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1. RESUMEN

La obesidad ha sido tradicionalmente vista como benéfica en lo que respecta a la salud 6sea por
el efecto mecanico positivo que el peso tiene sobre el cuerpo, a pesar de ser un factor de riesgo
para muchas desdérdenes crénicos de salud.

El incremento en los ultimos afios en lo que respecta la obesidad en la poblacion general, ha
incrementado el interés por conocer los cambios fisiopatoldgicos que ocurren a nivel dseo, ya que
algunos estudios epidemiolégicos y realizados en animales han logrado documentar que el
acumulo de grasa tiene un efecto deletéreo sobre la masa dsea, e incluso la obesidad se ha
sugerido ser un factor de riesgo para el incremento de fracturas por fragilidad. Esclerostina en los
ultimos afos ha surgido como una molécula importante en lo que respecta el control de la
formacidn del hueso, siendo un inhibidor principal de este proceso.

El objetivo de este estudio fue conocer la diferencia que existe en las cifras de esclerostina sérica
en pacientes con obesidad grado lll comparado con pacientes con peso normal.

Se trata de un estudio piloto, exploratorio, transversal, observacional, analitico

Un total de 40 pacientes fueron incluidos, 20 de ellos (50%) con un indice de masa corporal (IMC)
menor de 25,y 20 de ellos (50%) con un IMC mayor de 40. Los pacientes con obesidad grado i,
tuvieron significativamente mayor edad (33.65 + 5.43 vs 30.4 £ 1.9, p 0.01). Existié diferencia
significativa, en lo que respecta peso corporal (61.4 + 8.8 vs 148.9 + 35, p < 0001), IMC (22.2 +2 vs
53.88 * 8.5, p < 0.001), porcentaje de grasa corporal (21.58 + 6 vs 46.76 + 4.82), p < 0.001), siendo
mas altos en el grupo con un IMC mayor de 40. Existio cifras significativamente elevadas para el
grupo con obesidad grado lll, en lo que respecta cifras de glucosa (97.85 + 10.1 vs 84.95 £ 6.3, p <
de 0.001), hemoglobina glicada (5.91 * 0.63 vs 5.25 + 0.23, p < de 0.001) y paratohormona sérica
(61.41 £ 20 vs 38.1 + 15.4, p < 0.001).

La media de las cifras de esclerostina sérica en el grupo con peso normal (n=20) fué de 825.52
pg/ml, D.E. £ 1222.3. Comparado con las cifras de esclerostina sérica en el grupo con obesidad
grado lll, el cual tuvo una media de las cifras de esclerostina sérica de 766.95 pg/ml, DE + 1212.85
(p=0.88). Se realizo el calculo del tamaiio del efecto por formula de d de Cohen siendo este valor
de -0.048 y de -0.33 al excluir cifras de esclerostina sérica menor de 250 pg/ml.

En nuestro estudio piloto a pesar de no alcanzar diferencias significativas, si existié una tendencia
a presentar cifras menores de esclerostina en el grupo con IMC mayor de 40, que en grupo con un
IMC menor de 25, como fue planteada en la hipétesis, ademas de documentar un tamaiio del
efecto de débil a moderado, por lo que valdria la pena incrementar la muestra para mejorar el
analisis estadistico y con mayor confiabilidad encontrar o no diferencias estadisticas.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad ha sido tradicionalmente vista como benéfica en lo que respecta a la salud 6sea por
el efecto mecanico positivo que el peso tiene sobre el cuerpo, a pesar de ser un factor de riesgo
para muchas desdérdenes crénicos de salud.

El incremento en los ultimos afios en lo que respecta la obesidad en la poblacion general, ha
incrementado el interés por conocer los cambios fisiopatoldgicos que ocurren a nivel dseo, ya que
algunos estudios epidemioldgicos y realizados en animales han logrado documentar que el
acumulo de grasa tiene un efecto deletéreo sobre la masa dsea, e incluso la obesidad se ha
sugerido ser un factor de riesgo para el incremento de fracturas por fragilidad, cambiando el
concepto de que la obesidad tienen un efecto benéfico sobre el hueso.

Esclerostina en los ultimos afios ha surgido como una molécula importante en lo que respecta el
control de la formacidn del hueso, siendo un inhibidor principal de este proceso.

El conocer si existe alguna diferencia en las cifras de esclerostina en pacientes con obesidad
comparado con aquellas que tienen un peso normal, ayudard a un mejor entendimiento y
comprension de los cambios que ocurren en el metabolismo dseo de los pacientes con obesidad,
y sus posibles consecuencias en lo que respecta la salud ésea.

3. JUSTIFICACION

La obesidad en la poblacion general ha incrementado de manera relevante en los tltimos aifos.
Existe controversia en lo que respecta los cambios que ocurren en el metabolismo 6seo de los
pacientes con obesidad, e incluso se ha sugerido un efecto deletéreo sobre el hueso en la
poblacion con obesidad, e incluso incremento en fracturas por fragilidad, lo que incrementa el
costo en la atencion integral de estos pacientes, ademas de un incremento en la morbimortalidad
y disminucidn en la calidad de vida asociada a una fractura por fragilidad. Por lo que conocer y
contribuir a la comprension de los procesos o cambios que ocurren en los pacientes con obesidad
y salud dsea es relevante, ya que ambas condiciones son consideras problemas prioritarios de
salud.



