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Resumen

La Ciudad de México tiene una de las tasas de mayor incidencia de leucemia linfoblastica aguda (LLA)

reportadas en el mundo, al ubicarse entre 55 a 59 casos por cada millén de nifios menores de 14 afios.

En el paciente pediatrico con LLA, la administracion de dosis elevadas y prolongadas de
glucocorticoides se asocia con el desarrollo de efectos adversos, incluyendo una disminucién en la
densidad mineral ésea (DMO) y un aumento de la resorcién 6sea, debido a que ejercen una accion
directa sobre los osteoblastos y aumento del nimero de ciclos de remodelado 6seo, disminuyendo la

matriz 6sea, lo que en conjunto ocasiona un desequilibrio en el proceso de recambio 6seo.

Por otra parte, el proceso de remodelado 6seo permite mantener el volumen y la estructura 6sea, dicho
proceso es controlado por factores locales y sistémicos, destacando entre ellos el sistema del receptor
activador del factor nuclear- kB (RANK), su ligando natural RANKL (RANKL) y la osteoprotegerina
(OPG), via determinante en el equilibrio entre la resorcion y la formacién dsea. Disrupciones en este
complejo, originados por factores tales como la administracién de glucocorticoides y la deficiencia de
vitamina D reportada en estos pacientes, pueden conducir a modificaciones del proceso de remodelado
0seo, generando un incremento en la reabsorcion 6sea, alterando la arquitectura ésea y aumentando
el riesgo de fracturas en los pacientes con LLA. A la fecha son escasos los estudios que han explorado
la relacion entre el sistema RANK/RANKL/OPG vy la deficiencia o insuficiencia de vitamina D con
marcadores de recambio 6seo en el paciente pediatrico con LLA. Objetivo general. Evaluar la relacion
entre la dosis acumulada de glucocorticoides y la deficiencia de vitamina D sobre los cambios en el
cociente RANKL/OPG y marcadores del metabolismo 6seo en nifios con LLA a la remisién. MATERIAL
Y METODOS. Disefio: Estudio de cohorte, prospectivo. Poblacion: pacientes pediatricos con
diagndstico de LLA provenientes del Servicio de Hematologia, UMAE Hospital de Pediatria de
CMNSXXI, IMSS, Ciudad de México. PROCEDIMIENTOS. Una vez confirmados los criterios de
seleccidn, se procedio a explicar su participacion y solicitar a los padres y al nifio, su autorizacién por
escrito. Se realizé la historia clinica del paciente y las mediciones antropométricas. Los pacientes
fueron citados en la Unidad de Investigacibn Médica en Nutricion del Hospital de Pediatria del
CMNSXXI, en condiciones de ayuno y se tomd una muestra de sangre periférica para determinar los
niveles séricos de 25(0OH)D, RANKL, OPG y otros marcadores del metabolismo 6seo. El andlisis de la
Vitamina D se realiz6 por el método de cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a
un espectrometro de masas. Las concentraciones de RANKL, OPG y calcitonina fueron determinadas
en suero utilizando la técnica de Enzyme-linked inmunoabsorbent assay (ELISA). Las mediciones se

realizaron al diagndstico y al final de la remision. PLAN DE ANALISIS. Los datos se presentan como
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media + desviacion estdndar y/o como mediana (minimo y méximo) de acuerdo con su distribucion.
Para comparar el cambio entre las variables cuantitativas a lo largo del tiempo (diagnéstico y final de
la remisidn), se realiz6 un andlisis con prueba de Wilcoxon o t-Student para muestras relacionadas y
prueba de U de Mann-Whitney o t-Student para dos muestras independientes para comparar
diferencias entre los grupos de riesgo de recaida y por estado de nutricion de vitamina D. Se realizé el
analisis de asociacion entre la relacibn RANKL/OPG, las concentraciones de 25(OH)D y dosis a
cumulada de glucocorticoides. Analisis multivariado realizado con regresion lineal. RESULTADOS:
Treinta y tres pacientes (4-17 afios) de 71 pacientes elegibles con LLA de células B recién
diagnosticada fueron incluidos en esté trabajo. De acuerdo con el analisis realizado el grupo de riesgo
alto present6 un aumento en la relacion RANKL/OPG en la remision comparada con la medicion basal
(p < 0.006). El grupo de pacientes con deficiencia-insuficiencia de vitamina D, presentd un incremento
significativo en las concentraciones de RANKL y el cociente RANKL/OPG en la remision (p = 0.002 y
p = 0.002, respectivamente). La deficiencia-insuficiencia de vitamina D se detect6 en el 90% de los
pacientes en el momento del diagndstico de la LLA. Encontramos una correlacién inversa entre la A de
RANKL y A OPG (rho =-0,454, p = 0.008) y asociacion entre la disminucién de las concentraciones de
vitamina D y el incremento de RANKL con la disminucion OPG (Rho = 0.378, p = 0.03).
CONCLUSIONES: Con estos resultados demostramos un incremento de las concentraciones de
RANKL, el cociente RANKL/OPG y una disminucién de las concentraciones de OPG en la fase
temprana del tratamiento en el grupo de riesgo alto y de deficiencia de vitamina. Ademas, de una alta
frecuencia de hipovitaminosis D y asociaciéon entre la disminucion de las concentraciones de vitamina
Dy el incremento de RANKL con la disminucion de OPG. Estos hallazgos sugieren maodificaciones en

el metabolismo 6seo que pueden incrementar el riesgo de fracturas durante y posterior al tratamiento.

Futuros estudios deberan centrarse en la basqueda de nuevas acciones de intervencion en la
prevencion y control de la resorcion 6sea en los sobrevivientes de LLA mediante la suplementacion

con vitamina D.

Palabras clave

Leucemia linfoblastica aguda, relacion RANKL/OPG, ligando RANK, osteoprotegerina, 25(0OH)D,

corticosteroides, marcadores de recambio dseo.
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Abstract

Mexico City has one of the highest rates of acute lymphoblastic leukemia (ALL) reported in the world,

with 55 to 59 cases per million children under 14 years old.

In pediatric patients with ALL, the administration of high and prolonged doses of glucocorticoids is
associated with the development of adverse effects, including a decrease in bone mineral density
(BMD) and an increase in bone resorption, because they exert direct action on the osteoblasts and
increase the number of cycles of bone remodeling, decreasing the bone matrix, which together causes

an imbalance in the process of bone turnover.

On the other hand, the process of remodeling allows them to maintain the volume and the bone
structure. This process is controlled by local and systemic factors, highlighting among them the system
of the receptor activator of the nuclear factor kB (RANK), its natural ligand RANKL (RANKL) and
osteoprotein (OPG), a determinant pathway in the balance between resorption and bone formation.
Disruptions in this complex, caused by factors such as glucocorticoid administration and vitamin D
deficiency reported in these patients, may lead to modifications of the bone remodeling process,
generating an increase in bone resorption, altering the bone architecture and increasing the risk of
fractures in patients with ALL. Few studies to date have explored the relationship between the
RANK/RANKL/OPG system and vitamin D deficiency or insufficiency with bone turnover markers in
pediatric patients with ALL. General objective. To assess the relationship between cumulative
glucocorticoid dose and vitamin D deficiency on changes in RANKL/OPG ratio and bone metabolism
markers in children with remission ALL. MATERIAL AND METHODS. Design: Prospective cohort
study. Population: pediatric patients diagnosed with ALL from the Hematology Service, UMAE
Pediatrics Hospital of CMNSXXI, IMSS, Mexico City. PROCEDURES. Once the selection criteria were
confirmed, they explained their participation and asked for the parents and the child’s written consent.
The patient’s medical history and anthropometric measurements were performed. Patients were
referred to the Medical Research Unit in Nutrition of the Pediatric Hospital of CMNSXXI, under fasting
conditions and a peripheral blood sample was taken to determine serum levels of 25(0OH)D, RANKL,
OPG, and other markers of bone metabolism. ANALYSIS PLAN. The data are presented as mean
standard deviation and/or as median (minimum and maximum) according to their distribution. To
compare the change between quantitative variables over time (diagnosis and end of remission), an
analysis was performed with a Wilcoxon or t-Student test for related samples and a Mann-U test

Whitney or t-Student for two independent samples to compare differences between relapse risk groups
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and vitamin D nutritional status. The association analysis was performed between the RANKL/OPG
ratio, 25(OH) concentrations, and cumulated doses of glucocorticoids. Multivariate analysis was
performed with linear regression. RESULTS: Thirty-three patients (4-17 years) of 71 eligible patients
with newly diagnosed B-cell ALL were included in this study. According to the analysis performed, the
high-risk group presented an increase in the RANKL/OPG ratio in remission compared with the
baseline measurement (p < 0.006). The group of patients with vitamin D deficiency-insufficiency
presented a significant increase in RANKL concentrations and the ratio RANKL/OPG at remission (p =
0.002 and p = 0.002, respectively). Vitamin D deficiency-insufficiency was detected in 90% of patients
at the time of diagnosis of ALL. We found an inverse correlation between RANKL and OPG (rho = -
0.454, p = 0.008) and the association between the decrease in vitamin D concentrations and the
increase in RANKL with the decrease in OPG (Rho = 0.378, p = 0.03).CONCLUSIONS: With these
results, we demonstrated an increase in the concentrations of RANKL, the ratio RANKL/OPG and a
decrease in the concentrations of OPG at the early stage of treatment in the high-risk group and vitamin
deficiency. In addition, there is a high frequency of hypovitaminosis D and the association between the
decrease in vitamin D concentrations and the increase in RANKL with the decrease in OPG. These
findings suggest changes in bone metabolism that may increase the risk of fractures during and after

treatment.

Future studies should focus on finding new interventions in the prevention and control of bone resorption

in ALL survivors through vitamin D supplementation.
Keywords

Acute lymphoblastic leukemia, RANKL/OPG ratio, RANK Ligand, Osteoprotegerin, 25(OH)D,

Corticosteroids, Bone turnover markers.
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Capitulo I. Marco teérico

I.I Leucemia linfoblastica aguda

I.I.I Epidemiologia

Las leucemias son un grupo de enfermedades caracterizadas por un aumento en el nimero de
leucocitos en la sangre o/y médula 6sea. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se caracteriza por la
presencia de translocaciones cromosomicas y mutaciones somaticas (1), las cuales permiten la
proliferacion desordenada de células inmaduras de la linea linfoide (blastos) que surgen a partir de una
célula madre (stem cell) enferma en la médula ésea. El crecimiento desordenado de las células blancas
en la médula 6sea bloquea el desarrollo normal de la hematopoyesis originando la acumulacién de

blastos en alguna etapa de su desarrollo (2).

La LLA es la neoplasia maligna méas frecuente durante la edad pediatrica, esta constituye
aproximadamente el 25 % de todas las neoplasias diagnosticadas en nifios menores de 15 afios (3) y
el 80 % de todas las leucemias agudas (2). La LLA tiene su mayor pico de incidencia entre los 2 a 5
afios (2,4), siendo mayor en los nifios que en las nifias y acentuandose esta diferencia durante la

adolescencia (5). La incidencia anual de acuerdo con Pui y cols., es de 30 casos por millén (4).

En México, el cancer es un problema prioritario de salud publica por su alta incidencia y tasa de
mortalidad. Estimaciones recientes sefialan que anualmente se diagnostican de 2,600-3,120 casos de
cancer en menores de 18 afios (6), donde los tumores malignos son la quinta causa de mortalidad en
preescolares, y la segunda en edad escolar, siendo la LLA de células B la segunda causa de muerte
en el grupo de 5 a 14 afios (7). Un estudio realizado por Fajardo y cols., refiere, que la Ciudad de
México tiene una de las tasas de mayor incidencia de leucemia reportadas en el mundo, entre 55 a 59

casos por cada millén de niflos menores 14 afios (8).

I.LIl Etiologia de la LLA

Los eventos etiopatogénicos precisos que conducen al desarrollo de la LLA se desconocen, sin
embargo, se considera que su origen es multifactorial. Se ha descrito que la LLA es el producto de
mutaciones sucesivas que difieren segun la fase de maduracion de las células blasticas y donde
también, los factores epigenéticos y ambientales tienen una participacion importante en la
etiopatogenia y progresion de la enfermedad (9,10). Entre los factores ambientales se encuentran
principalmente las radiaciones ionizantes, que pueden inducir dafio genético en los precursores

hematopoyéticos, la exposicion a pesticidas, hidrocarburos, campos magnéticos y en distintos
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momentos de la concepcién el abuso en el consumo de alcohol o sustancias psicoactivas en la mujer
gestante (2). También ciertas condiciones genéticas, como el sindrome de Down, sindrome de Bloom,
anemia de Fanconi, neurofibromatosis, ataxia telangiectasia y sindrome de Li-Fraumeni, se consideran

factores de riesgo para la LLA (3).

El desarrollo de la tumorogénesis de LLA involucra una expresion anormal de diferentes genes,
incluyendo TEL-AML1, BCR-ABL1, RAS y PI3K, que llevan a una desregulacion del ciclo celular (11).
Estudios gendmicos han identificado la asociacién de LLA con variantes no codificantes en al menos
13 loci, relacionados con la transcripcion hematopoyética y de genes supresores de tumores (ARID5B,
BK1, CDKN2A/CDKN2B, BMI1-P1P4K2A, CEBPE, ELK2, ERG, GATA3, IGF2BP1, IKZF1/IKZF3,
USP7 y LHPP). Adicionalmente, los andlisis genémicos germinales han descrito la asociacion de la
presencia de hiperdiploidia (cromosomas X, 2, 4, 6, 10, 14, 17 y 18 ) en la LLA de células B con
mutaciones en diversos genes (NBN, ETV6, FLT3, SHA2 y CREBBP), en el sindrome de Down
asociado a LLA B (IKZF1, NBN, RTEL1) y con LLA de células T con mutaciones en la via de
sefalizaciéon Fanconi-BRCA (12,13). Las alteraciones genéticas en la LLA también incluyen la
presencia de hipodiploidia con menos de 44 cromosomas; y translocaciones recurrentes incluyendo
t(12;21)(p13;922) que codifica ETV6-RUNX1, 1(1;19)(g23;p13) que codifica TCF3-PBX1,
t(9;22)(g34;g11) que codifica BCR- ABL1, reordenacion de MLL en 11923 con una amplia gama de
genes asociados (13).

