componentes que incluyen ligandos,
receptores de membrana, efectores intracelulares
y antagonistas. Los antagonistas de la via Wnt,
entre los que destacan la esclerostina y el Dkk-1,
se unen a los receptores de membrana (funda-
mentalmente LRP-5 y -6) e inhiben la activacion
de dicha via y, consecuentemente, la actividad
osteoblastica.

Estudios experimentales recientes, tanto in
vitro como in vivo, indican que el tratamiento con
GCC disminuye la diferenciacion de los osteoblas-
tos a través de la via Wnt, mediante un aumento
de sus inhibidores, esclerostina y Dkk-1>7. Sin
embargo, actualmente apenas existen datos clini-
cos sobre el efecto del tratamiento con GCC en
dichos inhibidores.

Por ello, el objetivo de este estudio ha sido ana-
lizar los valores séricos de esclerostina y Dkk-1 en
pacientes con inicio reciente de tratamiento con
GCC y valorar su relacion con los marcadores de
remodelado 6seo y la densidad mineral 6sea (DMO).

Pacientes y métodos

Poblacion del estudio

Estudio transversal que incluyé pacientes que ini-
ciaban (<3 meses) tratamiento con dosis superio-
res o iguales a 7,5 mg/dia de prednisona o equi-
valente. Los pacientes fueron remitidos por el
Servicio de Hematologia del Hospital Clinico de
Barcelona (agosto 2010 a enero 2012) y reclutados
de forma consecutiva.

Todos los pacientes cumplieron los siguientes
criterios de inclusion: edad superior a 18 anos y
valores normales de creatinina, funcién hepatica,
calcio y foésforo. Se excluyeron los pacientes que
segufan tratamiento con GCC durante mas de 6
meses, aquellos con enfermedades o procesos que
afectaran el metabolismo 0seo (enfermedad Osea
de Paget, artritis reumatoide, hiperparatiroidismo,
hipercortisolismo, sindrome malabsortivo, tumo-
res malignos, trasplante, embarazo o lactancia
reciente) y/o que siguieran tratamiento con farma-
cos que interfirieran el metabolismo 6seo (bisfos-
fonatos, ranelato de estroncio, moduladores selec-
tivos del receptor estrogénico, calcitonina, terapia
estrogénica, denosumab, osteoformadores, tiazi-
das o anticonvulsivantes).

En todos los pacientes se valoraron los factores
de riesgo de osteoporosis incluyendo: antecedentes
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familiares de fractura de fémur,
historia personal de fracturas,

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes tratados con GCC

consumo de tabaco y alcohol, )
edad de la menopausia, ingesta Paclentef ogieis
; ; ° (n=15)

de calcio por dieta (mg/dia) y
antecedentes de litiasis renal.
Ademas, se recogio la causa del Edad (anos) 51£21
tratamiento con GCC, dosis y la
pauta de tratamiento con GCC Sexo (mujer/hombre) 9/6
(dosis acumulada [mg] y dura-
cién [dias)). Factores de riesgo de osteoporosis:

Los resultados se compara-
ron con un grupo control sano IMC (kg/m?) 2545
de edad y sexo similar.

El estudio se realizé con la Ingesta de calcio por dieta (mg/dia) 5934305
aprobacién del Comité de
Etica del hospital y se ajust6 a Antecedentes de litiasis renal (%) 13
las directrices pertinentes para
la investigacion en humanos. Tabaquismo activo (%) 7
Todos los pacientes firmaron
el consentimiento informado Consumo de alcohol habitual (%) 13
para su inclusion.

Antecedentes familiares:

Determinaciones analiticas
En todos los pacientes se reali- Fractura de fémur (%) 27
zO6 una extraccion sanguinea
entre las 8 y 10 horas de la Pauta de tratamiento con GCC:
manana, tras ayuno nocturno.
Se realiz6 un perfil de bioqui- Dosis diaria de GCC (mg/dia) 58+21
mica que incluia calcio, fosfa-
to, creatinina y fosfatasa alcali- Duracion del tratamiento con GCC (dias) 42424
na total (FA), determinados
por técnicas estandar. Dosis acumulada de GCC (g) 2,5¢1,3

Se determinaron los siguien-
tes marcadores bioquimicos de DMO (g/cm?):
formacion: osteocalcina (OC,
radioinmunoensayo, Elsa-Osteo- Lumbar 1,122+0,156
Cis, Gif-sur-Yvette, Francia) y
propéptido aminoterminal del Cuello femoral 0,927+0,113
procolidgeno tipo I (PINP, méto-
do automatizado Cobas e411, Fémur total 0,958+0,109
Roche), y de resorcion osea:

telopéptido carboxiterminal del
colageno tipo 1 (CTX, método
automatizado  Cobas e4l1,
Roche).