4. ANTECEDENTES

La obesidad es vista tradicionalmente benéfica en lo que respecta la salud dsea, por el efecto
positivo bien establecido, que la carga mecanica y el peso corporal tiene sobre la formacion de
hueso. Si la masa derivada de una condicidn de obesidad o la acumulacién excesiva de grasa es
beneficiosa para los huesos sigue siendo controvertido. La relacion fisiopatoldgica entre obesidad
y hueso es compleja y continua siendo un area activa de investigacion. Informacidn reciente de
estudios epidemiolégicos y en animales fuertemente soporta que la acumulacidon de grasa es
deletérea a la masa dsea. La obesidad posiblemente afecta el metabolismo dseo a través de varios
mecanismos. Ya que ambos, tanto adipocito y osteoblasto son derivados de una célula
mesenquimatosa multipotencial comun, la obesidad quiza incrementa la diferenciacion de
adipocitos y el acumulo de grasa disminuira la diferenciacidon osteoblastica y formacidn osea. La
obesidad es asociada con inflamacién crénica. El incremento circulante de citocinas pro
inflamatorias en la obesidad quiza promueve la actividad osteoclastica y resorcion dsea a través
de modificaciones en la via del receptor activador de NF-kB (RANK)/ ligando RANK y
osteoprotegerina. Ademas, la secrecion excesiva de leptina y/o produccion disminuida de
adiponectina por adipocitos en la obesidad quiza afecta la formacion dsea o indirectamente afecta
la resorcidn dsea a través de la produccion de citocinas proinflamatorias. Finalmente, la ingesta
elevada de grasas quiza interfiere con la absorcidn intestinal de calcio y ademas disminuye la
disponibilidad de calcio para la formacion ésea. El conocer la relacidn entre grasa y metabolismo
6seo a nivel molecular quiza nos ayude a desarrollar agentes terapéuticos para prevenir o tratar
ambas entidades, obesidad y osteoporosis.

Obesidad, definida como un indice de masa corporal > 6 = de 30, es una condicion en la cual existe
un acumulo excesivo de grasa corporal a un grado que afecta adversamente la salud. LA
prevalencia de obesidad se ha duplicado de 1980 al 2007, 33% de los hombres y 35% de las
mujeres en EUA son obesos. La obesidad es positivamente asociada a muchos otras alteraciones
cronicas como lo es hipertensidn, dislipidemia, diabetes tipo 2, enfermedad arterial coronaria y
ciertos tipos de cdncer. La masa dsea y la resistencia disminuye durante la vida adulta,
especialmente en mujeres después de la menopausia. Estos cambios pueden culminar en
osteoporosis, una enfermedad caracterizada por masa d&sea baja y deterioro en la
microarquitectura resultando en un incremento de riesgo de fractura. Se estima que hay cerca de
10 millones de americanos con mpas de 50 fios quienes tienen osteoporosis y otros 34 millones
tienen el riesgo de padecer esta enfermedad. En 2001, se calcula que se gastd 17 billones de
ddlares en esta enfermedad.

Varias lineas de investigacion sugieren que existe un conexiéon entre metabolismo déseo y
obesidad. En primer lugar tanto osteoblastos como adipocitos son derivadas de una célula
mesenquimatosa comun y agentes que inhiben la adipogénesis estimulan la diferenciacién
osteoblastica y viceversa, en ese sentido la inhibicion de la osteoblastogénesis incrementa la
adipogénesis. En segundo lugar la disminucion en la osteoblastogénesis con la edad es usualmente
acompaiado de un incremento en la adipogénesis. Tercero, el uso crénico de hormonas



esteroideas, como los glucocorticoides, resulta en obesidad acompafiada de una pérdida dsea
rapida, y cuarto ambos tanto obesidad y osteoporosis estan asocidas con un elevado estrés
oxidativo e incemento en la produccién de citocinas proinflamatorias.

CITOCINAS PROINFLAMATORIAS SE ENCUENTRAN ELEVADAS EN LA OBESIDAD

La obesidad esta asociada con un bajo grado de inflamacidén crénica. Los hallazgos de que la
expresion de una citocina proinflamatoria, como lo es el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa)
se encuentra elevada en el tejido adiposos de ratones obesos, provee la primer evidencia de una
relacion entre obesidad e inflamacion. Desde entonces numerosos experimentos, estudio
epidemioldgicos y clinicos han establecido que la obesidad se encuentra asociada con una
respuesta inflamatoria crénica, producciéon anormal de citocinas incremento de reactantes de fase
aguda, y activacion de vas de sefalizacion proinflamatorias, y que el incremento de estos procesos
estan involucrados y son responsables de las enfermedades relacionadas con la obesidad. Los
obesos humanos expresan mayores cantidades de TNF-alfa en tejido adiposos que individuos
delgados, asi como otras citocinas pro inflamatorias como IL-6 y proteina C reactiva (PCR). La
obesidad ha sido implicada en el desarrollo de o progresion de enfermedades
musculoesqueléticas como osteoartritis.

Los individuos obesos muestran niveles circulantes mas elevados de TNF-alfa, IL-6, PCR,
adiponectina y leptina. Adiponectina y leptina las cuales median la inflamacién crénica, son
adipocinas producidas por el tejido adiposo. Leptina tiene efectos pleiotréopicos que modulan la
energia, apetito, y funciones neuroendocrinas, ademds de que en paciente obeso estimula la
respuesta inflamatoria. En contraste la adiponectina acttia como una citocina anti-inflamatoria lo
cual suprime la expresidon de TNF alfa inducida por la activacion de NF-kB. Se ha encontrado que
las concentraciones plasmaticas de adiponectina son mas bajas en sujetos obesos comparados
con individuos no obesos.

CITOCINAS PROINFLAMATORIAS INCREMENTAN LA RESORCION DEL HUESO

El hueso es un drgano dinamico que continuamente se encuentra en recambio, un proceso
denominado modelamiento/remodelamiento el cual involucra resorcion ésea por los
osteoclastos y formacion dsea por los osteoblastos. La masa dsea refleja el balance entre la
formacién dsea y la resorcion. A nivel celular, los nimeros de osteoblastos y la actividad
disminuye mientras el nimero de osteoclastos y su actividad incrementa con el envejecimiento.
Se ha establecido que los osteoblastos regulan el reclutamiento y la expresion de los receptores
activadores del ligando NF-kB(RANKL) y osteoprotegerina (OPG). RANKL es expresado en la
superficie de los osteoblastos/células estromales y se une a su receptor RANK, el cual se encuentra
en la superficie de precursores de células hematopoyéticas para estimular la diferenciacion
osteoclastica y su maduracion, en la presencia dde factor estimulante de colonias de macréfagos
(M-CSF). Se ha demostrado que el incremento en la actividad osteoclastica y el incremento en la
resorcion O6sea en mujeres postmenopausicas es positivamente correlacionada con una
supraregulacion de RANKL.