En el caso de la LLA infantil, la quimioterapia es el primer tratamiento empleado para intentar que la
enfermedad entre en remision (que no se encuentren células leucémicas en médula 6sea y se
restablezca la hematopoyesis normal); se utilizan grupos de riesgo de recaida en lugar de estadios
para planificar el tratamiento y se describen como sigue: 1) Riesgo estandar o bajo que incluye nifios
>1 afio a <7 afios, recuento inicial de leucocitos de 20,000/mm?3 en el momento del diagnéstico,
ausencia de infiltracion al sistema nervioso central (SNC), ausencia de masa mediastinal e
inmunofenotipo de células B; 2) Riesgo intermedio >7 afios a <10 afios, recuento inicial de leucocitos
de >20,000/mm3- <50,000/mm?en el momento del diagndstico, 3) Riesgo alto, incluye a los nifios <1
afio y >10 afos, y aquellos nifilos con un recuento de glébulos blancos de 50,000/uL o mas en el
momento del diagndstico, presencia de masa mediastinal, inmunofenotipo de células T e infiltracion al
SNC. Otros factores que afectan el grupo de riesgo se relacionan con ciertos cambios en los
cromosomas de los linfoblastos (ETV6—RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1, MLL), la rapidez con que
la leucemia responde al tratamiento inicial y si la leucemia se disemind hacia el cerebro, la médula

espinal, los testiculos u otras partes del cuerpo (13).
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Desde el punto de vista morfoldgico la LLA pediatrica se basa en los criterios establecidos por el grupo
Franco Americano Britanico (FAB), el cual los clasifica en L1, L2 y L3 (tipo Burkitt) de acuerdo con las
caracteristicas morfolégicas del blasto que considera el tamafio, nucleo, nucléolo, citoplasma y
basofilia (14,15).

I.I.IIl Tratamiento de la LLA

El tratamiento principal es la quimioterapia, aunque la radioterapia puede usarse en ciertos casos y el
trasplante de médula Osea se utiliza principalmente en los pacientes de muy riesgo alto. La
optimizacion de las dosis y pautas de los farmacos utilizados en la quimioterapia en funcion de las
caracteristicas bioldgicas de las células leucémicas, ha permitido alcanzar una elevada tasa de
supervivencia (16). Actualmente, los protocolos modernos incluyen principalmente tres fases: 1)
terapia de induccién a la remision, 2) consolidaciéon y 3) mantenimiento, y una profilaxis a sistema
nervioso central (SNC) (16).

El protocolo utilizado en este estudio es el HP09 el cual se basa en el protocolo Berlin-Frankfurt-
Munster (BFM) 95 (17). Este consta de una fase inicial (ventana esteroidea), en la cual el paciente

recibe una dosis de 50 mg/m?/d de prednisona durante 7 dias (17).

Durante la terapia de induccion, el objetivo principal del tratamiento de induccion a la remisién (IR) es
erradicar mas del 99% de las células leucémicas, sin evidencia de blastos y restaurar la hematopoyesis
normal y un estado funcional saludable (16). Esta etapa incluye principalmente la administracién de
multiples farmacos durante la inducciéon de la remision (29-33 dias), prednisona 60 mg/m2/d durante
28 dias, y vincristina 1.5 mg/m2/d (4 dosis), daunorrubicina 30 mg/m2/d (2, 3 6 4 dosis, para riesgo
estandar, intermedio y alto, respectivamente), L-asparaginasa 5000 Ul/m2/d (8 dosis para riesgo

estandar e intermedio, 6 dosis a riesgo alto), y quimioterapia intratecal (3 dosis). (17) (Ver Anexo 19.4).

La meta de las terapias de consolidacion e intensificacion es destruir las células leucémicas restantes
gue pueden no estar activas, pero que pueden comenzar una nueva expansion clonal y causar una
recaida (18). En la etapa de consolidacién, se administran dosis altas de metotrexate 500 mg/m?/dosis,
pulsos frecuentes de vincristina 1.5 mg/m?, glucocorticoides (dexametasona 20-60 mg/m? y L-
asparaginasa 25000 Ul/dosis durante 20-30 semanas (17); con el propésito de seguir la erradicacion
de las células malignas residuales y terapia de reinduccién con farmacos similares a los administrados
durante la induccion a la remision. Durante la fase de mantenimiento se administran al paciente dosis
diarias de mercaptopurina 50 mg/m?/dia y metotrexate 50 mg/m?/semana, con o sin pulso de vincristina

(1.5 mg/m?/dosis) y dexametasona (6 mg/m?#/dia) (17).
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I.I.IV Glucocorticoides y sus efectos sobre el hueso

Los glucocorticoides son un grupo de medicamentos utilizados ampliamente en diferentes
enfermedades pediéatricas por su accién antinflamatoria (19). No obstante, sus beneficios y su uso, se
asocian con numerosos efectos adversos, los cuales, principalmente se relacionan con dosis altas y
tiempos prolongados de administracidn, de los cuales destacan el sindrome de Cushing, diabetes,
obesidad abdominal, glaucoma, cataratas, retraso en el crecimiento, hipertension y afecciones del
sistema musculo esquelético como miopatia, osteonecrosis y osteoporosis (20). La incidencia de

estos efectos se ha reportado que es mayor con dexametasona que con prednisona (21,22).

Los glucocorticoides disminuyen la formacion de hueso y favorecen el aumento de la resorcion 0sea,
debido a que ejercen una accion directa sobre los osteoblastos y aumentan el nUmero de ciclos de
remodelado éseo, disminuyendo la matriz 6sea, lo que en conjunto ocasiona un desequilibrio en el
proceso de recambio 6seo (23). Se sugiere que la osteoporosis inducida por los glucocorticoides
ocurre en dos fases. Una fase inicial rapida de pérdida ésea, originada por una resorcion excesiva y
una segunda mas lenta ocasionada principalmente por la disminucién de la formacién 6sea (24). El
estudio de Soyka y cols., reporta una disminucién en la masa 6sea en nifios que recibieron menos
gue 0.16 mg/kg/d de prednisona (25). Por su parte, el Panel de Consenso sobre la Prevencion de
Osteoporosis, Diagnostico y Terapia, establecié que cualquier paciente que recibe una dosis oral de
5 mg/d de glucocorticoides 0 mas, por un tiempo mayor a dos meses estaria en riesgo alto de presentar
osteoporosis. Durante el tratamiento de LLA de riesgo estandar, un nifio recibe una dosis acumulada

aproximada de 2,000 mg/m? (26).

La osteoporosis inducida por glucocorticoides es actualmente la principal causa iatrogénica de
osteoporosis (27). Este padecimiento se caracteriza por una DMO baja y una microarquitectura
deteriorada que conduce a una disminucion de la resistencia 6sea (28). La disminucion de la DMO se
ha descrito en diferentes patologias pediatricas que incluyen en su tratamiento el uso de
glucocorticoides, como es el caso las leucemias, la artritis reumatoide juvenil, falla renal crénica, lupus
eritematoso sistémico juvenil, asma y dentro de los trastornos neuromusculares la Distrofia Muscular
de Duchenne (7,29,30). En el paciente pediatrico onco-hematoldgico, la administracién de dosis
elevadas y prolongadas de glucocorticoides, citotoxicos como el metotrexate y radioterapia tienen un
efecto negativo sobre la DMO, ocasionando una reduccion significativa de esta y alteracion en el
funcionamiento de la hormona de crecimiento, con efectos sobre el metabolismo 6seo (31-33). La
incidencia estimada de osteoporosis inducida por glucocorticoides es del 50% mas entre los pacientes
tratados durante mas de seis meses (19,34).
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I.I.V Densidad mineral 6seay fracturas en pacientes con LLA

El desarrollo del tejido 6seo es susceptible a padecimientos como el cancer y a su complejo tratamiento
terapéutico que a menudo tienen graves repercusiones en el proceso de crecimiento 6seo longitudinal
y mineralizacién 6sea (35). La disminucion de la DMO destaca como uno de los potenciales efectos
adversos en el tratamiento oncohematolégico, tanto en pacientes que recibieron quimioterapia (36,37)
como en aquellos que recibieron trasplante de células hematopoyéticas (38,39). Algunos estudios han
demostrado una disminucion de la DMO en pacientes con LLA en tratamiento (40—44). Inaba y cols.,
en un estudio realizado en 340 pacientes con LLA, recibiendo quimioterapia convencional sin
irradiacién craneal, con el proposito de monitorear los cambios en la DMO, entre el diagndstico y
durante el tratamiento, utilizando tomografia computarizada cuantitativa (QTC, por sus siglas en
inglés), reportaron una disminucién en el z-score de la DMO de 0.06 a -1.08 DE entre el diagndstico y
la semana 120 de tratamiento, mientras que en aquellos pacientes que presentaron una DMO baja al
diagndstico (z-score <1.5 DE), ésta permanecio disminuida en la semana 120 y a los 2 afios de terapia
(37). Por su parte Athannassidou y cols. evaluando el metabolismo 6seo en un grupo de nifios con
LLA después de la induccion a la remision y comparando con un grupo control de nifios sanos, reportan
una DMO disminuida en los pacientes con LLA (z-score -0.817) con respecto a los nifios sanos (z-
score -0.353) (p = 0.04) (45). En contraposicion Muszynska-Roslan y cols., en un estudio de tipo
transversal en nifios en remisién y una edad promedio de 12 + 0.5 afios, los autores concluyen que

no todos los pacientes con LLA estan en riesgo de presentar una masa 0sea baja (46).

Las fracturas son una causa importante de morbilidad en los pacientes con LLA, se ha reportado la
presencia de fracturas entre el 16 % - 39 % de los pacientes con LLA en tratamiento y del 28 % - 36 %
durante los primeros 5-6 aflos de seguimiento (35). En este sentido Ward y cols., reportaron una
incidencia acumulada de fracturas vertebrales del 32.5 % y del 23 % de fracturas no vertebrales, cabe
destacar que el 71.3 % de las fracturas se presentaron duran los dos primeros afios del tratamiento y

el 39 % de los nifios con fracturas vertebrales eran asintomaticos (47).

I.I.VI Remodelado 6seo

El sistema 6seo, se renueva constantemente mediante dos procesos, el modelado y la remodelaciéon
Osea (48,49). La remodelacion Osea se produce continuamente para reparar el dafio esquelético
generado por la carga fisica diaria, evitar la acumulaciéon de hueso fragil e hipermineralizado y
mantener la homeostasis mineral, liberando las reservas de calcio y fosforo. Dicho proceso se ve

organizado por la unidad basica multicelular, constituida por tres tipos de células principales: 1) los
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osteoblastos, derivados de las células madre mesenquimales, tienen como caracteristica principal
expresar proteinas constitutivas como fosfatasa alcalina y colageno de tipo |, lo que les confiere la
propiedad de sintetizar la matriz 6sea (50). Adicionalmente, se encargan de la produccion de
moléculas reguladoras, como la osteocalcina, osteopontina y osteonectina, RANKL y OPG (50,51); 2)
los osteoclastos, células altamente especializadas derivadas de los preosteoclastos y miembros del
sistema mononuclear fagocitico, llevan a cabo el proceso de resorcion, lo que significa la destruccion
del tejido «viejo» o0 dafiado para su posterior reemplazo por matriz Gsea nueva que,
subsecuentemente, sera mineralizada (50-53). Esta funcién la realizan a través de la acidificaciéon y
protedlisis de los componentes de la matriz y finalmente 3) el osteocito, célula estructural del hueso,
deriva de la diferenciacion y mineralizacion de los osteoblastos, aunque algunos autores no lo
reconocen como parte de la unidad basica multicelular (54,55). Adicionalmente, el osteocito expresa
a RANK en su membrana, que le permiten tener una funcién reguladora de la maduracioén de los
osteoclastos (54-56). Esta estrecha coordinacion entre la resorcion y la formacion garantiza el
mantenimiento de la integridad estructural y permite la sustitucion de hasta un 10% del esqueleto cada
afio (48,57). Por otra parte, el deterioro en el proceso de remodelacion 6sea a menudo resulta en la
progresion a la osteoporosis, un importante problema de salud mundial. El ciclo de remodelacién se
compone de siete fases secuenciales (quiescencia, activacion, reabsorcion, reversion, formacion,
mineralizacion y terminacion) y esta controlado por diversos factores locales y sistémicos (58). Durante
este proceso se producen diferentes marcadores de formacion 6sea, como la fosfatasa alcalina 6sea
(FAO), osteocalcina y de resorcién 6sea, como la fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP-5b, por

sus siglas en inglés) (59).

La calcitonina (CT), la hormona parathormona (PTH), la vitamina D3 (1,25 (OH). Ds) y los estrégenos
son los principales reguladores hormonales de la resorcién 6sea osteoclastica. Sin embargo, cada vez
es més evidente que los factores de crecimiento como el factor de crecimiento insulinico (IGF), el
factor de crecimiento transformante (TGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) desempefian un papel
importante en la regulacion de la remodelacion ésea fisioldgica (58). Entre estos factores reguladores,
destacan el sistema RANK/RANKL/OPG, el cual genera sefiales locales y sistémicas, determinantes
para el mantenimiento del equilibrio y el momento de la resorcion y formacion ésea dentro del ciclo de

remodelado 6seo (48).
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I.I.VIl Via de sefalizacién Wnt y metabolismo 6seo

La via de sefializacion Wnt puede clasificarse en dos vias principales: canoénica y no candnica. De
ellas, la via de sefializacibn Wnt candénica promueve la osteogénesis (60). Estas se produce a través
de la interaccién con los receptores Frizzled (Fz) y si es necesario también a través de la interaccion
con correceptores como la proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad 5 y
6 (LRP5/6) (61). La via de sefializacion candnica Wnt est4 mediada por la B-catenina. En ausencia de
estimulacion Wnt, la B-catenina citoplasmatica es fosforilada por un complejo de glucégeno sintasa
guinasa -3 (GSK-3), coli poliposis adenomatosa (APC) y axina. La B-catenina fosforilada es ademas
ubiquitinada y rapidamente degradada por el sistema proteasomal para evitar su acumulacion
citoplasmética. Por otro lado, la estimulacion de Wnt suprime la actividad de GSK-3 e induce la
acumulacion citoplasmética de B-catenina. La B-catenina acumulada se transloca al nucleo donde
induce la expresion de genes diana con el complejo factor de células T (TCF)/factor potenciador de
linfocitos 1 (LEF1) y proteina de unién a CREB (CBP) (60,61).