Los valores séricos de esclerostina y Dkk-1 fue-
ron medidos mediante ELISA (Biomedica, Austria),
con un coeficiente de intravariacion de 4-6% y 7-
8% respectivamente, y un coeficiente de interva-
riacion de 5-7% y 9-12%.

mineral Osea.

Densidad mineral osea

La DMO de columna lumbar y fémur fue determi-
nada en todos los pacientes mediante absorciome-
tria dual de rayos X (DXA; Lunar Prodigy,
Radiation Corporation Madison, WI). Las categori-
as densitométricas de riesgo (DMO normal, osteo-
penia y/o osteoporosis) fueron definidas segun
los criterios de la OMS?®.

Andlisis estadistico
Los resultados se han expresado mediante la
media + desviacion estindar de la media (DE). Las

GCC: glucocorticoides; IMC: indice de masa corporal; DMO: densidad

diferencias entre medias de las variables continuas
se analizaron mediante la prueba no paramétrica
de la U de Mann-Whitney, y las diferencias entre
proporciones mediante la prueba de Fisher. Para
valorar asociacion entre variables se utiliz6 el coe-
ficiente de correlacion de Pearson. Los valores
p<0,05 fueron considerados estadisticamente sig-
nificativo. El andlisis estadistico de los datos se
realiz6 mediante el programa SPSS (version 18.0,
Chicago, EE.UU.).

Resultados
Las caracteristicas clinicas de los pacientes inclui-
dos en el estudio se muestran la Tabla 1.

Se incluyeron 15 pacientes (9 mujeres [4 pos-
tmenopausicas] y 6 varones), con una edad media
de 51+21 anos. La dosis media de GCC utilizada
fue de 58+21 mg/dia (rango: 20-100 mg/dia) y la



Figura 1. Niveles séricos de esclerostina y Dkk1 en los pacientes en tratamiento
con GCC (gris) en comparacion con los controles sanos (blanco)
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de esclerostina fueron
similares en ambos grupos

(39,6£233 wvs. 33,8+20,3,

p=0,6) (Figura 1).
En el grupo de pacien-
70 70 —_— tes tratados con GCC, los
g 60 60 valores de esclerostina se
g 50 = 5 correlacionaron de forma
E g 0 positiva con la dosis acu-
g 0 & mulada de GCC (r=0,573
3 30 — 30 p=0,026) y la DMO lum-
£ 20 20 bar (r=0,550, p=0,034)
2 10 A 10 (Figura 2). Los valores de
= Dkk-1 no se relacionaron
0 0 con ninguno de los para-
Control GCC Control Gee metros analizados. No se
observo ninguna relacion
entre los valores de los
¢ p=0,02 marcadores del remodela-

Figura 2. Correlacion entre los valores de esclerostina, la dosis acumulada de
GCC (mmg) y la masa 6sea a nivel lumbar (DMO lumbar)

do 6seo y los valores séri-
cos de esclerostina y/o
Dkk-1. En el grupo con-
trol, los valores de escle-
rostina se correlacionaron
de forma positiva con la

edad (r=0,661, p=0,02)
(Tabla 2).

5000 1,400

r=0,573
p=0,026

4000
1,200
3000

2000 1,000

DMO lumbar (g/cm?*)

1000
0,800

Dosis acumulada de GCC (mg)

0

Discusion

Contrariamente a lo que
sucede en estudios expe-
rimentales, el inicio del
tratamiento con GCC en
pacientes con procesos
hematoldgicos, se asocia

r=0,550
p=0,034

40 60 80 0

Esclerostina (pmol/L)

20

Esclerostina (pmol/L)

a una disminucion de los
valores séricos de Dkk-1.
Este efecto, sin embargo,
difiere en funciéon del
antagonista analizado, ya

40 60 80

duracion media del tratamiento de 42+24 dias
(rango: 4-90 dias). El 73% de los pacientes recibia
tratamiento con GCC por una purpura trombocito-
pénica idiopatica, el 20% por una anemia hemoli-
tica y el 3% por ambas causas (sindrome de
Evans). El 27% tenia antecedentes familiares de
fractura de fémur y el 20% tenia una osteoporosis
densitométrica. La ingesta de calcio por la dieta
era de 593+305 mg al dia y solo un paciente refe-
ria tabaquismo activo.