Citocinas proinflamatorias como TNF-alfa, IL-1 e IL-6 son capaces de estimular la actividad
osteoclastica a través de la regulacion de el RANKL/RANK/OPG.

LA OBESIDAD AFECTA EL RECAMBIO OSEO

La obesidad tradicionalmente ha sido percibida como benéfica para el hueso, incluso protectora
de osteoporosis. La carga mecanica estimula la formacidon de hueso al disminuir apoptosis e
incrementar la proliferacion y diferenciacion del osteoblasto y osteocito, a través de la via de
sefializacion de Wnt/B-catenina. La carga mecanica conferida por el peso corporal ha sido un
factor que se sugiere como protector de pérdida 6sea y osteoporosis.

Sin embargo recientes reportes han demostrado que el exceso de masa grasa no protege a los
humanos de osteoporosis , de hecho el incremento en la masa grasa se ha asociado con una
densidad mineral dsea y contenido mineral 6seo menor. El incremento en la adiposidad quiza se
relacione a un riesgo incrementado de fracturas, por ejemplo en estudio de casos-controles de
100 pacientes con fracturas de 3-19 anos de edad, la alta adiposidad fue asociada con un
incremento en el riesgo de fracturas de antebrazo distal. En otro estudio con cerca de 13,000
adultos hombres, mujeres pre y post menopausicas, el porcentaje de grasa corporal fue asociada
positivamente con osteopenia y fracturas no vertebrales.

En modelos de ratones deficientes de leptina (ob/ob) para obesidad, los ratones pesaban dos
veces mas que los ratones delgados, pero tenian una densidad mineral 6sea femoral mas baja, asi
como su volumen éseo trabecular y grosor cortical. Obviamente el efecto positivo de la carga
mecanica del aumento de peso corporal no podia superar el efecto perjudicial de la deficiencia de
letina en el hueso en estos ratones. La relacion entre adiposidad y carga mecdnica sobre el
metabolismo dseo permanece como un area activa de investigacidn. Varios autores coinciden en
que otros factores que el peso corporal estan involucrados en el resultado final de obesidad y
salud dsea. Sin embargo ya que varios estudios han sido llevados en animales de investigacion,
los resultados en humanos ha sido controversial.

La obesidad en humanos es un tema complejo en el cual en general involucra un exceso en el
consumo de otros nutrientes, como proteinas y minerales, los cuales se conocen que influyen en
el metabolismo dseo. Los hallazgos de la obesidad sobre la salud 6sea en humanos ha sido basada
sobre correlaciones estadisticas o modelos mas que estudios controlados.

Cao y colaboradores demostraron que una dieta alta en grasa (45%) por 14 semanas disminuye el
volumen del hueso trabecular y el nimero de trabéculas en la tibia proximal a pesar de un
incremento substancial en el peso corporal. Estos cambios fueron acompafiados por un
incremento en los niveles de leptina sérica y TRAP, la expresion de RANKL/OPG. Kyung ha
demostrado un incremento en la actividad osteoclatica y disminucion de la expresion de IL-10,
una citocina anti-inflamatoria.

La obesidad quiza afecta el metabolismo d6seo directa o indirectamente, a través de citocinas
derivadas del adipocito, como la leptina y adiponectina. La obesidad es asociada a un incremento
significativo de leptina sérica, y disminucion en adiponectina. La accion de la leptina sobre el
hueso parece ser compleja y tener efectos tanto positivos como negativos. Parece que su accién
depende sobre el estado actual de la leptina y el modo de accion (efectos centrales o periféricos),



la sobreproduccion de leptina, como es vista en modelos animales obesos, quiza tenga efectos
negativos sobre el metabolismo éseo. Los niveles incrementados de leptina se han encontrado
ser reguladores negativos de la masa 6sea en modelos animales. La adiponectina en modelos
animales ha demostrado tener un efecto inhibitorio sobre la osteoclastogénesis, ya que reduce la
resorcion dsea e incrementa masa 6sea. Los pacientes obesos cursan con cifras séricas bajas de
adiponectina comparada con sujetos normales.

Basados sobre la literatura disponible, la obesidad parece afectar el metabolismo 6seo a través
de varios mecanismo. La obesidad quiza disminuye la formacion d6sea (osteoblastogénesis)
mientras que incrementa la adipogénesis ya que el adipocito y osteoblasto comparten un
precursor celular multi-potencial comiin. Por ejemplo la carga mecanica promueve la
diferenciacion osteoblastica e inhibe la adipogénesis por regulacion a la baja de PPAR gamma.

PAPEL DE REGULADORES CLAVE WNT Y PPAR-GAMMA. SU PAPEL PARA LLEGAR A SER ADIPOCITO
U OSTEOBLASTO

La relevancia de la via de sefalizacidn candnica en el hueso es conocida, y varios reportes han
establecido que la actividad de la via Wnt/B-catenina es esencial para el desarrollo 6seo. Wnts
son un grupo de proteinas fuertemente conservadas que pueden operar a través de dos diferentes
vias de sefializacion. En la via candnica cuando la via de seializacion Wnt esta ausente, un
complejo de varias proteinas, incluyendo la proteina poliposis adenomatosa coli (APC), glucégeno
kinasa sintasa 3 (GSK3) y Axina, inducen la degradacion de B-catenina, lo que reduce la cantidad
citoplasmica libre de B-catenina. Cuando la seiial Wnt es activa a través del receptor Frizzled (FZD)
y el co-receptor relacionado a proteina de baja densidad 5 y 6 (LRP5/6), esto inactiva GSK3 y causa
su disociacion de la Axina evitando la fosforilacion de B-catenina, por lo que la cantidad de B-
catenina incrementa a nivel citoplasmatico, translocandose al ntcleo donde se une a miembros
de la familia LEF/TCF los cuales son factores de transcripcién para promover la transcripciéon de
sus genes blanco. En la via no candnica la sefalizacion de Wnt es inducida a través de
independientemente de LRP5/6, esta via causa cambios citoesqueléticos a través de la de
activacion de las pequefias GTPasas Rho y Rac.