Los ligandos Wnt se unen a los dominios BP para inducir la transduccién de sefiales a través de la via
de sefalizacion canonica Wnt. La familia de proteinas Dickkopf (DKK) y la esclerostina inhiben la
sefializacién Wnt uniéndose de forma competitiva a esta region BP. La via de sefializacién no canénica
es un término genérico utilizado para vias no mediadas por -catenina. Ligandos como Wnt5a y Wntl11
activan las vias Wnt/Ca?* y Wnt/PCP sin inducir la acumulacién intracelular de B-catenina. En la via
Wnt/Ca?*, el aumento de la concentracion intracelular de Ca?* activa la proteina quinasa Il dependiente
de calmodulina (CaMK II) y la proteina quinasa C (PKC). En la via Wnt/polaridad celular planar (PCP),
pequefias proteinas G como Rac y Rho se activan para aumentar la motilidad celular, asi como para
determinar la direccion y localizacion de los cilios. Wnt5a se une al dominio rico en cisteina (CRD) del
receptor huérfano tipo tirosina quinasa (Ror) 1/2, un receptor transmembrana tipo tirosina quinasa de

paso Unico, que contiene dominios tirosina quinasa, ricos en serina/treonina y ricos en prolina (60,61).

La sefial candnica dependiente de B-catenina induce la formacion 6sea mediante la promocién de la
osteoblastogénesis y la expresion de OPG, mientras que las sefiales no candnicas independientes de
la B-catenina promueven la diferenciacion de los osteoblastos mediante LPR5/6. Por otra parte la via
de sefalizacion canénica Wnt en los precursores de osteoclastos suprime la osteoclastogénesis de
forma independiente de OPG, probablemente mediante la inhibicion de NFATc1 de pendiente de via
AMPc-PKA (60).
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I.I.VIIl Sistema RANK/RANKL/OPG y glucocorticoides

El sistema RANK/RANKL/OPG induce la diferenciacion y activacion de osteoclastos y osteoblastos,
equilibrando el ciclo de remodelado entre la formacion y resorcion (58). RANK es una proteina
homotrimerica de transmembrana tipo |, que inicialmente fue detectada en células precursoras de
osteoclastos (49). Mientras que RANKL es una proteina expresada por los osteoblastos y sus
precursores, bajo el control de hormonas, citocinas y factores de crecimiento pro-resortivos y diversos

factores osteo-activos, incluyendo glucocorticoides y vitamina D3 (36).

La interaccion de RANKL/RANK induce la formacion de osteoclastos maduros multinucleados,
conduciendo a la resorcion 6sea (49,57,62,63). Un tercer integrante, la OPG, también es producida
por los osteoblastos y su unién a RANKL inhibe la interaccion RANKL/RANK y subsecuentemente la
osteoclastogénesis. La unién de RANKL a su receptor natural RANK promueve la activacion de la via
de sefializacion intracelular del factor nuclear-xB, como resultado, genera la diferenciacion de los
preosteoclastos en osteoclastos maduros, facilitando la resorcién del hueso (54). Los precursores de
osteoclastos expresan el receptor del factor estimulante de colonias de macréfagos (c-fms) que, al ser
estimulado, promueve la expresion de RANK. Los osteoblastos controlan la diferenciacion de los
precursores de los osteoclastos mediante la produccién de RANKL, molécula de la superficie celular
gue es el efector principal del receptor RANK, y la OPG, receptor soluble para RANKL (54,62,63). La
unién de RANKL al dominio extracelular de RANK conduce a la expresion de genes especificos
involucrados en la diferenciacion y sobrevivencia de osteoclastos y resorcion ésea. El paso inicial de
esta via de sefalizacién es la unién del factor asociado al receptor de TNF (TRAF, por sus siglas en
inglés de Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Factor) dentro del dominio citoplasmético de
RANK (49), lo que conduce a la activacion del NF-kB y a su translocacion al nacleo. Los TRAFs
constituyen una familia de proteinas adaptadoras y, la mayoria de ellas participan en la activacion del
factor de transcripcion NF-kB y de los miembros de la familia de la proteina activada por mitdgenos
(MAP, por sus siglas en inglés de Mitogen-Activated Protein). Diferentes estudios sugieren que TRAF6
juega un papel critico en la diferenciacién y activacion de los osteoclastos (49,64—66). Al menos siete
vias de sefializacion son activadas por la proteina quinasa mediada por RANK, cuatro de ellas regulan
la osteoclastogénesis y tres regulan la activacion de osteoclastos (63). Por su parte, OPG actia como
un receptor sefiuelo bloqueando la unién de RANKL a su receptor celular RANK (67), por lo tanto, es
un regulador negativo de la sefalizacion de RANK, capaz de inhibir la osteoclastogénesis (64). La
OPG también es producida por los osteoblastos en respuesta a agentes anabdlicos como los

estrogenos y el factor de crecimiento transformante 8 (TGF- 3, por sus siglas en inglés de Transforming
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growth factor B) relacionado a las BMPs y a la via de Wnt/ - 3 catenina (67,68). En estudios realizados
en ratones con deficiencia de OPG, se ha reportado la presencia de osteoporosis. Mientras que la
sobreexpresion de OPG o administracion de dosis altas de OPG exégena inducen cambios similares

a la osteopetrosis, destacando la relevancia fisiolégica de la OPG (69-71) (Figura 1).

Pre-osteoclastos

/AMCSF

Il
//\RANK

N 0OPG
() RANKL

l/ c-fms8

Osteoclastos

FAO Osteocalcina PICP PINP TRACP-5b CTX ICTP

Figura 1. Remodelado 6seo. El sistema RANK/RANKL/OPG se encuentra regulada por el receptor
activador del factor nuclear— kB (RANK), el cual es expresado en la superficie de los pre-osteoclastos,
mientras que el ligando del receptor activador del factor nuclear— B (RANKL) y la osteoprotegerina
(OPG) son expresados por los osteoblastos. A) La union de RANK con su ligando natural permite la
diferenciacion de los pre-osteoclastos a osteoclastos, B) en contraste la union de RANKL con OPG
inhibe este proceso. RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear kB; OPG,

osteoprotegerina; c-fms, receptor del factor estimulante de colonias de macréfagos, FAO, fosfatasa
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alcalina 6sea; TRACP-5b, fosfatasa &cida tartrato-resistente; PINP, propéptido aminoterminal del
procolageno tipo I; PICP, propéptido C-terminal del procolageno tipo I; CTX, telopéptido C-terminal del
colageno tipo I; ICTP, telopéptido C-terminal entrecruzado del colageno.

Un efecto importante de los glucocorticoidekkks en el sistema 6seo esta mediado por RANKL y OPG
(72,73). Se ha informado que los glucocorticoides estimulan la diferenciacién de los osteoclastos
directamente por el aumento de la sefializacion de RANK e indirectamente por la inhibicién de la
produccion del interferon-B, que se sabe suprime la diferenciacion de los osteoclastos y estimula la
produccion de RANKL y la inhibicién de OPG por parte de las células osteoblasticas, lo que favorece
la osteoclastogénesis y la resorcién 6sea. Todos estos factores pueden contribuir a la fase inicial de
la pérdida 6sea inducida por los glucocorticoides. Cuando esto ocurre, los pacientes pueden presentar
un estado de remodelacion 6sea disminuida (74,75). Humphrey y cols., evaluando el efecto de
diferentes ligandos de los receptores de glucocorticoides sobre la produccion y expresion de OPG y
RANKL en lineas celulares osteoblasticas humanas, demostraron que el Deflazacort fue al menos 10
veces menos potente como inhibidor de la produccion de OPG en comparacion con la prednisolona.
A pesar de esta diferencia de potencia, a la dosis maxima probada (10 uM), el Deflazacort fue tan
eficaz como la prednisolona y la dexametasona inhibiendo la produccion de OPG. También,
demostraron que el Deflazacort estimula la expresion de RANKL en 1.2 veces mas, mientras que la

prednisolona lo hace hasta 6 veces mas (76).

Especificamente se ha reportado que la dexametasona incrementa la expresion de RANKL mediante
la disminucién de la expresion del miRNA-338-3p y del miRNA 17/20a, los cuales se han descrito
como reguladores negativos de la expresion de RANKL. La reduccion en la expresion de estos
miRNAs favorece la diferenciacion y activacion de los osteoclastos inducida por glucocorticoides
(77,78). Adicionalmente se ha demostrado que los receptores de glucocorticoides NR3C1 incrementan
la actividad del promotor de RANKL, a través de la unién directa a los elementos de respuestas de
glucocorticoides en el sitio +352 de la regién del promotor de RANKL, favoreciendo la expresion del
RNAmM de RANKL (79). Por otra parte, el silenciamiento de NR3C1 ocasiona una ligera disminucién
del RNAm de RANKL, sugiriendo que NR3C1 se encuentra involucrado en la regulacién transcripcional
de RANKL. Por otro lado, la dexametasona modula la expresion de OPG a diferentes niveles de la
transcripcion del RNAm a la secrecion de proteinas. Esto ocurre a partir de tres mecanismos de
transcripcion principales, que incluyen a AP-1, Runx2 y la via de sefalizacién candnica Wnt-b catenina
(80).
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También el exceso de glucocorticoides genera un descenso de la absorcion y resorcién de calcio, asi
como un incremento de la PTH, favoreciendo a una disminucién de la osteoblastogénesis e incremento

de la apoptosis de los osteoblastos (81).

Capitulo Il. Antecedentes
II.I Sistema RANK/RANKL/OPG en LLA

Como se mencioné anteriormente el sistema RANK/RANKL/OPG tiene un papel importante durante
el remodelado éseo (58,67). Adicionalmente, se han reportado alteraciones en las concentraciones
plasméticas y séricas en diversas patologias pediatricas (82—85). Recientemente, un estudio realizado
en un modelo murino demostrd que la expresion de RANKL en células leucémicas tiene un papel
importante en la destruccion 6sea (86). En este sentido, Muggeo y cols., evaluaron las
concentraciones de marcadores de recambio osed en 39 pacientes con LLA que ya habian concluido
la fase de intensificacion (7.64 + 4.47 afos) y 49 controles (8.7 = 4.7 afios). Los autores, reportaron
concentraciones mayores de RANKL (1,954 pmol/L vs. 3,759 pmol/L), OPG (3.7 vs. 4.3 pmol/L) y una
relacion RANKL/OPG (581 vs. 762) mayor en los pacientes con LLA comparado con el grupo control
(87). Por otra parte, el estudio realizado por Hablas y cols., cuyo objetivo fue evaluar la relacion entre
el eje RANK/RANKL/OPG, y el estado de nutricion de vitamina D en 60 sobrevivientes de LLA (10.25
+ 3.27 afios) y 60 controles (10.1 + 3.33 afios) pareados por género y edad. Los autores observaron
gue los sobrevivientes de LLA presentaron concentraciones mayores de RANK (73.5 ng/mL vs. 64.7
ng/mL), RANKL (523 pg/mL vs. 367 pg/mL) y menores niveles de OPG (3.9 ng/mL vs. 5.6 ng/mL)
comparado el grupo de nifios sanos (88). Estas modificaciones en el metabolismo 6seo pueden influir

en la DMO e incremento en el riesgo de presentar a largo mayor frecuencia de fracturas.

IL1l Vitamina D y sistema RANK/RANKL/OPG en LLA

La vitamina D tiene un papel bien conocido en el mantenimiento de la homeostasis del calcio y la salud
Osea. En lo que respecta a su accidén no solo esté relacionada con el metabolismo dseo y el equilibrio
de fosforo/calcio sino también con efectos importantes en mdltiples tipos celulares (43). La exposicién
baja al sol, las deficiencias nutricionales, la disminucién de la actividad fisica, la administracién de
metotrexate sistémico o intratecal, el tratamiento con glucocorticoides a largo plazo y la radiacion, son
los posibles factores de riesgo de deterioro del estado nutricional de la 25-hidroxivitamina D (25(OH)D)
y del metabolismo 6seo en los pacientes con LLA. Esto incrementa el riesgo de osteoporosis, asi como
la de enfermedades cardiovasculares y neoplasias nuevas en los sobrevivientes de LLA (89). Hun Ju

Lee y cols., al evaluar la concentracion de vitamina D en 97 pacientes con leucemia mieloblastica
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aguda, reportaron que el 35% de los pacientes presentaron niveles insuficientes de vitamina D (20-
31.9 ng/ml) y un 30% fueron clasificados como deficientes (< 20 ng/ml). En otro estudio, Thomas y
cols., observaron que las concentraciones mas bajas de 25(OH)D circulantes se relacionaban con una
etapa avanzada de la enfermedad y una mala respuesta a la terapia. Los autores sefialan que la
concentracion sérica disminuida de vitamina D es un marcador potencial de pronéstico en pacientes
con leucemia (90). Simmons JH y cols., en una cohorte de 75 nifios y adolescentes sobrevivientes de
LLA, que recibieron terapia convencional (14.5 afios) o fueron tratados con trasplante de células madre
(15.6 afios), reportan que el 53% de los pacientes presentaron concentraciones insuficientes de
vitamina D (15-29 ng/dL) y 12% fueron deficientes (<15 ng/dL) (91). Esta deficiencia/insuficiencia de
vitamina D en los sobrevivientes de LLA fue similar a la reportada en poblacion pediatrica de los
Estados Unidos. La deficiencia/insuficiencia de vitamina D puede resultar en hiperparatiroidismo
secundario, lo cual provoca un aumento en la actividad osteoclastica, y por lo tanto, se activa la

resorcion de hueso (92), que conduce al desarrollo de osteoporosis y fracturas (93).