Los pacientes que seguian tratamiento con
GCC mostraron una disminucion significativa de
los marcadores de formacion respecto al grupo
control (PINP: 189 vs. 479 ng/ml, p<0,01; OC:
7,428 vs. 24,4+6,2 ng/ml, p<0,01). No se obser-
varon diferencias significativas en los valores del
marcador de resorcion respecto al grupo control
(CTX: 0,60+0,27 vs. 0,45+0,16 ng/ml, p=0,21).

Los pacientes tratados con GCC presentaron una
disminucion de los valores séricos Dkk-1 compara-
do con el grupo control (29,6£236 vs. 48,3+15,6
pmol/L, p=0,02), mientras que las concentraciones

que no se observan cam-

bios significativos en las
concentraciones de esclerostina en el momento de
la valoracion.

Los pacientes incluidos en este estudio presen-
taron valores séricos bajos de Dkk-1 tras iniciar
tratamiento con GCC a dosis medias-altas. Estos
hallazgos contrastan con los resultados de estu-
dios experimentales previos. Asi, en cultivos de
osteoblastos y osteocitos (células MLO-Y4), el tra-
tamiento con dexametasona produce un aumento
del Dkk-1°, que se asocia con la dosis y el tiempo
de tratamiento recibido’, con resultados similares
en modelos de experimentacion animal, en los
que se ha observado un aumento de la expresion
de Dkk-1 en el tejido 6seo tras iniciar tratamiento
con GCC’ y una atenuacion del efecto deletéreo
de los GCC en el hueso al bloquear el efecto del
Dkk-1 en el raton’. Si bien, las causas de estas
diferencias no estin aclaradas, la pauta de trata-
miento con GCC, incluyendo la dosis y el tiempo
de tratamiento podria explicar, en parte, estos
resultados®. Tampoco puede descartarse un efecto
contrarregulador de este antagonista de la via Wnt
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en situaciones de exposicion
prolongada a los GCC, o bien
que sus valores séricos puedan

Tabla 2. Correlacion entre los niveles séricos de esclerostina y los valores
de Dkk-1, los marcadores de remodelado 6seo y el resto de los parimetros
analizados (r de Pearson sin ajustar y ajustada por edad)

indicar, no sélo la funcion
celular de osteoblastos y oste-
ocitos, sino también el nimero
de células, que como es bien
conocido disminuye (debido a

un aumento de la apoptosis)
con el tratamiento corticoideo.

Sin embargo, merece la
pena comentar que reciente-

mente, de forma preliminar,
también se ha indicado una
disminucién de los valores

séricos de Dkk-1 a los tres
meses de iniciar tratamiento

con GCCY, y del mismo modo,
estudios recientes han descrito

una respuesta paradojica del
DKkk-1, similar a la observada
en nuestro estudio, en otras

situaciones clinicas. En este
sentido, contrariamente a lo

esperado, se han observado
valores disminuidos de Dkk-1

en pacientes inmovilizados' y
un aumento de los valores
séricos de Dkk-1 en pacientes

con hiperparatiroidismo pri-
mario'?. Asimismo, también se

ha descrito una respuesta
paraddjica del Dkk-1 tras el

tratamiento con teriparatida® y
denosumab'. Estos autores
han sugerido una relacion

GCC Controles
(n=15) (n=20)
Edad (anos) 0,03/- 0,661%/-
IMC (kg/m*) 0,254/0,267¢ 0,320/-0,036°
Marcadores de remodelado 6seo:
PINP (ng/ml) -0,295/-0,375¢ -0,12/0,131¢
OC (ng/mD) -0,204/-0,212S -0,593/0,134¢
CTX (ng/mD -0,249/-0,360¢ 0,098/0,296°
Antagonistas via Wnt:
Dkk-1 0,01/0,01° -0,205/0,309°
DMO (g/cm?):
Lumbar 0,537%/0,651% -
Cuello femoral 0,171/0,30¢ -
Fémur total 0,187/0,258 -

entre el remodelado 6seo y los
valores de Dkk-1, de forma
que a menor remodelado 6seo
menores serian los valores de
Dkk-1. De todos modos, es
importante recordar que podri-
an existir factores que influyeran en los valores
séricos del Dkk-1, como la enfermedad de base y
el tratamiento concomitante, entre otros, y que
deberdn tenerse en cuenta al analizar las concen-
traciones de este antagonista. Asimismo, la rela-
cion entre los valores séricos y su expresion tisu-
lar es controvertida’.