Wnt 10 b, una de los miembros de la familia Wnt, juega un papel clave en la formacidn ésea, esta
es expresada por progenitores osteoblasticos en el hueso, promoviendo la osteoblastogénesis e
incrementando la densidad dsea. En ratones la deficienicia de Wnt 10b disminuye hueso
trabecular y del volumen déseo de la tibia proximal.

En lo que respecta la via no candnica, Wnt 5, parece ser el mas importante factor el cual actua
sobre esta via, que es expresado durante la diferenciacion osteoblastica.

Respecto a las funciones de Wnts en la adipogénesis, estudios realizados por Moldes y
colaboradores, demostraron que la expresion transgénica de Wntl es lineas celulares de
preadipocitos fuertemente suprimen la adipogénesis.

TEORIA DEL MECANOSTATO

La carga mecanica del hueso, tiene un papel relevante en determinar la masa dsea. Es aceptado
considerar que el remodelamiento dseo sirve tanto para reparar micro-fracturas y por otra parte



adaptar al hueso al estrés mecanico. La orientacidn y dimension trabecular depende de las fuerzas
aplicadas al esqueleto: ley de Wolff. Frost propuso un mecanismo para explicar la ley de Wolff, en
la cual la carga mecdnica a un hueso resulta en la deformacidn del hueso, por un remodelamiento
localizado. Diferentes estudios han demostrado que el mecanismo celular de esta respuesta se
lleva a cabo en el osteocito , dicha célula funciona como un “mecanostato”. Se ha propuesto que
la responsable de estos cambios sobre el osteocito es una molécula producida por el osteocito
llamada esclerostina, un producto del gen SOST. La carga mecdanica sensada por el osteocito inhibe
la produccion de RNAm del gen SOST, lo cual resulta en disminuciéon de la produccion de
esclerostina. Por lo contrario cuando existe una menor carga mecanica, esto resulta en una mayor
pérdida de DMO al disminuir la funcion del osteoblasto y la formacidon ésea. Por lo que la
esclerostina parece ser un buen marcador para monitorizar la actividad del “mecanostato” en el
osteocito y ademas puede ser util para poder explicar la asociacidn entre carga mecanicay pérdida
Gsea en pacientes post operados de cirugia bariatrica, ademas esta molécula es un blanco
atractivo para manipulacion farmacolégica, en el sentido de que su manipulacion podra mejorar
la DMO en esta poblacion.

Dia a dia se conoce mas acerca de la relaciéon de obesidad, leptina, factores pro-inflamatorios y
osteoporosis, sin embargo pocos autores han estudiado el comportamiento de las cifras de
esclerostina en pacientes con algin grado de obesidad. Grethen y colaboradores en 2012
describieron un estudio en el cual investigaban cifras de esclerostina sérica en pacientes con
obesidad grado Il y Ill (n=20) en comparacién de pacientes con un peso normal (n=20), sin
encontrar una diferencia significativa siendo las cifras de esclerostina en los pacientes con
obesidad de 0.802 ng/ml +/- 0.34 (0.143 — 1.524) y de 0.668 ng/ml +/- 0.15 (0.470-1-024) en los
pacientes control, resultando en una p de 0.12, con un tamaiio del efecto por D de Cohen de 0.25,
sin embargo la media de la edad en el grupo con obesidad fué de 44.4 afios +/-8.9 y de 41.3 afios
+/- 6.9 en el grupo control, lo cual resulta relevante, ya que el estado de postmenopausia o la
edad mayor de 50 aiios influye en que existan cambios en las cifras de esclerostina. Ademas de
que el 10 % de su poblacion se encontraban recibiendo algun tipo de terapia de remplazo de con
esteroides sexuales. Dentro de otros resultados efectuados en este estudio fué que se realizé la
determinacion de leptina sérica, siendo esta significativamente mayor (p=<0.0001) en el grupo
obeso comparado con el grupo control, con valores de leptina sérica de 74.7 +/- 19.3 ng/ml y de
25.2 +/- 18.2 ng/ml respectivamente, con un efecto de tamafio calculado por D de Cohen de 2.64,
siendo ademas el principal predictor para los niveles de PTH.



5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

éExiste diferencia en las cifras de esclerostina sérica en pacientes con obesidad grado il
comparado con las cifras de esclerostina sérica de pacientes con peso normal?

6. HIPOTESIS

Si la obesidad incrementa el peso corporal, y este incrementa la carga mecanica sobre el hueso,
llevando a un incremento en la formacidn 6sea ya que disminuye las cifras de esclerostina sérica
y esto provoca una disminucidn en las cifras de esclerostina sérica... entonces en un estudio
transversal en el cual se compare las cifras de esclerostina sérica en un grupo de pacientes con
obesidad grado Ill con respecto a un grupo control (peso normal), existira una disminucion de 50%
en las cifras de esclerostina sérica en el grupo con obesidad grado Il comparado con el control.

7. OBIJETIVO PRIMARIO
- Conocer la diferencia que existe en las cifras de esclerostina sérica en pacientes con
obesidad grado Ill comparado con pacientes con peso normal.

OBJETIVO SECUNDARIO

- Conocer la correlacidn entre el peso corporal y las cifras de esclerostina sérica

- Conocer la correlacion existente entre las cifras de esclerostina y paratohormona sérica

- Conocer la correlacion existente entre las cifras de esclerostina y vitamina D



8. MATERIAL Y METODOS

* TIPO DE ESTUDIO

Observacional, transversal, comparativo, analitico

*  POBLACION DE ESTUDIO

Se incluira pacientes que tengan carnet y expediente actualizado en el Hospital General
de México “Dr. Eduardo Liceaga” que acudan a consulta en el servicio de Endocrinologia
y/o la clinica de Obesidad y que cumplan los criterios de inclusién y exclusién de este
protocolo.

*  CRITERIOS DE INCLUSION
o Firma de consentimiento informado.
o Pacientes entre 25-45 afos de edad.
o Indice de masa corporal igual o mayor de 40

o indice de masa corporal menor de 24.9 (grupo control)

+  CRITERIOS DE EXCLUSION

o Uso de glucocorticoides (tépico, oral 6 intravenoso) en los Ultimos tres meses
previo a la cirugia

o Hipercortisolismo endégeno

o Hiperparatiroidismo primario

o Diabetes mellitus descontrolada (HbAlc mayor de 7%)
o Uso de anticonceptivos 6 terapia de remplazo hormonal

o Uso de tiazolidinedionas 6 GLP-1miméticos
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CRITERIOS DE ELIMINACION
o Deseo del paciente de abandonar el estudio

o Quien no acude a realizarse los estudios correspondientes

TAMANO DE LA MUESTRA

El calculo de tamaiio de la muestra sera por conveniencia ya que se trata de un estudio
piloto, por lo que se determiné una poblacion a recabar de 40 pacientes.