Para nuestro conocimiento, son escasos los estudios donde exploren la relacion entre la deficiencia
de vitamina D y el cociente RANKL/OPG en poblacion pediatrica con LLA. En el estudio realizado por
Hablas y cols., reportaron una correlacion negativa entre las concentraciones de RANK (r = -0.477, p
= 0.002) y RANKL (r =-0.685, p = 0.001), y positiva con las concentraciones de OPG (r = 0.347, p =
0.028) y las concentraciones de vitamina D de sobrevivientes de LLA (88). En relacion con los
pacientes con LLA en tratamiento, Solmaz y cols., realizaron una intervencion en nifios con diagndstico
reciente de LLA (N = 29), donde asignaron aleatoriamente a 15 nifios al grupo de suplementacién
durante 6 meses (10 pg/d de calcitriol + 100 pg/d de vitamina K) y 14 nifios en el grupo control (terapia
estandar). Los resultados de este estudio muestran que la relacion OPG/RANKL incrementé
significativamente en el grupo tratado al mes de suplementacion (0.44 £ 0.3 vs. 0.70 £ 0.24; p = 0.015).
A los 6 meses no hubo diferencias, entre grupos. Los autores sugieren que la combinacion de estas
vitaminas tuvo un efecto positivo sobre la estructura ésea, sugiriendo que el incremento observado del
cociente OPG/RANK, se asocia con un balance entre la actividad osteoclastica y osteoblastica,

favoreciendo la formacion Gsea (94).

En este contexto, la exploracion de la relacion entre las concentraciones vitamina D y la administracion
de glucocorticoides sobre el cociente RANKL/OPG en el paciente pediatrico con LLA, resulta
relevante, dado que un desbalance en la expresion o funciéon de algin componente de este sistema
puede inducir la desregulacion del ciclo de remodelado y generar modificaciones en la densidad

mineral 6sea, aumentando en el paciente pediatrico con LLA el riesgo a largo plazo de presentar
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fracturas. Adicionalmente, se ha reportado que la relacion RANKL/OPG, se asocia de forma inversa
con las contracciones de 25 hidroxivitamina D en suero, lo cual se traduce en un aumento de los
niveles de RANKL, generando un aumento en la formacién de osteoclastos y la resorcion 6sea (Figura
2) (73).

En resumen, diferentes estudios han demostrado el efecto de la deficiencia de vitamina D y el impacto
de la administracion de corticoides sobre el incremento de las concentraciones de RANKL, la relacion
RANKL/OPG y disminucion de las concentraciones de OPG en pacientes pediatricos con LLA en
tratamiento. Esté desequilibrio en la expresion o funcién de cualquier componente de este sistema
puede inducir la desregulacién del ciclo de remodelado y generar modificaciones en la DMO. Estos
efectos pueden aumentar el riesgo a largo plazo de osteoporosis y fracturas en pacientes pediatricos
con LLA.

Por lo tanto, es necesario analizar los cambios en los niveles de RANKL, OPG y 25(0OH)D, la relacion
RANKL/OPG y otros marcadores de recambio 6seo en pacientes con LLA durante el tratamiento.

26



Whnt-B catenina Blucocoficoiia Osteoclastogénesis

LRP5/6

Actividad de osteoclastos

Deficienciade S
Resorcion 6sea

itaminaD

. IConcentraciones
RANKL RANKIL
()

RANK RANK

\ 4

-] RNAm RANKL

l RNAm OPG
NFATC1

Formacion ésea
* Expresion de
OPG

Osteoblastos
Osteoclastos e,

Figura 2. Efecto de la via de sefializacion Wnt, glucocorticoides y deficiencia de vitamina D sobre el
proceso de remodelado 06seo. La via candnica Wnt, mediante la union al receptor LRP5/6 y FZ,
generan un incremento en produccion de B-catenina, la cual al translocar al nacleo y unirse a TCF/LEF,
favorece a la produccion de OPG., mediante La administracion de glucocorticoides produce un
incremento en las concentraciones de RANKL mediante un incremento en el mMRNA de RANKL y una
disminucion de los niveles de OPG al reducir el RNAmM de OPG. Adicionalmente, la deficiencia de
vitamina D produce un incremento en las concentraciones de RANKL. Estas alteraciones generan un
incremento en la osteoclastogénesis y actividad de los osteoclastos. RANKL, ligando del receptor
activador del factor nuclear kB; OPG, osteoprotegerina; TCF/LEF, factor de células T/factor
potenciador linfoide; proteina 5/6 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad; FZ,
frizzled; GCs, glucocorticoides; RG, receptor de glucocorticoides; ERG, elementos de respuesta a
glucocorticoides; VD, vitamina D; RVD, receptor de vitamina D; RXR, receptor X retinoide; JNK,
cinasas c-Jun N-terminal; NF-kB, factor nuclear kappa B; MITF, factor de transcripcién asociado con

microftalmia, NFATC1, factor nuclear de células T activada.
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Planteamiento del problema

En el paciente pediatrico con LLA en tratamiento se ha documentado la disminucién de la densidad
mineral 6ésea, asi como la presencia de fracturas entre el 16% - 39% de los pacientes, lo cual afecta
gravemente el pico maximo 6seo y la calidad de vida de los sobrevivientes de LLA. La administracion
de dosis elevadas y prolongadas de glucocorticoides tienen un efecto negativo sobre el metabolismo
0seo. La osteoporosis inducida por glucocorticoides es actualmente la principal causa iatrogénica de

osteoporosis.

La terapia a base de glucocorticoides induce un incremento en la expresion de RANKL y una
disminucion de la expresién de OPG, favoreciendo la maduracién, actividad y sobrevida de los
osteoclastos en la tasa de resorcién 6sea en estos pacientes. Adicionalmente, se ha reportado una
relacion inversa entre las concentraciones bajas de 25(0OH)D y RANKL, lo que en conjunto ocasiona
un desequilibrio en el proceso de recambio 6seo, que se refleja en una disminucion de la DMO, una

alteracion de la arquitectura del hueso y a largo plazo mayor riesgo de presentar fracturas.

A la fecha son pocos los estudios que han explorado la relacién entre la dosis acumulada de
glucocorticoides y la deficiencia de vitamina D sobre el cociente RANKL/OPG y marcadores de
recambio 6seo en el paciente pediatrico con LLA.
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Justificacion

La Ciudad de México tiene una de las tasas de mayor incidencia de leucemia reportadas en el mundo
(55 a 59 casos/millon de nifios menores 14 afios). Los glucocorticoides son un grupo de medicamentos
utilizados ampliamente en diferentes enfermedades pediatricas por su accion antinflamatoria. No
obstante, sus beneficios, su uso se asocia con efectos adversos, de los cuales destacan afecciones

COmo osteonecrosis Yy osteoporosis.

En el paciente pediatrico onco-hematoldgico, la administracion de dosis elevadas y prolongadas de
glucocorticoides, asi como de citotoxicos como el metotrexate y radioterapia tienen un efecto negativo
sobre el metabolismo 6seo, ocasionando una disminucion de la densidad mineral 6sea. Durante el
tratamiento de LLA de riesgo estandar, un nifio recibe una dosis acumulada aproximada de 2,000
mg/m?. Un efecto importante de los glucocorticoides en el sistema 6seo estd mediado por RANKL y
OPG. Ademas, la deficiencia de vitamina D reportada en estos pacientes, se asocia con un aumento
en la relacion RANKL/OPG, lo cual incrementa la formacion y actividad de osteoclastos y la resorcion
Osea.

En este contexto, la exploracion de la influencia de la administracion de glucocorticoides y las
concentraciones de vitamina D y sobre el cociente RANKL/OPG y marcadores del metabolismo éseo
en el paciente pediatrico con LLA, resulta particularmente relevante, ya que permite identificar
alteraciones en los componentes del sistema RANK/RANKL/OPG que pueden inducir la desregulacion
del ciclo de remodelado y generar modificaciones en la densidad mineral ésea, aumentando en el

paciente pediatrico con LLA el riesgo a largo plazo de presentar osteoporosis y fracturas.
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Pregunta de investigacion

¢, Cual es la relacién entre la dosis acumulada de glucocorticoides y las concentraciones de vitamina
D sobre los cambios en el cociente RANKL/OPG en nifios con leucemia linfoblastica aguda en

tratamiento?
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Hipotesis

Los pacientes con LLA que reciban dosis altas de glucocorticoides y presenten deficiencia de vitamina
D, mostraran una relacion inversa con los cambios en el cociente RANKL/OPG vy alteraciones en los

marcadores del metabolismo 6seo a la remision.
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Objetivo general

Evaluar la relacién entre la dosis acumulada de glucocorticoides y la deficiencia de vitamina D sobre
los cambios en el cociente RANKL/OPG y marcadores del metabolismo 6seo en nifios con LLA a la

remision.
Objetivos particulares

1. Reportar la dosis acumulada de prednisona de la ventana esteroidea y de la remisiéon de una

cohorte de nifilos con LLA en tratamiento.

2. Determinar y comparar los cambios en las concentraciones séricas de vitamina D entre el

diagnostico y el final de la remision de una cohorte de nifios con LLA en tratamiento.

3. Determinar y comparar los cambios en las concentraciones RANKL, OPG el cociente RANKL/OPG

entre el diagnéstico y el final de la remisién, de una cohorte de nifios con LLA en tratamiento.

4. Determinar y comparar los cambios en las concentraciones de los marcadores de remodelado 6seo
(fosfatasa alcalina 6sea, osteocalcina, TRACP-5b, PTH, fésforo, Ca I6nico) entre el diagnéstico y

la remisién de una cohorte de nifios con LLA tratamiento con glucocorticoides.
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Capitulo Illl. Material y Métodos
lll.I Disefio del estudio

Estudio de cohorte, prospectivo, analitico, observacional.
1.1 Poblacién de estudio

Pacientes pediatricos con diagnostico de LLA provenientes del Servicio de Hematologia del Hospital
de Pediatria de CMNS XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.

[Il.II Criterios de seleccion de los sujetos de estudio

[LILI Inclusién:

1. Pacientes sin distincion de sexo.

2. Pacientes con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda de novo de LLA de células B.
3. Edad: 24 -<17 afios 11 meses.

4. Pacientes cuyos padres o tutores aceptaran participar en el estudio y firmaran la carta de
consentimiento y sentimiento informado (nifios = 8 afos)

HILILI Exclusion:

1. Con tratamiento previo con glucocorticoides.

2. Pacientes con enfermedad renal/hepatica o sindrome de Down.
lHLILIHI Eliminacion:

1. Pacientes que rechazaran continuar con el estudio.

2. Pacientes que durante la etapa de evaluacion desarrollaran falla renal/hepatica. secundaria al
tratamiento.

3. Pacientes con seguimiento incompleto.
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.1l Tamanio de la muestra

Para el calculo del tamafio de muestra se utilizé el estudio Wasilewska y cols. (95), donde se cuantificd
la RANKL/OPG en plasma en un grupo de pacientes con sindrome nefrético y se comparé con la
concentracion de un grupo control sano (0.11 + 0.12 vs. 0.06 + 0.08, p = <0.01), considerando un valor
de a =0.05 y un valor de B = 0.20. Para determinar los cambios en la vitamina D, se utilizé el estudio
de Maddheshiya y cols. (96), en el cual se reportan un incremento en el porcentaje de pacientes con
deficiencia/insuficiencia de vitamina D al finalizar la quimioterapia (62% vs. 89.4%, p = 0.00),
considerando un valor de a = 0.05 y un valor de B = 0.20, fueron necesarios 32 pacientes con LLA.

Considerando un 20 % de pérdidas, fueron reclutados 40 pacientes con diagnéstico de LLA de novo.

34



lIl.IV Definicidn de las variables

Cuadro 1. Definicién de las variables de estudio.

Variables Definicion conceptual Definicion operacional Tipo de variable y

unidades

Variable independiente

Dosis Cantidad total de Se registré la administracion Cuantitativa
acumulada de glucocorticoides que se de la dosis de glucocorticoides | continua

glucocorticoides | administra a un paciente durante la venta esteroidea y mg/m?de superficie

en un tiempo al final de la etapa de remisién | corporal
determinado. de acuerdo con el grupo de

riesgo.

Riesgo alto:

*Nifos <1 ano >10 afos,

*Recuento de glébulos

blancos = 50,000/l al

diagndstico

*Presencia de masa

mediastinal

sInmunofenotipo de células T

*Infiltracion al sistema

nervioso central (SNC).

Riesgo intermedio:

*>7 - <10 afios

*Recuento inicial de leucocitos
de > 20,000/mms3- <
50,000/mm?2en el momento
del diagndstico

* Inmunofenotipo de células T

Riesgo estandar:

Inmunofenotipo de células B

>1 afio - <7 afos
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*Recuento de glébulos <
50,000/ul al momento del
diagnéstico

*Ausencia de infiltracion a
SNC

*Ausencia de masa

mediastinal

Variables dependi

entes

Cociente El cociente RANKL/OPG El cociente de RANKL/OPG se | Cuantitativa,

RANKL/OPG es un indicador de la determiné mediante la relacion | continua
integridad y de de los valores de RANKL y de
remodelado del tejido OPG. Se comparo entre la
0seo. medicion basal y al final la

etapa de remision.

RANKL El ligando del receptor Se determind en plasma Cuantitativa,
activador del factor mediante un ensayo comercial | continua,
nuclear kB (RANKL), es de ELISA al diagnéstico y al pmol/L
expresado por los final de la etapa de remision.
osteoblastos y su
sefalizacién permite la
diferenciacion y actividad
de los osteoclastos y
osteoclastogénesis.