En nuestro estudio, los valores séricos de
esclerostina tras el inicio del tratamiento con GCC
fueron similares a los valores del grupo control.
Sin embargo, se observo una correlacion positiva
entre los valores de esclerostina y la dosis acumu-
lada de GCC, sugiriendo un efecto GCC-depen-
diente sobre este antagonista de la via Wnt.
Estudios en ratones tratados con GCC han descri-
to un aumento de la expresion de esclerostina tras
tratamiento’. Sin embargo, en pacientes que ini-
cian tratamiento con GCC (primeras 96 horas) se
ha descrito una disminucién de los valores de
esclerostina®, un hallazgo que no se ha observado
en mujeres postmenopausicas tratadas con GCC"
ni en pacientes con hipercortisolismo por sindro-

* p<0,05

GCC: glucocorticoides; IMC: indice de masa corporal; PINP: propéptido
aminoterminal del procoliageno tipo I; OC: osteocalcina; CTX: telopéptido
carboxiterminal del colageno tipo I; DMO: densidad mineral 6sea.

me de Cushing'®, en los que se ha descrito un
aumento de los valores de esclerostina.

Los valores circulantes de esclerostina en la
poblacién general se han asociado con la edad, el
sexo, el status estrogénico (postmenopausia) y la
cantidad de masa 6sea total””, por lo que debe-
rdn tenerse en cuenta estos factores cuando se
analicen sus concentraciones. En este sentido, en
los sujetos sanos incluidos en nuestro estudio
observamos una correlacion positiva de los valo-
res esclerostina con la edad; un hallazgo que no
se observo en el grupo de pacientes tratados con
GCC, posiblemente debido al efecto directo de los
GCC sobre la via Wnt. En este grupo de pacientes
se observo, sin embargo, una correlacion positiva
entre los valores séricos de esclerostina y la DMO
lumbar, una relacién que también se ha observa-
do en otros estudios y que se ha atribuido a la
mayor produccion de esclerostina por los osteoci-
tos, debido a una mayor cantidad de hueso'™*.

La relacion entre los marcadores de remodelado
6seo y los antagonistas de la via Wnt es incierta y



varian en distintas situaciones clinicas. Asi, Garcia-
Martin et al** en un grupo de pacientes con diabe-
tes mellitus tipo 2, describieron una correlacion
inversa entre los valores de esclerostina y los mar-
cadores de formacion (FA 6sea) y resorcion osea
(sCTX y TRAP5b). Datos similares han sido descri-
tos en poblacion general® y en pacientes inmovili-
zados tras accidente vascular cerebral®, aunque en
otras situaciones, como en pacientes con insuficien-
cia renal crénica, no se han observado correlaciones
significativas®**». En nuestro estudio, aunque se
observé una disminucion significativa de los marca-
dores de formacion 6sea (PINP y OC) tras el trata-
miento con GCC, éstos no se relacionaron con los
valores séricos de esclerostina ni Dkk-1.

Las principales limitaciones de este estudio son
el reducido nimero de pacientes incluidos y la
falta de seguimiento en estos pacientes.

En conclusion, el efecto del tratamiento con
GCC en los valores séricos de los antagonistas de la
via Wnt difiere en funcién del antagonista evalua-
do. Mientras que los niveles de Dkk-1 disminuyen
al inicio del tratamiento, los valores de esclerostina
no muestran cambios significativos. Todo ello
sugiere la necesidad de realizar estudios prospecti-
vos que incluyan un mayor nimero de pacientes
con mayor seguimiento que analicen el efecto de
los GCC sobre los antagonistas de la via Wnt.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
existir conflicto de intereses.

Este trabajo ha sido financiado por becas del

Hospital Clinic Barcelona y de la Societat
Catalana de Reumatologia.
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