Sin embargo se realizé el ejercicio de estimar el tamaiio de muestra con el programa G-
Power para estimar diferencias de medias entre dos grupos independientes, a dos colas,
con un valor de a de 0.05, una B de 0.2, una potencia de 0.8 y un tamano del efecto de
0.5, el cual sugiere una n de 62 pacientes en cada grupo a estudiar, por lo que la muestra
total sugerida es de 124 pacientes.

[7] —— Monday, Octeber 10, 2016 ——09:08.13
t tests — Means: Difference between two independent means (two groups)

Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Tail(s) = Two
Effect sized = 0.5099446
o err prob = 0.05
Power (1-B err prob) = 0.30
Allocation ratio N2 /N1 =1

Output: MNoncentrality parameter & = 2.8392314
Critical t = 1.9795999
Df = 122
Sample size group 1 = B2
Sample size group 2 = B2
Total sample size = 124

Central and noncentral distributions | Protocol of power analyses
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.
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o X - Mean group 1 0.802
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METODO

A los pacientes que cumplan criterios de inclusidn y exclusion, se les citara en la maiiana
en ayuno, para realizar su historia clinica, ademas de hacer mediciones antromopétricas,
como lo es peso, talla, e indice de masa corporal. En este momento ademas se realizara la
determinacion de porcentaje de masa grasa por medio de bioimpedancia con sensores
para las manos.

Se realizara ese mismo dia la toma de estudios de laboratorio, la puncién al paciente la
realizara el personal de laboratorio (Quimica Neyla Baltazar), para la determinacion de
glucosa, Hemoglobina glicada, creatinina, calcio, fosforo, magnesio, sodio, albtiimina,
paratohormona intacta, colesterol, total, triglicéridos, colesterol de alta densidad y de
baja densidad los cuales se procesaran en el laboratorio del Hospital General de México
“Dr Eduardo Liceaga”. En un laboratorio externo se realizara la determinacién de 25
hidroxivitamina D, por medio del laboratorio Carpermor, por medio de
electroquimioluminiscencia. La determinacion de esclerostina sérica se realizara en la
Unidad de Medicina Experimental de la Universidad Nacional Auténoma de México
ubicada en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Licega” por medio de la técnica de
ELISA, las muestras seran resguardadas a -80 °C hasta su procesamientoy a cada paciente
se le realizara la determinacion de la misma en dos ocasiones. El grupo control (aquellos
pacientes con un IMC menor de 24.9), se les realizara el mismo procedimiento.

ANALISIS ESTADISTICO
Se usara medidas de tendencia central y de dispersion

Uso de T de Student para comparacion de medias independientes en caso de variables
cuantitativas que cumplan criterio de normalidad, o bien en caso de no cumplir este
criterio se usara prueba de U de Mann-Whitney-Wilcoxon.

Uso de Xi? para comparaciéon de proporciones para variables cualitativas (nominales y
ordinales).

Se considera un valor de p menor de 0.05 como significativo

Coeficiente de correlacion de Spearman como herramienta de asociacion entre dos
variables aleatorias continuas, en caso de existir diferencia significativa se realizara
regresion lineal multiple
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* VARIABLES

VARIABLE DEFINICION UNIDAD DE TIPO DE ESCALA ANALISIS
CONCEPTUAL MEDICION DE LA VARIABLE ESTADISTICO
EDAD Tiempo de Vvida Aios Cuantitativa T-Student
desde el nacimiento discreta
U de Mann-
Whitney-
Wilcoxon
SEXO Se considera Masculino Cualitativa Chi?
femenino o Femenino nominal
masculino de
acuerdo a las
caracteristicas
fenotipicas del
paciente
ESCLEROSTINA Hormona ng/ml Cuantitativa T- Student
sintetizada en el continua
osteocito que (Dependiente) U de Mann-
disminuye el Whitney-
remodelamiento Wilcoxon
éseo
PESO CORPORAL Masa del cuerpo Kilogramos Cuantitativa T-Student
medida en continua
kilogramos (Independiente) U de Mann-
Whitney-
Wilcoxon
INDICE DE MASA | Medida de | Normal: 18.5-24.9 Cualitativa ordinal | Xi?
CORPORAL asociacion entre la | Grado lll: 40 6 mas | Cuantitativa T-Student
masay la talla de un continua
individuo
EDAD Tiempo de Vvida Aiios Cuantitativa T-Student
desde el nacimiento discreta
U de Mann-
Whitney-
Wilcoxon
DEFICIENCIA DE | Cantidades séricas | Menos de 30 ng/ml | Cuantitativa T-Student
VITAMINA D bajas de 25 hidroxi- continua
vitamina D en un U de Mann-
individuo Whitney-
Wilcoxon
INSUFICIENCIA DE | Cantidades séricas | Menos de 20 ng/ml | Cuantitativa T-Student

VITAMINA D

bajas de 25 hidroxi-
vitamina D en un
individuo

continua
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U de Mann-
Whitney-
Wilcoxon
PARATOHORMONA | Hormona pg/ml Cuantitativa T-Student
SERICA polipeptidica continua
sintetizada en la U de Mann-
glandula Whitney-
paratiroides, Wilcoxon
involucrada en el
control del calcio
sérico

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

Se solicitara el consentimiento informado de todos los participantes en el estudio, donde

se especifican: la participacion del paciente, los riesgos a los que seran sometidos y los beneficios
que obtendran. El estudio fue sometido a los comités de investigacion y ética de las instituciones
participantes, recibiendo su aprobacidn.

Este estudio se conduce de acuerdo a las normas de ética sobre investigacion en sujetos
humanos de la declaracién de Helsinki, la Ley General de Salud y el Reglamento de la Ley General

de Salud en materia de la investigacion para la salud.