OPG La osteoprotegerina Se determind en plasma Cuantitativa,

(OPG) es una proteina
gue actla como receptor
sefiuelo del RANKL. Su
actividad biologica

contrarresta los efectos

del RANKL al competir por

la activacion del RANK y

de esta forma inhibe la

mediante ensayo comercial de
ELISA al diagnéstico y al

finalizar la etapa de remision.

continua

pmol/L
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diferenciacion y activacion
de osteoclastos y
disminuye la resorcion

osea.

25 (OH)D

Prohormona con multiples
efectos en diferentes de
tejidos y procesos
fisiologicos. Su accion
esta relacionada, con el
metabolismo mineral 6sea
y el equilibrio fosforo

célcico.

Se determind en suero por
Cromatografia de Liquidos de
Ultra Alta Resolucién acoplada
a un Espectrometro de Masas
al diagnéstico y al finalizar la

etapa de remision.

Cuantitativa

continua
ng/mL

Puntos de corte
(97):

Suficiencia
230ng/mL
Insuficiencia 21-29
ng/mL

deficiencia
<20ng/mL

Osteocalcina

Proteina sintetizada por el
osteoblasto. Es la proteina
no colagena mas

abundate la matriz 6sea.

Se determiné en plasma
mediante un ensayo comercial
de ELISA al diagndstico y al

final de la etapa de remision.

Cuantitativa

continua

pg/dL

Fosfatasa
alcalina
especifica del
hueso

(FAO)

La isoforma de fosfatasa
alcalina esquelética, o
especifica del hueso, es
una proteina producida
por los osteoblastos. Esta
enzima juega un papel
muy importante en la
mineralizacién y en la

formacion osteoide.

La FAO se determin6 en
plasma utilizando un kit de
ELISA durante la venta
esteroidea y al final de la

etapa de remision.

Cuantitativa
continua
U/L

Fosfatasa acida
resistente al
tartrato-5b
(TRACP-5b)

Enzima expresada en
osteoclastos. Esta juega
un papel importante como

regulador de la resorcion

TRAPC-5b se determiné en
plasma utilizando un kit de
ELISA.

Cuantitativa

continua pg/mL

37




6seay la funcién
metabdlica de los

osteoblastos.

Calcio ionico

Es la fraccién activa del
calcio, desde el punto de
vista metabdlico,
fisiologico y bioquimico. El
calcio ionizado representa

el 40% del calcio total.

Los valores de las
concentraciones de calcio
iGnico se obtuvieron a partir
del expediente clinico durante
la venta esteroidea y al final
de la etapa de remision.

Cuantitativa

continua

mg/dL

Hormona

paratiroidea

Hormona sintetizada y
secretada por las
glandulas paratiroideas.
La principal funcién de la
PTH es el mantenimiento
de la homeostasis del
calcio en la sangre, regula
la masa ésea de forma
endocrina. La disminucién
de la PTH se manifiesta
con el desarrollo de

hipocalcemia.

Los valores de las
concentraciones de PTH se
obtuvieron a partir del
expediente clinico durante la
venta esteroidea y al final de

la etapa de remision.

Cuantitativa
continua
mg/dL

Fosforo

El fésforo es un mineral
que constituye el 1% del
peso corporal total de una
persona. Es el segundo
mineral mas abundante en
el cuerpo. Estéa presente
en cada célula del cuerpo.

La mayor parte del fosforo

Los valores de las
concentraciones de fosforo se
obtuvieron a partir del
expediente clinico durante la
venta esteroidea y al final de

la etapa de remision.

Cuantitativa
continua
mg/dL

3-9 afios: 3.2-5.8
mg/dL

10-15 afos: 3.3-5.4
mg/dL
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en el organismo se

>15 afios: 2.4-4.4

encuentra en los dientes y mg/dL (98)
en los huesos.
Variables confusoras
Prondstico de Factores pronésticos que | Registro de la estratificacion Cualitativa
riesgo de determinan el esquema de | de riesgo de recaida para LLA | politbmica
recaida tratamiento, la respuesta en: Riesgo alto
al tratamiento oncolégico 1. Riesgo alto Riesgo intermedio
y supervivencia del 2. Riesgo intermedio Bajo riesgo
paciente con LLA. 3. Riesgo estandar
Se categorizaran de
acuerdo con las siguientes
caracteristicas:
Edad Corresponde a los afos Se registro la edad en afios Cuantitativa

que ha vivido una persona | transcurridos desde el continua
desde nuestro nacimiento | nacimiento hasta el momento | Ailos/meses
hasta un punto del estudio.

determinado de la vida.

Sexo biolégico Son las caracteristicas Se registré el sexo bioldgico Cualitativa
biolégicas que definen a de los pacientes como F dicotomica
los seres humanos como | (femenino) y M (masculino) Hombre
hombre o muijer. Mujer

I11.VV Procedimientos

Los pacientes fueron reclutados de acuerdo con los criterios de seleccion. Una vez identificados, se

procedi6 a explicar y solicitar a los padres y al nifio (cuando asi se requirié por la edad) la participacion
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en el estudio y su autorizacion por escrito (Anexo | y IlI). A cada paciente se le informé acerca del
objetivo del proyecto, el caracter voluntario de su participacion, asi como la posibilidad de retirarse del
estudio en cualquier momento, sin que por ello se viera afectada su atencion médica. Al momento del
diagnéstico se realiz6 la historia clinica del paciente y registré de las mediciones antropométricas. Los
pacientes fueron citados en la Unidad de Investigacion Médica en Nutricion del Hospital de Pediatria
del Centro Médico Nacional S XXI, en condiciones de ayuno y se tomd una muestra de sangre
periférica para determinar los niveles séricos de 25(0OH)D, RANKL, OPG, osteocalcina, fosfatasa
alcalina 6sea (FAO) y fosfatasa acida resistente al tartrato-5b (TRACP-5b, por sus siglas en inglés).
Otros marcadores del metabolismo 6seo como PTH, fosforo y calcio ibnico se obtuvieron del

expediente clinico (Figura 3).
[I1.VI Muestras biolégicas

Posterior al consentimiento informado y con ayuno de al menos 8 horas se tom6 una muestra de
sangre (7 mL) periférica que se colectd en un tubo Vacutainer™(5 mL por tubo) heparinizado para la
determinacion de 25(0OH)D, RANKL, OPG, fosfatasa alcalina 6sea, TRACP-5b y otros marcadores de
metabolismo 6seo (PTH, fosforo y calcio iénico), al momento del diagndstico y final de la induccién la
remision. Las muestras fueron tomadas por personal capacitado y siempre que fue posible coincidir

con la cita de laboratorio se tomaron el mismo dia para reducir el nUmero de punciones.

La muestra de sangre se centrifugd a 3500 rpm, durante 10 minutos. El suero y plasma se separé en
alicuotas y se almacend a -80°C para su posterior cuantificacion de 25(OH)D, RANKL, OPG,
calcitonina, FAO y TRACP-5b.

I1.VII Medicién de 25(0OH)D

El andlisis de la 25(0OH)D se llev6 a cabo por el método de Cromatografia de Liquidos de Ultra Alta
Resolucion acoplada a un Espectrometro de Masas (UPLC-MS-MS), técnica analitica que combina la
capacidad de separacion fisica de la cromatografia de liquidos con la capacidad de deteccion selectiva
y confirmacién de la identidad molecular del espectrometro de masas. La UPLC-MS-MS, se utiliza
para la deteccién y caracterizacion de compuestos polares y no esta limitada por la volatilidad o la
estabilidad térmica de los analitos, como resultado se pueden analizar un gran nimero de especies
guimicas con alta sensibilidad. El equipo de UPLC-MS-MS con el que se cuenta, es un sistema
ACQUITY UPLC Clase H con un detector de fotodiodos (PDA) y un espectrometro de masas
(ACQUITY QDA) con modo de lonizacion por Electrospray (ESI), ademas de un sistema de gestion

de eluyentes cuaternario y una sensibilidad analitica de 5 ng/mL y un intervalo de 100 ng/mL para
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25(0OH)D. Dicho equipo permite realizar métodos con mayor resolucion, rapidez y sensibilidad para el
analisis simultaneo de diversos analitos. Como parte del control de calidad se realizaron curvas

estandar y por cada 7 muestras se analiza una muestra de suero control (99).

Las concentraciones de 25(OH)D fueron clasificadas de acuerdo con la Sociedad de Americana de
Endocrinologia de la siguiente manera: deficiencia de vitamina D (< 20 ng/mL), insuficiencia de

vitamina D (20—-29 ng/mL) y suficiencia de vitamina D (= 30 ng/mL) (97).
l1.VIIl Medicién de las concentraciones de RANKL, OPG y marcadores del metabolismo éseo

Las concentraciones de RANKL se determinaron utilizando un ensayo de microesferas magnéticas de
RANKL humano (HRNKLMAG-51K-01) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) con una sensibilidad
analitica de 0.5 pg/mL y un intervalo de 4.88-20000 pg/mL. La informacién debe ser consistente, en la
tabla de variables indicas que es mediante el método de ELISA. Las concentraciones de OPG y
osteocalcina se determinaron utilizando un panel de microesferas magnéticas para hueso humano
(HBNMAG-51K) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), con una sensibilidad analitica de 1.9 pg/mL y
un intervalo de 7-30000 pg/mL para OPG y una sensibilidad analitica de 68.5 pg/mL y un intervalo de
146-600000 para osteocalcina. El cociente RANKL/OPG se calcul6 para cada paciente dividiendo el
valor de RANK entre el valor de OPG.

En una submuestra de 20 pacientes se realizé el andlisis de las concentraciones de FAO y TRACP-
5b mediante ELISA. La FAO se midi6 utilizando un kit comercial (MBS60806) (MyBiosource Inc.,
EE.UU., San Diego, CA), con una sensibilidad analitica de 1.89 U/L y un rango de 3-900 U/L, y los
niveles altos se definieron como = percentil 75 (100). TRACP-5b se evalu6 utilizando un kit comercial
(MBS045195) (MyBiosource Inc., EE.UU., San Diego, CA), que tiene una sensibilidad analitica de 0.1
pg/mL y un rango de 0.5-16 pg/mL. Todas las mediciones se realizaron en el momento del diagnéstico

y de la remisién completa.

Los valores de las concentraciones de PTH, calcio ionizado y de fésforo se obtuvieron del expediente

clinico de los pacientes.
[Il.IX Mediciones antropométricas
[Il.IX.I Peso y compaosicién corporal.

El peso y composicion corporal se obtuvieron utilizando una bascula de bioimpedancia eléctrica,
InBody 230 (InBody USA, Cerritos, CA, USA) con capacidad maxima de 200 kg y una sensibilidad de

0.1 gramos, previamente calibrada, con el nifio de pie sobre la plataforma, sin calzado, ni objetos
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metdlicos y con la menor ropa posible. Las mediciones se realizaron en el momento del diagnostico y

de la remision completa.
HLIX.II Estatura.

Se registrd utilizando un estadimetro SECA 222 con un rango de medicién de 6 cm a 230 cm y
divisiones de 1 mm. El nifio fue colocado de pie sobre la plataforma, sin zapatos y sin accesorios en la
cabeza que pudieran interferir con la medicion. Se posicioné en el plano horizontal de Frankfort (linea
entre el punto mas bajo de la 6rbita del ojo y el trago), con los brazos colocados libremente al lado del
tronco con las palmas de las manos hacia el muslo. Los talones juntos tocando la pared con las puntas
separadas en un angulo de 60°; los glateos, la espalda y la parte posterior del craneo deberan estar
en contacto con la pared. Se le pidi6 al nifio que inhale profundamente y que mantenga una postura
recta sin alterar el equilibrio del peso en ambas piernas. La parte mévil del estadimetro se situé en la
parte mas superior del craneo presionando con fuerza suficiente el cabello del sujeto. Todas las

mediciones se realizaron en el momento del diagnostico y de la remision completa.
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Figura 3. Esquema de los procedimientos realizados a los pacientes con diagnéstico de leucemia

linfoblastica de células B durante el seguimiento. PTH, parathormona; RANKL, ligando del receptor

activador del factor nuclear kB; OPG, osteoprotegerina; cociente RANKL/OPG; FAO, fosfatasa alcalina

Osea; TRACP-5b, fosfatasa acida tartrato-resistente 5b; UIMN, Unidad de Investigacion Médica en

Nutricion.
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IlI.X Aspectos éticos

El investigador responsable declara que en este estudio se respetaron las normas internacionales en
investigacion en seres humanos expresados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial de Principios Eticos para la Investigacion Médica en seres humanos adoptada por la 182
Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia y se apega a la Ley General de Salud en México. De
acuerdo con el Capitulo |, Articulo 17 del apartado sobre los Aspectos Eticos en Investigacion en seres
Humanos de la Ley general de Salud en México, la propuesta se clasific6 como investigacién con

riesgo minimo.

Este proyecto fue registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud, Hospital de Pediatria,

Centro Médico Nacional Siglo XXI, nimero de registro institucional R-2021-3603-063.

[I1.XI Riesgos y molestias

La toma de muestra implicé un riesgo minimo, debido a que en algunas ocasiones el procedimiento
puede causar un poco de dolor o una discreta molestia y es posible que se pueda formar un hematoma.
Siempre que fue posible se traté de colectar la muestra de sangre al mismo tiempo que el personal
del laboratorio, esto para evitar mas de una puncion venosa. El volumen de sangre extraido no fue

motivo para que se alteraran los niveles de hemoglobina.

I11.X1l Confidencialidad

Durante el estudio se respetdé el derecho de confidencialidad y de estar informados de las
determinaciones de laboratorio y de los resultados de evaluacion clinica de cada uno de los pacientes
incluidos en el estudio. Los datos relacionados con el paciente fueron manejados en forma
confidencial, para ello se les asigné un numero de folio individual consecutivo, con el que se le
identifico en la base de datos disefiada para el estudio. No se identificé a ninguno de ellos en las
presentaciones o publicaciones que derivaron de este estudio. La informacion es resguardada en
dispositivos electronicos por el investigador principal (Maria de Lourdes Barbosa Cortés) durante un

periodo de 5 afios.
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[IL.XIII Plan de andlisis estadistico

Los datos de cada paciente se incorporaron mensualmente en hojas precodificadas para el
posteriormente analisis de estas variables, se utilizé el programa SPSS Statistics version 23.0 (IBM,
Armonk, Nueva York). La distribucion de los datos se evaluo con la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos
se presentaron como media + desviacion estandar o como mediana e intervalos (minimo-maximo).
Para analizar los cambios en las concentraciones de 25(OH)D, el cociente RANKL/OPG vy los
marcadores del metabolismo 6seo a lo largo del tiempo (diagndéstico y final de la remision), se utilizd
una prueba de t-Student para muestras relacionadas o prueba de rangos de Wilcoxon. Las diferencias
entre grupos de riesgo de recaida y estado de nutricion de la vitamina D (deficiencia vs. insuficiencia)
se evaluaron mediante la prueba de t-Student o U de Mann-Whitney de acuerdo con la distribucion.
Para la descripcion de las variables cualitativas se aplico la prueba de X? o prueba exacta de Fisher.
Para determinar la correlacion entre el cociente RANKL/OPG, las concentraciones de 25(OH)D con
los marcadores del metabolismo 6seo se realizaron correlaciones de Spearman o Pearson. La
asociacion entre el cociente RANKL/OPG, las concentraciones de los marcadores de metabolismo
0seo, de 25(0OH)D y la dosis acumulada de glucocorticoides fue determinada mediante una regresion

lineal.
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Capitulo IV. Resultados

Durante el periodo comprendido entre diciembre 2021 a octubre 2023, de los 71 pacientes elegibles
con LLA de células B, 31 pacientes fueron excluidos; de los cuales 22 no reunieron los criterios de
inclusion, un paciente fue trasladado a otro centro hospitalario, dos no fueron considerados por la
gravedad del padecimiento al momento del diagndstico y en seis representantes legales de los
pacientes no autorizaron su participacioén en el estudio. Los 40 pacientes seleccionados al momento
del diagndstico concluyeron la ventana esteroidea. Durante el seguimiento, se presentaron siete
pérdidas, cinco de estos fallecieron por complicaciones propias del tratamiento y en el caso de dos
pacientes abandonaron el estudio. Hasta esta fase del estudio 33 pacientes concluyeron las dos

etapas de evaluacion (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de flujo del estudio en pacientes con leucemia linfoblastica aguda en tratamiento.
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IV.l Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes con LLA

Las caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes con LLA se presentan en el cuadro 2.
Del total de los pacientes analizados, el 61.0 % de los pacientes fueron varones (n = 20) y el 39.0 %
mujeres (n = 13). Al momento del diagndstico, la mediana de la edad fue de 9.2 afios. De acuerdo
con las tablas de crecimiento de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), la mediana para el IMC
(17.1 Kg/m?) de los pacientes presentd un percentil adecuado. El 60.0 % fue clasificado dentro del
grupo de riesgo alto y 40.0 % al de riesgo habitual. En cuanto a los indicadores clinicos el 39.0 %,
94.0 %,91.0 y 73.0 % de los nifios presentd leucopenia, anemia, trombocitopenia y neutropenia
respectivamente (Cuadro 2). El 91 % de los pacientes presentaron niveles bajos de vitamina D; de
los cuales el 30.0 % (n = 10) se clasificé con insuficiencia (< 30 ng/mL) y el 61.0 % (n = 20) con
deficiencia (<20 ng/mL). Cabe sefalar que, al momento del diagnéstico, de la muestra total analizada,
solo tres (9.0%) de los nifios fueron clasificados con niveles adecuado de niveles de vitamina D (>30
ng/mL). De acuerdo con el valor de la mediana 102.3 UI/L, el analisis de las concentraciones de la
fosfatasa alcalina 6sea mostré que el 40.0 % de los pacientes se ubicaron en el percentil 275 (Cuadro
2).
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Cuadro 2. Caracteristicas de los pacientes con LLA al momento del diagndstico.

Variable Total (n = 33)
Demogréficos
Sexo biolégico
Hombre, n (%) 20 (61)
Muijer, n (%) 13 (39)
Edad (afos) 9.2 (4.0,17.7)

Antropométricos y composicion corporal

Peso (Kg)
Talla (m)
IMC (Kg/m2)
IMC (percentil)
Masa muscular (Kg)
Masa grasa (Kg)
Masa grasa (%)
Parametros clinicos
Clasificacién
Riesgo alto, n (%)
Riesgo intermedio, n (%)
Riesgo habitual, n (%)
Leucocitos (miles/uL)
Leucopenia n (%)
Hemoglobina (g/dL)
Anemia, n (%)
Plaguetas (miles/uL)
Trombocitopenia, n (%)
Neutréfilos (miles/uL)
Neutropenia, n (%)
Marcadores del metabolismo éseo
RANKL (pg/mL)
OPG (pg/mL)

RANKL/OPG ratio
Fosfatasa alcalina 6sea, (UI/L)

33.4 (13.3, 99.6)
1.4+0.3
17.1 (12.1, 32.5)
54.8 (3.0, 100.0)
12.5 (3.8, 40.7)
6.1 (1.5, 42.2)
225+ 10.1

21 (64)
3(9)
9 (27)

7.8 (0.9, 425.3)
13 (39)
9.2+22
31 (94)
39.0 (10.0, 425.0)
30 (91)

0.6 (0.1, 5.9)
24 (73)

65.5 (4.0, 343.0)
463.9 (210.9, 2,661.7)
0.14 (0.004, 1.06)
102.3 (44.8, 371.9)

FAO =75 percentil, n (%) 8 (40)
Osteocalcina (pg/mL) 24,098 (8,900, 11,3641.)
TRACP-5b (pg/mL) 0.3(0.2, 1.1)
Vitamina D (ng/mL) 17.4 (5.7, 61.9)
Suficiencia, n (%) 3(9)
Insuficiencia, n (%) 10 (30)
Deficiencia n (%) 20 (61)

Los datos se expresan como media + desviacion estandar, mediana (minimo, maximo)

y numero (porcentaje). Clasificacion de la vitamina D: suficiencia (230 ng/mL),

insuficiencia (21-29 ng/mL), deficiencij:;\ (<20ng/mL). IMC: indice de Masa Corporal;

RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear kB; OPG, osteoprotegerina,;

FAOQ, fosfatasa alcalina 6sea; TRACP-5b, fosfatasa acida tartrato-resistente.



V.1l Evaluacion de los marcadores de metabolismo 6seo

IV.11.I1. Cambios en las concentraciones de 25(OH)D, los marcadores del recambio éseo y el cociente
RANKL/OPG de acuerdo con el riesgo de recaida de LLA.

El andlisis por grupos de riesgo de recaida (riesgo estandar-intermedio y riesgo alto) se presenta en
el Cuadro 3. Se observaron diferencias en la dosis acumulada de prednisona entre los grupos de
riesgo (p = <0.001). El grupo de riesgo estandar-intermedio presenté concentraciones mayores de
25(0OH)D durante la medicién basal y remision, comparado con el grupo de riesgo alto (p = 0.036 y p
= 0.033, respetivamente), asi como, una tendencia a presentar una mayor concentracion de RANKL
y osteocalcina (p = 0.069 y p = 0.063, respectivamente) al momento del diagnéstico. En cuanto al
grupo de riesgo alto, esté presentd concentraciones mayores de Ca iénico (p = 0.006) y una tendencia
en las concentraciones de PTH (p = 0.058), durante la remisién comparado con el grupo de riesgo

estandar-intermedio.

El analisis al interior de los grupos de riesgo revelé que el grupo de riesgo estandar intermedio
presentd una tendencia a disminuir las concentraciones de 25(OH)D (22.0 ng/mL vs. 20.2 ng/mL, p
= 0.06) entre la medicion basal y la remision, mientras que el grupo de riesgo alto no mostré cambios
durante el seguimiento. En el grupo de riesgo alto observamos un incremento significativo en las
concentraciones de RANKL (p = 0.006) y el cociente RANKL/OPG (p = 0.006), mientras que el grupo
de riesgo estandar-intermedio sé6lo presentd una tendencia a incrementar las concentraciones de
RANKL y el cociente RANKL/OPG (p = 0.07 p = 0.085, respectivamente). En cuanto a la
concentracion de OPG, el andlisis mostré una disminucién en el grupo de riesgo alto (p = 0.025) y
una tendencia a disminuir en el grupo de riesgo estandar-intermedio (p = 0.06) en la remisién en
comparacion con el valor basal. Adicionalmente, observamos un aumento de las concentraciones de
osteocalcina (p = 0.01y p < 0.001) y Ca idnico (p = 0.01 y p < 0.001) en ambos grupos (p = 0.028 y
p = 0.039) entre el valor basal y la remisién. Sin embargo, no observamos cambios en las
concentraciones de FAO, TRACP-5b, PTH y fosforo entre el diagnéstico y la remisién en los grupos

de riesgo de recaida.

Al comparar los cambios de las concentraciones de 25(0OH)D, marcadores de recambio 6seo y el

cociente RANKL/OPG no se observaron diferencias entre los grupos de riesgo de recaida (Figura 5
y 6).
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Cuadro 3. Cambios en las concentraciones de 25(OH)D, los marcadores de recambio 6seo y el

cociente RANKL/OPG de acuerdo con el riesgo de recaida de LLA.

Riesgo estandar-intermedio  Riesgo alto
p
N=12 N=21

Dosis acumulada
Glucocorticoides 1,906.1 + 460.4 3,104.8 +875.1 <0.001
(mg/m?)

Basal 22.0 (7.8, 61.9) 15.6 (5.7, 27.7) 0.036
25 (OH)D3, (ng/mL)

Remision 20.2 (9.8, 39.2) 12.7 (5.7, 28.2) 0.033

p 0.062 0.351

Basal 71.6 (30.0, 177.0) 59.3 (4.0, 343.0) 0.069
RANKL, (pg/mL)

Remision 161.8 (34.0, 318.0) 96.3 (22.0, 281.0) 0.291

p 0.077 0.006

Basal 459.5 (247.1, 1440.5) 493.5 (210.9, 2661.7) 0.868
OPG, (pg/mL)

Remision 297.2 (189.6, 852.0) 273.0 (171.9, 843.9) 0.956

p 0.060 0.025

Basal 0.2 (0.1, 0.7) 0.1(0.01, 1.2) 0.365
RANKL/OPG

Remision 0.2 (0.1, 1.3) 0.5(0.1,1.1) 0.518

p 0.085 0.006
Osteocalcina Basal 29,227 (9935, 48468) 22,090 (8900, 113641) 0.063
(pg/mL) Remision 49,994 (19969, 93300) 48,379 (512, 186327) 1.000

p 0.010 <0.001

Basal 95.2 (48.3, 144.0) 108.6 (44.0, 372.3) 0.200
FAO (UI/L)

Remision 91.6 (68.9, 238.6) 98.6 (60.5, 357.1) 0.851

p 0.401 0.814

Basal 0.26 (0.24, 0.37) 0.26 (0.19, 1.09) 0.714
TRACP-5b, (pg/mL)

Remision 0.25 (0.19, 0.32) 0.22 (0.16, 0.44) 0.664

p 0.123 0.239

Basal 20.5 (6.3, 114.6) 25.1 (7.5, 165.4) 0.195
PTH, (pg/mL)

Remision 29.0 (16.2, 49.9) 41.2 (14.8, 122.2) 0.058
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Riesgo estandar-intermedio  Riesgo alto

Continuacion p
N=12 N=21

p 0.388 0.247

Basal 48+0.8 46+1.0 0.675
Fésforo, (mg/dL)

Remision 52+1.0 47+1.3 0.118

p 0.214 0.259

Basal 1.1+0.1 1.1+£0.1 0.957
Ca lonico, (mmol/L)

Remision 1.2+0.05 1.2+0.1 0.006

p 0.028 0.039

Los datos se expresan como media + desviacion estandar, mediana (minimo, maximo) y ndamero
(porcentaje). Comparacion entre grupos realizado con U de Mann-Whitney y t de Student para muestras
independientes. Diferencias intragrupo realizado con prueba de rangos con signo de Wilcoxon y t de
Student para muestras relacionadas. RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear kB; OPG,
osteoprotegerina; FAO, fosfatasa alcalina 6sea; TRACP-5b, fosfatasa &cida tartrato-resistente; PTH,

parathormona y Ca iénico, Calcio idnico.
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IV.ILII Asociacion entre las concentraciones de los marcadores de recambio 6seo y el cociente
RANKL/OPG de acuerdo con el riesgo de recaida de LLA.

El analisis multivariado mostré que el modelo con predictores como la edad (afios), sexo biolégico y
grupo de riesgo de recaida no presentaron una asociacion con los valores A del cociente RANKL/OPG,
A de RANKL y A de OPG (Cuadro 4). Al sustituir en el modelo la variable de riesgo de recaida por A

dosis acumulada de glucocorticoides (mg/m?), nuevamente no se observé una asociacion (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Modelos de regresion lineal para predictores de cambios en los A de RANKL/OPG, A de
RANKL y A de OPG.

A RANKL/OPG A RANKL A OPG
B p B p B p
Sexo biolégico (M/F) 0.166 0.239 38.2 0.213 117.9 0.545
Edad (afos) 0.009 0.639 2.67 0.528 -7.0 0.793
Grupos de riesgo de recaida -0.143 0.446  -35.8 0.379 -20.8 0.936
Modelo R?=0.080 0.481 R?=0.096 0.393 R?=0.017 0.918

M, masculino; F, femenino; A RANKL/OPG, diferencias entre la medicion basal y remision del
cociente RANKL/OPG; A RANKL, diferencias las concentraciones del ligando del receptor
activador del factor nuclear kB entre la medicion basal y remision; A OPG, diferencias las
concentraciones de osteoprotegerina entre la medicion basal y remision Grupos de riesgo de

recaida (riesgo estandar-intermedio y riesgo alto).