RECURSOS DISPONIBLES

Se cuenta con recursos humanos necesarios para la realizacién del protocolo, las funciones

que cada investigador desarrollara se describen a continuacion:

Dr. Aldo Ivan Garcia Contreras. Investigador Principal

Funciones: Reclutamiento de pacientes, toma de muestra de sangre, analisis estadistico,
elaboracidn de reporte final

Dr. Juan Carlos Lépez Alvarenga. Investigador Asociado
Funcion: Diseino del protocolo, Coordinador de actividades, analisis de resultados, asesoria.

Dra. Claudia Angélica Aguilar Serralde. Investigador Asociado
Funcién: Apoyo en el reclutamiento de pacientes en la Clinica de Atencién Integral a
Pacientes con Diabetes y Obesidad

Dr. Julio César Chavez Mejia. Investigador Asociado

Funciones: Reclutamiento de pacientes, toma de muestra de sangre, procesamiento de
muestras
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RECURSOS NECESARIOS

La toma de muestras y procesamiento de las mismas serd realizada por la Quimica:

Neyla Baltazar Lépez
Funciones: Tomay procesamiento de muestras de sangre en el drea de Laboratorio Central
del Hospital General de México del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

Se solicitara la realizacion de estudios de laboratorio realizados en el Laboratorio central del
Hospital General de Meéxico “Dr. Eduardo Liceaga”. Como se comentd previamente la
determinacion de 25 hidroxivitamiona D sera realizada por Laboratorios Carpermor. El kit de
esclerostina fue donado por la UNAM, y el procesamiento de las muestras sera llevado en la
Unidad de Medicina Experimental de la UNAM.

Los estudios solicitados en el Hospital General de México seran:

Estudio de laboratorio Prueba que incluye

Glucosa, creatinina, colesterol, triglicéridos,

Quimica sanguinea Lo
& Colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos

Hemoglobina glicada

Pruebas de funcién hepatica ALT, AST, GGTP, FA, BI, BD, BI

Paratohormona sérica

Electrolitos séricos Na, K, Ca, P, Mg
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9. RESULTADOS

Un total de 40 pacientes fueron incluidos en el protocolo, de los cuales 20 de ellos (50%) contaron
con un IMC menor de 25,y 20 de ellos (50%) un IMC mayor de 40. En el grupo de pacientes con
un IMC menor de 25 (n=20), 10 de ellos fueron mujeres y 10 de ellos fueron hombres. En el grupo
con un IMC mayor de 40, 10 pacientes fueron hombres y 10 pacientes fueron mujeres.

VARIABLES ANTROPOMETRICAS Y BIOQUIMICAS

Los pacientes con obesidad grado lll, tuvieron significativamente mayor edad (33.65 + 5.43 vs
30.4 £ 1.9, p 0.01), mayor diagnéstico de prediabetes (0% vs 20%, p 0.03), mayor diagnoéstico de
hipertension arterial sistémica (0% vs 20%, p 0.03) y de SAOS (5% vs 35%, p 0.01). en el grupo con
peso menor de 25 existié un mayor consumo de alcohol (40% vs 10%, p 0.02) y mayor realizacion
de ejercicio (50% vs 20%, p 0.04). Sin existir diferencias en lo que respecta el sexo de los grupos y
el antecedente de tabaquismo. En la tabla 1 se describen las caracteristicas demograficas de los

grupos.

PESO NORMAL OBESIDAD GRADO Il
(n=20) (n=20)
EDAD (afios) / D.E. 304 £ 1.9 33.65 + 5.43 0.01
GENERO (%) 10 (50) 10 (50) 1
-  Hombre 10 (50) 10 (50)
- Mujer
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TABAQUISMO (%) 2(10) 4(20) 0.37
ALCOHOLISMO (%) 8 (40) 2 (10) 0.02
EJERCICIO (%) 10 (50) 4 (20) 0.04
PRE DIABETES (%) 0 4 (20) 0.03
HAS (%) 0 4 (20) 0.03
SAOS (%) 1 (5%) 7 (35) 0.01

En Lo que respecta las caracteristicas antropométricas de los pacientes, existio diferencia
significativa, en lo que respecta peso corporal (61.4 + 8.8 vs 148.9 + 35, p < 0001), IMC (22.2 +2 vs
53.88 + 8.5, p < 0.001), porcentaje de grasa corporal (21.58 + 6 vs 46.76 + 4.82), p < 0.001), siendo
mas altos en el grupo con un IMC mayor de 40. No existié diferencias significativas en la talla de
los grupos. En la tabla 2 se describen las caracteristicas antropométricas de los pacientes.

Dentro de los valores bioquimicos de ambos grupos, existio cifras significativamente elevadas
para el grupo con obesidad grado lll, en lo que respecta cifras de glucosa (97.85 + 10.1 vs 84.95 +
6.3, p menor de 0.001), hemoglobina glicada (5.91 £ 0.63 vs 5.25  0.23, p menor de 0.001) y
paratohormona sérica (61.41 £ 20 vs 38.1  15.4, p < 0.001). Las cifras de colesterol total fueron
significativamente mas altas en el grupo con IMC menor de 25 (187 + 34.4 vs 160.95 + 39, p 0.03),
colesterol HDL (54 + 11.21 vs 34.6, p < 0.001). No existi6 diferencia en lo que respecta cifras de
creatinina, colesterol LDL, triglicéridos, calcio corregido, fosforo, magnesio y 25 hidroxivitamina
D. En la tabla 3 se muestran las caracteristicas bioquimicas de ambos grupos.
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PESO NORMAL