Cuadro 5. Modelos de regresién lineal para predictores de cambios en los A de RANKL/OPG, A de
RANKL y A de OPG.

A RANKL/OPG A RANKL A OPG
B p B p B p
Sexo biolégico (M/F) 0.140 0.342 2174 0.276 0.159 0.246
Edad (afios) -0.019 0.492 8.3 0.8.22 -0.007 0.602
A Dosis acumulada de 0.00 0.402 -0.182 0.471 0.012 0.168
glucocorticoides (mg/m?)
Modelo R?=0.073 0.539 R2%=0.062 0.607 R2=0.122 0.280

M, masculino; F, femenino; A RANKL/OPG, diferencias entre la medicion basal y remision del
cociente RANKL/OPG; A RANKL, diferencias las concentraciones del ligando del receptor
activador del factor nuclear kB entre la medicion basal y remision; A OPG, diferencias las
concentraciones de osteoprotegerina entre la medicion basal y remisién, A Dosis acumulada,
diferencias las dosis acumuladas de prednisona (mg/m?) entre la medicion basal y remision.

Grupos de riesgo de recaida (riesgo estandar-intermedio y riesgo alto).
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IV.IL1II Cambios en los marcadores de recambio 6seo y el cociente RANKL/OPG por estado de
nutricion de vitamina D.

Se analizaron las concentraciones de marcadores de recambio 6seo y el cociente RANKL/OPG entre
el grupo de insuficiencia y deficiencia de vitamina D (Cuadro 6). El grupo de insuficiencia de vitamina
D presentd concentraciones mayores en la medicion basal (p <0.001) y remisién (p = 0.001) comparado
con el grupo de pacientes con deficiencia de vitamina D. En la medicidén basal las concentraciones de
OPG fueron mayores en el grupo de deficiencia de vitamina D, comparado con el grupo de insuficiencia
de vitamina D (p = 0.044).

Por otra parte, el grupo con deficiencia de vitamina D incrementd las concentraciones de RANKL (p =
0.002), el cociente RANKL/OPG (p = 0,002), mientras que la concentracion de OPG disminuy6 (p =
0.01) entre la medicion basal y la remisién, asi como un incremento en las concentraciones de
osteocalcina (p = 0.002) y Ca iénico (p = 0.025) durante el seguimiento. En el grupo con insuficiencia
de vitamina D sélo se observaron incrementos significativos en el cociente RANKL/OPG (p = 0.047),
en las concentraciones de osteocalcina (p = 0.007) y de PTH (p = 0.037) (Cuadro 6).

En la figura 7 se muestra el andlisis entre los grupos de estado de nutricion de vitamina D. Los
valores de A de las concentraciones de 25(OH)D, marcadores de recambio 6seo y el cociente

RANKL/OPG no presentaron diferencias entre los grupos.
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Cuadro 6. Cambios en los marcadores de recambio 6seo y en el cociente RANKL/OPG por estado de

nutriciéon de vitamina D.

Insuficiencia de vitamina D

Deficiencia de vitamina D

p
N =10 N =20

Dosis acumulada
Glucocorticoides, 2658.3 + 10660.7 2831.5+847.0 0.636
(mg/m?)

Basal 22.8 (20.6, 29.1) 14.2 (5.7, 19.5) <0.001
25 (OH)D3, (ng/mL)

Remision 19.1 (12.2, 29.1) 11.7 (5.7, 27.6) 0.001

p 0.051 0.702

Basal 70.1 (19.0, 343.0) 61.3 (4.0, 115.0) 0.169
RANKL, (pg/mL)

Remision 165.7 (26.0, 318.0) 111.7 (22.0, 296.0) 0.502

p 0.126 0.002

Basal 387.8 (8210.9,678.3) 526.3 (276.9, 2661.7) 0.044
OPG, (pg/mL)

Remision 255.5 (171.9, 569.0) 286.0 (179.0, 843.9) 1.000

p 0.285 0.011

Basal 0.21 (0.09, 1.2) .012 (0.01, 0.38) 0.091
RANKL/OPG

Remision 0.72 (0.05, 1.31) 0.42 (0.05, 1.13) 0.307

p 0.047 0.002
Osteocalcina Basal 27,576 (11865, 44829) 21819 (8900, 113640) 0.509
(pg/mL) Remision 54585 (22220, 98229) 447,598 (512, 186327) 0.559

p 0.007 0.002

Basal 17.6 (6.3, 39.9) 26.0 (7.5, 165.4) 0.124
PTH, (pg/mL)

Remision 31.3(14.8, 58.3) 39.5(16.6, 122.2) 0.429

p 0.037 0.904

Basal 49+0.9 4.4+0.9 0.170
Fosforo, (mg/dL)

Remision 49+10 47+14 0.630

p 0.214 0.798
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Insuficiencia de vitamina D Deficiencia de vitamina D

Continuacién P
N =10 N =20
Basal 1.1+0.1 1.1+0.2 0.688
Ca lénico, (mmol/L)
Remision 1.2 +£0.05 1.2+0.1 0.933
p 0.052 0.025

Los datos se expresan como media + desviacion estandar, mediana (minimo, mé&ximo) y numero
(porcentaje). Comparacion entre grupos realizado con U de Mann-Whitney y t de Student para muestras
independientes. Diferencias intragrupo realizado con prueba de rangos con signo de Wilcoxon y t de
Student para muestras relacionadas. Clasificacion de la vitamina D: insuficiencia (21-29 ng/mL),
deficiencia (<20ng/mL). RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear kB; OPG,

osteoprotegerina; PTH, parathormona y Ca iénico, Calcio iénico.
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IV.ILLIV Asociacion entre las concentraciones 25(OH)D, de los marcadores del recambio 6seo y el
cociente RANKL/OPG.

Al llevar a cabo el andlisis multivariado utilizando en el modelo las variables independientes como sexo
biolégico, edad (afios) y A de vitamina D, observamos que esté modelo no presentd asociacion con los
valores A del cociente RANKL/OPG, A de RANKL y A de OPG (Cuadro 7).

Cuadro 7. Modelos de regresién lineal para predictores de cambios en los A de RANKL/OPG, A de
RANKL y A de OPG.

A RANKL/OPG A RANKL A OPG

B p B p B p
Sexo biolégico (M/F) 0.159 0.246 39.18 0.198 151.45 0.424
Edad (afios) -0.07 0.602 -0.846 0.791 -1.22 0.951
A 25 (OH)D (ng/mL) 0.012 0.168 1.72 0.354 -13.31 0.254
Modelo R?2=0.122 0.280 R?=0.099 0.379 R2?=0.061 0.606

M, masculino; F, femenino; A RANKL/OPG, diferencias entre la medicion basal y remision del
cociente RANKL/OPG; A RANKL, diferencias las concentraciones del ligando del receptor
activador del factor nuclear kB entre la medicion basal y remision; A OPG, diferencias las
concentraciones de osteoprotegerina entre la medicién basal y remision, A 25 (OH)D, diferencias
de las concentraciones de 25 (OH)D entre la medicion basal y remision. Grupos de estado de

nutricién de vitamina D.
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IV.IIl Correlaciones entre la dosis de corticosteroides con la concentracion de 25(OH)D y la

concentracién de marcadores del recambio 6seo.

El andlisis bivariado no mostré correlacion entre los valores de A de la dosis de prednisona con los
valores de A de las concentraciones séricas de 25(OH)D (rho = 0.216, p = 0.236), RANKL (rho =0.197,
p = 0.280), OPG (rho=-0.090, p = 0.618), osteocalcina (rho = 0.205, p = 0.260), FAO (rho =-.140, p =
0.566), TRACP-5b (rho = -0.090, p = 0.699) y el cociente RANKL/OPG (rho = 0.713, p = 0.343). Sin
embargo, se observé una correlacion negativa del A de RANKL sobre los A de OPG (rho =-0.378, p =

0.030) (Figura 8)
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Figura 8. Andlisis de correlacion de Spearman de A OPG y A RANKL en pacientes con
LLA. RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear kB; OPG,

osteoprotegerina; A, diferencias entre las concentraciones basales y remision.
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IV.IV. Asociacion entre la dosis de glucocorticoides, las concentraciones de 25(OH)D y el

cociente RANKL/OPG en pacientes pediatricos con LLA en tratamiento.

El analisis multivariado mostré que el modelo con predictores A de Vitamina D y A de la dosis de
glucocorticoides no presentaron una asociacion con los valores A del cociente RANKL/OPG. Esto fue
consistente con el analisis entre los A de las concentraciones de vitamina D y los A de la dosis de

glucocorticoides, que no mostraron una asociacion con los valores de A RANKL y A OPG (Cuadro 8).

Cuadro 8. Modelos de regresion lineal para predictores de cambios en los A de RANKL/OPG, A de
RANKL y A de OPG.

A RANKL/OPG A RANKL A OPG
B p p p B p
A 25(0OH)D, (ng/mL) 0.011 0.173 1.9 0.287 -10.9 0.334
A Dosis glucocorticoides 0.04 0.689 0.004 0.847 -0.043 0.743
Modelo R2=0.087 0.267 R?=0.049 0.480 R?=0.217 0.497

A RANKL/OPG, diferencias entre la medicion basal y remisién del cociente RANKL/OPG; A RANKL,
diferencias las concentraciones del ligando del receptor activador del factor nuclear kB entre la
medicion basal y remision; A OPG, diferencias las concentraciones de osteoprotegerina entre la
medicién basal y remision, A 25 (OH)D, diferencias de las concentraciones de 25 (OH)D entre la

medicion basal y remision. Grupos de riesgo de recaida (riesgo estandar-intermedio y riesgo alto).
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Al determinar la relacion de las concentraciones de OPG (pg/mL) durante la remision con los valores
de A de 25(0OH)D y A de RANKL, observamos que por cada ng/mL disminuido de vitamina D se
present6 una disminuciéon de 8.8 pg/mL de OPG, mientras que por cada incremento pg/mL de RANKL
se relaciond con la disminucién de 0.8 pg/mL de OPG (Cuadro 9). Al incluir la variable A dosis de
glucocorticoides a este modelo, nuevamente los valores de A de 25(0OH)D y A de RANKL, presentaron
una asociacion con las concentraciones de OPG (pg/mL) a la remisién, por cada ng/mL disminuido de
vitamina D se presentd una disminucién de 6.1 pg/mL de OPG, mientras que por cada incremento
pg/mL de RANKL se relacioné con la disminucion de 0.8 pg/mL de OPG, sin embargo, los A dosis de
glucocorticoides no presentaron asociacién con las concentraciones de OPG a la remision (Cuadro
10).

Cuadro 9. Modelo de regresion lineal para predictores de las concentraciones de
OPG durante la remision.
OPG, (pg/mL)

B p
A 25(0OH)D, (ng/mL) -8.8 0.010
A RANKL, (pg/mL) -0.8 0.030
Modelo R2= 0.351 0.002

A 25(0OH)D, diferencias entre las concentraciones de 25(OH)D entre la medicion
basal y remision. A RANKL, diferencias las concentraciones del ligando del receptor
activador del factor nuclear kB entre la medicion basal y remision; OPG,

osteoprotegerina.

Cuadro 10. Modelo de regresion lineal para predictores de las concentraciones

de OPG durante la remision.

OPG, (pg/mL)

B P
A 25(0OH)D, (ng/mL) -9.14 0.003
A RANKL, (pg/mL) -0.61 0.037
A Dosis de glucocorticoides -0.012 0706
Modelo R2= 0.44 0.001

A 25(0OH)D, diferencias entre las concentraciones de 25(OH)D entre la medicion
basal y remision. A RANKL, diferencigg las concentraciones del ligando del
receptor activador del factor nuclear kB entre la medicién basal y remision; A de
dosis de glucocorticoides, diferencias entre las dosis de glucocorticoides entre la

medicion basal y remision; OPG, osteoprotegerina.



Capitulo V. Discusion

En este estudio, analizamos la relacion entre la dosis acumulada de glucocorticoides y las
concentraciones de 25(OH)D sobre el cociente RANKL/OPG en pacientes pediatricos con LLA en
tratamiento entre el diagnéstico y la remision. Nosotros reportamos una frecuencia alta de insuficiencia-
deficiencia de vitamina D en los pacientes con LLA en el diagndstico y remisién. El grupo de riesgo alto
present6 una mayor dosis acumulada de glucocorticoides y concentraciones menores de 25(0OH)D en
el diagnéstico y remisiébn. En contraste los marcadores del metabolismo éseo no presentaron

diferencias entre los grupos de riesgo de recaida y estado de nutricién de vitamina D.

La vitamina D es una hormona clave en la regulacion del metabolismo del calcio y el fésforo y
desempefia un papel importante en el mantenimiento de la salud 6sea, principalmente en la infancia y
la adolescencia (101,102). Ademas, se ha reportado una relacién entre la deficiencia de vitamina D y
la mala respuesta al tratamiento en los pacientes con LLA (103). De acuerdo con los niveles séricos
de 25(OH)D, confirmamos una prevalencia alta de hipovitaminosis por vitamina D en el diagnostico
(~90%) y en la remisién (94%). Notablemente, este porcentaje fue mayor que lo informado por la
ENSANUT 2018 para preescolares y escolares mexicanos sanos (73.2% y 75%, respectivamente)
(104). Estos resultados son consistentes con los reportados previamente en varios estudios en
pacientes con LLA durante la fase de tratamiento temprano (96,103,105). En contraste con los estudios
gue han reportado una disminucién en los niveles de 25(OH)D durante el tratamiento de nifios con
LLA, en este estudio s6lo observamos una tendencia a la disminucién en las concentraciones de
25(0OH)D entre el diagndstico y la remisién (p = 0.078). Esto puede explicarse por el tamafio de la
muestra de pacientes y la inclusién de pacientes con edades comprendidas entre = 4 y < 18 afos en

comparacion con estudios anteriores que incluyeron pacientes en edad preescolar (105).