OBESIDAD GRADO Il

(n=20) (n=20)
GLUCOSA 84.95 + 6.3 97.85 + 10.1 <0.001
(mg/dl)
CREATININA 0.89 + 0.15 0.82 + 0.18 0.23
(mg/dl)
COLESTEROL TOTAL 187.1 + 34.4 160.95 + 39.1 0.031
(mg/dl)
COLESTEROL HDL 54 + 11.21 34 + 6.64 <0.001
(mg/dl)
COLESTEROL LDL 106.15 + 29.9 97.95 + 34.37 0.42
(mg/dl)
TRIGLICERIDOS 99.9 + 61.72 142 + 57.95 0.32
(mg/dl)
CALCIO 9.52 + 0.28 9.16 + 0.36 0.001
(mg/dl)
CALCIO CORREGIDO 9.21 + 0.28 9.35 + 0.29 0.139
(mg/dl)
FOSFORO 3.99 + 0.56 3.88 + 0.56 0.52
(mg/dl)
MAGNESIO 2+ 0.12 1.93 + 0.18 0.21
(mg/dl)
PARATOHORMONA 38.1 + 15.4 61.41 + 20.8 <0.001
(pg/ml)
25 HIDROXIVITAMINA D 19.77 + 6.32 19.74 + 8.45 0.989
(ng/dl)
HEMOGLOBINA 5.25 + 0.23 5.91 + 0.63 <0.001
GLICADA (%)
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ESCLEROSTINA SERICA

Se realizé la determinacion de esclerostina sérica en todos los pacientes, en cada paciente se
realizé en dos ocasiones su determinacion. A continuacion se muestra la curva de esclerostina, la
cual sirvio de referencia para la determinacion de nuestros valores, dependiendo de los valores
de promedio de la Densidad éptica (DO) en un rango de los 450 nm.

Curva de Esclerostina

0.5

y = 9E-05x + 0.065 g

Pomedio DO450

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Concentracién (pg/mL)

Estandard (pg/mL) Promedio DO450
0 0.057

62.5 0.073

125 0.096

250 0.11

500 0.115

1000 0.142

2000 0.215

4000 0.461

La media de las cifras de esclerostina sérica en el grupo con peso normal (n=20) fué de 825.52
pg/ml, con una mediana de 114.57 pg/ml, una desviacién estandar de 1222.3. Comparado con las
cifras de esclerostina sérica en el grupo con obesidad grado lll, el cual tuvo una media de las cifras
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de esclerostina sérica de 766.95 pg/ml, mediana 121.63 pg/ml, desviacion estandar de 1212.85.
en la tabla 4 se presenta estos datos.

TABLA 4. ESCLEROSTINA SERICA (pg/ml)
(N=40)
PESO NORMAL OBESIDAD GRADO liI

(n=20) (n=20)
MEDIA 825.52 766.95
MEDIANA 114.57 121.63
DESVIACION ESTANDAR 1222.30 1212.85
VALOR MAXIMO 3618.22 3947
VALOR MINIMO 0 0
ASIMETRIA 1.30 1.73
CURTOSIS .162 1.79

Estas cifras de esclerostina sérica tuvieron una distribucién anormal al momento de graficarse, y
de manera mas objetiva al realizar el estadistico de Shapiro — Wilk, por tratarse de una muestra
con una N menor de 50, alcanzando significancia estadistica con lo cual se descarta normalidad de
la muestra. Se intentdé normalizar la muestra, transformando los datos a logaritmo, sin embargo
esta maniobra no logré normalizar la muestra. Se utilizé la prueba se T.Student para realizar la
diferencia de medias de dos muestras independientes, para comparar las cifras de esclerostina
sérica en la variable dicotémica IMC (menor de 25 y mayor de 40), sin lograr diferencia estadistica
entre ambos grupos, con un valor de p=0.88. Se realizé el mismo ejercicio, pero utilizando la
variable logaritmica de esclerostina, comparandola con la misma variable dicotémica, sin lograr
diferencia significativa entre ambos grupos, por un valor de p de .565. Se utilizo prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney, para los mismos grupos, sin encontrar tampoco diferencias
significativas entre ambos grupos (p =0.86). En base a la media de ambos grupos y de sus
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desviaciones estandar se realizo el calculo del tamaiio del efecto por formula de d de Cohen siendo
este valor de -0.048.

Al revalorar la curva de esclerostina se consider6 que valores por debajo de 250 pg/ml,
dificilmente pueden discernir entre cada punto, ya que los valores son muy estrechos para la
densidad dptica de referencia. Por lo que se decidid excluir a los pacientes con cifras de
esclerostina sérica menor de 250 pg/ml, y realizar un nuevo anilisis de la muestra. De este modo
se reanalizaron 15 pacientes, 7 de los cuales con IMC menor de 25 y 8 de ellos con obesidad grado
lll. En este re analisis el grupo con un IMC menor de 25 tuvo una media de esclerostina de 2230.42
pg/ml, mediana de 2353.48 pg/ml con una desviacion estandar de 1085, comparado con el grupo
con IMC mayor de 40 el cual tuvo una media de esclerostina sérica de 1811.92 pg/ml, mediana
1497.73 pg/ml y una desviacién estandar de 1380 (tabla 5).

PESO NORMAL OBESIDAD GRADO Il

(n=7) (n=8)
MEDIA 2230.42 1811.92
MEDIANA 2353.48 1497.73
DESVIACION ESTANDAR 1085 1380.47
VALOR MAXIMO 3618.22 3947.93
VALOR MINIMO 552 486.95
ASIMETRIA -0.48 0.438
CURTOSIS -.801 -1.647

Se realizé de nueva cuenta prueba estadistica para corroborar normalidad con Shapiro Wilk,
siendo esta no significativa, lo que sugiere distribucién normal de la muestra. Se realizé de nueva
cuenta prueba de T de Student para la comparacidon de medias independientes de las cifras de
esclerostina sérica, comparada con la variable dicotdmica IMC, sin encontrar diferencias
significativas en las cifras de esclerostina entre los grupos con un IMC menor de 25 y un IMC mayor
de 40 (p=0.53), tampoc se encontrd diferencia significativa al usar la variable logaritmica de
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esclerostina (p=0.38). De la misma manera se realizé el cdlculo del tamaio del efecto de d de
Cohen entre ambos grupos siendo de -0.33.

Se realizé correlacion de Pearson entre esclerostina sérica y peso corporal, indice de masa
corporal, porcentaje de grasa, edad del paciente, 25 hidroxivitamina D, paratohormona, calcio
corregido, fosforo, magnesio, glucosa y hemoglobina glucosilada, en la tabla 6 se muestran los

resultados.

VARIABLES CORRELACION DE PEARSON Valor p
PESO -2.34 0.40
IMC -2.20 0.43
% GRASA -0.16 0.56
EDAD 0.23 0.40
25 OHD -0.23 0.39
PTH -0.13 0.96
CA CORREGIDO 0.10 0.70
P 0.070 0.80
Mg 0.012 0.96
GLUCOSA 0.05 1
HbA1c -0.70 0.85
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10. DISCUSION Y CONCLUSIONES

No se encontrd diferencias significativas en las cifras de esclerostina sérica entre los grupos con
un indice de masa corporal menor de 25 y el grupo con un IMC mayor de 40, ademas de encontrar
un tamaiio del efecto de primer instancia insignificante (d de Cohen -0.048).

Varios factores influyen para esto siendo uno de los mas importantes el tamaio de la muestra,
que si bien se trata de un estudio exploratorio, resulté ser insuficiente, por la dispersion que llegé
a presentar las cifras de esclerostina, en donde incluso las desviaciones estandar tanto del grupo
con un IMC menor de 25 e IMC mayor de 40, fueron mayores a la media de esclerostina de estos
grupos, lo cual seguramente mejoraria al aumentar el tamano de la muestra.

Otro punto muy importante a considerar, y que arroja aprendizaje para futuros estudios con el
uso de esclerostina, son las densidades 6pticas menores a 0.11 (equivalente a 250 pg/ml de
esclerostina), en las cuales existe una diferencia minima. Idealmente se debid realizar una nueva
curva, y realizar diluciones en la misma para lograr discernir de una manera entre los diferentes
puntos. No se logré realizar esta curva ya que sélo se contaba con un kit de esclerostina, sin
embargo llama la atencion que al excluir a los pacientes con cifras de esclerostina menores de 250
pg/ml, el comportamiento de los grupos (IMC <25 vs IMC >40) fue diferente, incluso observandose
cifras mas bajas en el grupo con IMC mayor de 40, comparandolo con el grupo con un IMC menor
de 25, como se sugirid en la hipodtesis de nuestro estudio, ademas mejoré la desviacion estandar,
e incluso incrementd el tamafio del efecto, de insignificante a por lo menos débil — moderado (d
de Cohen -0.33 a -0.55). Estos hallazgos al realizar la exclusién de pacientes con esclerostina
menor de 250 pg/ml, son muy importantes ya que justifican la realizacién de este mismo estudio,
con una mayor muestra, justificando recursos econémicos del estudio. Por otra parte estos
hallazgos también le dan un sentido a la teoria del mecanostato, en la cual a mayor carga mecanica
existe una mayor sintesis de tejido 6seo y por ende una disminucién en las moléculas inhibitorias
de la osteoblastogénesis como lo es esclerostina.

Grethen y colaboradores, realizaron un estudio en el afio 2012, en el cual evaluaron las cifras de
esclerostina sérica también en pacientes con IMC normal (menor de 25) y un IMC mayor de 40,
sin que tampoco encontraran diferencias significativas entre ambos grupos, sin embargo este
grupo en sus hallazgos describid cifras mas elevadas de esclerostina sérica en el grupo con IMC
mayor de 40, comparado con el grupo control (802 pg/ml + 34 vs 668 pg/ml % 150), sin que
tampoco encontrardn una diferencia estadisticamente significativa, sin embargo es de resaltar
que en estudio existieron factores que influyen en las cifras de esclerostina como lo fue que en el
grupo con IMC normal fue conformado por 20 pacientes del sexo femenino postmenopausicas y
7 en el grupo con IMC mayor de 40, e incluso uso de terapia de reemplazo hormonal, ademas de
que los limites de edad llegaron a ser de hasta los 63 afios. A diferencia de nuestro estudio, en el
que se excluyeron pacientes post menopausicas y con terapia de remplazo hormonal, y se puso
un limite de edad de 45 aios.
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Existid diferencias significativas en varias variables demograficas, bioquimicas y obviamente
antropométricas entre nuestros principales grupos (IMC menor de 25 vs IMC mayor de 40), esto
debido a las caracteristicas metabdlicas de los pacientes con obesidad, que a pesar de encontrarse
en “parametros de normales” de alguna variable, lograron significancia estadistica al compararlo
con paciente con peso normal. Situacidn que es dificil controlar en préximos estudios.

Al realizar correlaciones entre esclerostina y diferentes variables, las variables que tuvieron mayor
correlacion, aunque bien esta fue débil, fue precisamente aquellas relacionadas con el peso
corporal, IMC y porcentaje de grasa corporal, presentando todas ellas una correlacién negativa
débil, no significativa (la cual pudiera mejorar con el incremento de la muestra) siendo el mas
importante el peso del paciente., seguida por la del IMC, lo que apoya que la carga mecanica es
de los principales factores que pudieran explicar los niveles de esclerostina sérica.

Dentro de las limitantes de nuestro estudio como ya se comentoé fue el tamafio de la muestra,
ademas del disefio del mismo, ya que al ser un estudio transversal dificilmente podremos hablar
de causalidad, por lo que en un futuro se podran plantear estudios de cohorte o ensayos clinicos.
Otra limitante de nuestro estudio fue el nulo control del peso o la informacién obtenida del algiin
cambio en las cifras de peso corporal, dias previos a la toma de la muestra, tomando en cuenta
que la gran mayoria de nuestros pacientes con obesidad grado Ill, provenian de la clinica de
obesidad, en la cual cabria la posibilidad de que los pacientes ya hubieran iniciado algin régimen
para el descenso de peso.

En conclusidn, existen en la literatura muy pocos estudios que traten de buscar diferencias en las
cifras de esclerostina sérica y diferentes grado de obesidad. En nuestro estudio piloto a pesar de
no alcanzar diferencias significativas, si existio una tendencia a presentar cifras menores de
esclerostina en el grupo con IMC mayor de 40, que en grupo con un IMC menor de 25, como fue
planteada en la hipoétesis, ademas de documentar un tamafio del efecto de débil a moderado, por
lo que valdria la pena incrementar la muestra para mejorar el analisis estadistico y con mayor
confiabilidad encontrar o no diferencias estadisticas.
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