La via de sefializacion RANKL/RANK/OPG desempefia un papel esencial en la regulacion del
metabolismo 6seo, especialmente en el remodelado 6seo. Este proceso ocurre durante toda la vida y
se caracteriza por el equilibrio entre la actividad de los osteoclastos y de los osteoblastos (reabsorcién-
formacion) (106). Diversos estudios han evaluado los niveles de RANKL y OPG vy la relacion
RANKL/OPG en diferentes enfermedades pediatricas (84,95,107-110), pero pocos estudios han
investigado los cambios en los parametros de estos marcadores en pacientes con LLA durante el
tratamiento. Solmaz y cols. (94) evaluaron el efecto de la suplementacién combinada con vitamina K2
(menaquinona-7 100 pg/dia) y vitamina D3 (calcitriol 10 pg/dia) sobre la densidad mineral 6sea (DMO)
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y los niveles de RANKL, OPG y otros marcadores bioguimicos del recambio 6seo en veintinueve
pacientes con LLA (1,0-17 afios) que fueron asignados aleatoriamente (grupo de estudio, n = 15; grupo
de control, n = 14). En este estudio, los pacientes fueron evaluados al inicio y en el primer, segundo,
tercer y sexto mes de tratamiento. Sin embargo, no se observaron diferencias en las concentraciones
de RANKL u OPG entre los grupos o dentro de estos durante el seguimiento. Sélo hubo diferencias en
el cociente OPG/RANKL entre los grupos durante el primer mes (94). Adicionalmente, los autores no
reportan la dosis acumulada de glucocorticoides y las concentraciones de 25(0OH) y el efecto de estos
sobre los marcadores evaluados. El incremento de las concentraciones de RANKL, cociente
RANKL/OPG y la disminucién de las concentraciones de OPG sugieren en el grupo de riesgo alto y de
deficiencia de vitamina D sugiere que, durante la fase inicial del tratamiento de la LLA, la administracion
de glucocorticoides aumenta la actividad osteoclastica y, en consecuencia, la resorcion ésea en estos
grupos. Esto podria explicarse en parte por el hecho que el grupo de riesgo alto recibié una dosis
acumulada de glucocorticoides mas alta que el grupo de riesgo estandar-intermedio, lo que condujo a
un incremento de los niveles de RANKL y disminucién de las concentraciones de OPG durante la
remision (35). En este sentido, Humphrey y cols. ( 64), reportaron en dos lineas celulares
osteoblasticas humanas que la administracion de dexametasona, la prednisolona y el deflazacort
inhibe la produccién de OPG y estimula la produccion de RANKL, estas alteraciones son originadas
por un aumento de la actividad promotora de RANKL y de la de expresion de ARNm de RANKL,
mientras que la OPG podria inhibirse a través de AP-1y la supresion de la sefializacién de 3-catenina
por glucocorticoides (80). Ademas, los niveles bajos de vitamina D se asocian a un aumento de RANKL
(88), podria explicar el aumento de RANKL en el grupo de pacientes con deficiencia de vitamina D. Sin
embargo, con estos datos no se observé una asociacion entre la dosis acumulada de glucocorticoides
y las concentraciones de vitamina D y el cociente RANKL/OPG, probablemente por el tamafio de

muestra.

El TRACP-5b es una enzima altamente expresada en osteoclastos, es un regulador de la resorcion
Osea y la funcion metabdlica de los osteoblastos (111). En pacientes pediatricos con LLA, se han
reportado concentraciones elevadas deTRACP-5b, cuando se ha comparado con individuos sanos
(87). Solmaz y cols., no observaron cambios durante los 6 meses de seguimiento. Aungue nosotros
observamos un aumento significativo de los niveles de RANKL y el cociente RANKL/OPG en el
momento de la remision, lo que indica un posible incremento de la osteoclastogénesis y actividad de
los osteoclastos, no observamos cambios en las concentraciones de TRACP-5b entre el diagndstico y

la remision, probablemente porque estas se encuentren elevadas desde el momento del diagndstico.
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En este sentido, Muggeo y col. reportaron mayores concentraciones TRACP-5b en pacientes

pediatricos con LLA en induccién, consolidacion y reinduccion (87).

La fosfatasa alcalina 6sea y la osteocalcina son considerados marcadores de formacién 6sea. La FAO
es una isoenzima de la fosfatasa alcalina, que se produce a partir del hueso y es un indicador de la
actividad osteoblastica. La osteocalcina es una proteina sintetizada por los osteoblastos maduros que
desempefia un papel importante en la regulacion metabdlica, la mineralizacion 6sea y la homeostasis
delion calcio. Estudios previos han evaluado las concentraciones de osteocalcinay FAO en pacientes
con LLA durante la fase temprana del tratamiento (94,112,113). Orgel y cols.(113), evaluaron la
estructura O6sea, la densidad y los marcadores bioquimicos circulantes del recambio O6seo
(osteocalcina, FAO vy telopéptido C) en el momento del diagnéstico y los cambios tempranos durante
el tratamiento de induccion en preadolescentes, adolescentes y adultos jovenes (n = 38) con LLA e
individuos sanos pareados por sexo y edad (n = 38). Los autores informaron de una disminucion de la
estructura 6sea y de la DMO. Sin embargo, no hubo cambios en los niveles de FAO y osteocalcina
durante el seguimiento, pero los niveles de C-telopéptido, un marcador de resorcién, aumentaron.
Nuestros resultados de FAO son consistentes con los de Orgel y cols. (113); en cambio, nosotros
informamos de un aumento de los niveles de osteocalcina en pacientes pediatricos con LLA en
remisiéon completa. Esto podria explicarse por el aumento de los niveles de RANKL, ya que el RANKL
es un actor central en la activacion de los osteoclastos y la destruccién dsea (86). La osteocalcina es
producida por los osteoblastos. Sin embargo, la osteocalcina puede unirse a la matriz ésea debido a
la presencia de tres residuos de glutamato que pueden ser carboxilados. Esta modificacion le permite
unirse al calcio y a la hidroxiapatita. De este modo, la resorcién de la matriz ésea por los osteoclastos
puede dar lugar a la liberacién y descarboxilacion de la osteocalcina carboxilada unida, lo que podria

aumentar los niveles de osteocalcina (114,115).

Se ha demostrado que las células LLA-B pueden generar un incremento de la expresion de RANKL y
en el remodelado éseo (71), lo que podria explicar la presencia de fracturas vertebrales en el momento
del diagnéstico (116). En nuestro estudio, no observamos diferencias en los niveles de FAO. Esto
podria deberse a que el 40% de los pacientes presentaba concentraciones elevadas de FAO (=
percentil 75) al momento del diagnéstico y el 45% mantuvo niveles elevados al alcanzar la remision.
Este aumento podria reflejar un mecanismo compensatorio ante los trastornos del metabolismo 6seo
presentes en estos pacientes, ya que se ha reportado una relacion entre niveles elevados de FAO y

una disminucion de la DMO lumbar, especialmente en mujeres de edad avanzada (117). Ademas,
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nuestra poblacion de estudio estaba compuesta en gran parte por escolares, un grupo en el cual es

comun encontrar concentraciones elevadas de FAO (100,118).

No obstante, aunque observamos cambios en los niveles de RANKL, OPG y el cociente RANKL/OPG
en los grupos de riesgo alto y con deficiencia de vitamina D, el analisis de correlacién de Spearman y
la regresion lineal entre la dosis acumulada de glucocorticoides y las concentraciones de 25(OH)D no
mostraron una correlacion o asociacion con los marcadores de recambio 6seo. De manera consistente
con estos hallazgos, Muggeo y cols., no observaron correlaciones significativas entre los niveles de
marcadores de recambio 6seo y los niveles de vitamina D (87). Por el contrario, Hablas y cols.
informaron de una correlacién negativa entre la vitamina D circulante y los niveles de RANKL y una
correlacion positiva con los niveles de OPG en 60 supervivientes de LLA (88). Esto podria deberse a
diferencias en el tamafio de la muestra, la poblacién y, principalmente, la proporcién de pacientes con
> 30 ng/mL de vitamina D [30% frente a ~9% (dos pacientes)]. Ademas, el estudio Wasilewska y cols.,
inform6 de una asociacion positiva entre los niveles de RANKL y el cociente RANKL/OP G y las dosis
de corticosteroides y estas asociaciones se observaron en noventa pacientes pediatricos nefréticos
(95).

Morbilidades 6seas como fracturas patolégicas, osteonecrosis y anormalidades esqueléticas, son
posiblemente el resultado de la alteracion del metabolismo mineral y de la reduccion del contenido
mineral 6seo (119). En nuestro estudio no se observaron modificaciones en las concentraciones de
PTH y fésforo, entre la medicion basal y remisién. Esto concuerda con reportes previos donde no
observaron cambios en las concentraciones de fésforo y PTH (45,94,120). Esto podria explicarse en
parte por la enfermedad per se, asi como la administracién de los diferentes farmacos administrados
durante la induccién a la remision, los cuales generan modificaciones en los electrdlitos séricos (121),
asi como la administracion de soluciones fisiolégicas. Sin embargo, nosotros observamos un
incremento en las concentraciones de Ca idnico entre el diagndstico y la remisién, probablemente por
una mayor resorcién del tejido 6seo originada por una mayor actividad de los osteoclastos (122), como
lo indica el incremento de la relacion RANKL/OPG en la remision. Los niveles bajos de 25(0OH)D
disminuyen la absorcién de calcio y fosfato, generando un aumento compensatorio agudo de PTH, lo
gue produce resorcion Osea para liberar calcio. La deficiencia de vitamina D persistente induce una
resorcion 0sea excesiva, disminucion generalizada de la DMO y defectos de mineralizacion ésea. Sin
embargo, hasta ahora sigue existiendo cierta controversia en torno a los niveles séricos 6ptimos y
deficientes de 25(OH)D, debido principalmente a la gran variacion de las concentraciones reportadas
de 25(OH)D en los estudios (123-125). En general, los niveles séricos de 25(OH)D inferiores a 12
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ng/mL (30 nmol/L) se asocian a deficiencia y niveles entre 12 y 20 ng/mL (30-50nmol/L) ya se

consideran inadecuados para la resistencia 6ésea en nifios (126,127).

No obstante, el presente estudio tiene limitaciones. La principal, se relaciona con la falta de un grupo
control y que no se incluyo la evaluacion de la DMO, ademas de las pérdidas durante el seguimiento.
Sin embargo, este estudio presenta fortalezas, como un mayor nimero de pacientes analizados que
el estudio reportado por Solmaz y cols. (94). Ademas del seguimiento de una cohorte de nifios desde
el momento del diagndstico hasta la remision, evaluando sus cambios en las concentraciones de
25(0OH)D y marcadores como RANKL, OPG vy el cociente RANKL/OPG, en etapas tempranas del
tratamiento y de los cuales la informacion es limitada. Adicionalmente, los cambios en las
concentraciones de 25(0OH)D fueron evaluados mediante cromatografia de liquidos de ultra alta
resolucion acoplada a un espectrometro de masas, método considerado actualmente como el estandar

de oro.
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Figura 9. Integracion de los resultados observados en las modificaciones del proceso de remodelado
0seo en pacientes con LLA en tratamiento. La administracion prolongada de prednisona genera un
incremento en el cociente RANKL/OPG, a través del aumento de las concentraciones de RANKL y
una disminucién de las concentraciones de OPG. Esto es generado por una inhibicion de la via
canonica Wnt y por una accion directa de los RC, adicionalmente, la deficiencia de vitamina D produce
un incremento en las concentraciones de RANKL. Estas alteraciones generan un incremento en la
osteoclastogénesis y actividad de los osteoclastos, lo cual produce una disminucion de la DMO y un
incremento del riesgo de fracturas. RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear kB; OPG,
osteoprotegerina; TCF/LEF, factor de células T/factor potenciador linfoide; proteina 5/6 relacionada
con el receptor de lipoproteinas de baja densidad; FDZ, frizzled; GCs, glucocorticoides; RG, receptor
de glucocorticoides; ERG, elementos de respuesta a glucocorticoides; VD, vitamina D; RVD, receptor

de vitamina D; RXR, receptor X retinoide; JNK, cinasas c-Jun N-terminal; NF-kB, factor nuclear kappa
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B; MITF, factor de transcripcion asociado con microftalmia, NFATC1, factor nuclear de células T

activada; DMO, densidad mineral 6sea.

Capitulo VI. Conclusiones

Nuestros resultados demostraron un incremento de las concentraciones de RANKL, en el cociente
RANKL/OPG y una disminucion de las concentraciones de OPG en la fase temprana del tratamiento
en el grupo de riesgo alto y de deficiencia de vitamina D. Ademas, de una alta frecuencia de
hipovitaminosis D y asociacion entre la disminucion de las concentraciones de vitamina D y el
incremento de RANKL con la disminucion OPG. Estos hallazgos sugieren modificaciones en el

metabolismo 6seo que pueden incrementar el riesgo de fracturas durante y posterior al tratamiento.
Capitulo VII. Perspectivas

Futuros estudios deberdn centrarse en la basqueda de nuevas acciones de intervencion en la
prevencion y control de la resorcion 6sea en los sobrevivientes de LLA mediante la suplementacion

con vitamina D.
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Anexos

I. Dictamen de la Comité Local de Investigacién en Salud

25/11/2021 SIRELCIS

DORDISACION
D (NVIATIGACON

A INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS -
L ) wyalud

Dictamen de Aprobado

Comlté Local de Investigacién en Salud 3603.
HOSPITAL DE PEDIATRIA, CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XX!I

Registro COFEPRIS 17 CI DS D15 042
Registro CONBIOETICA CONBIDETICA 09 CEI 032 2017121

FECHA Jueves, 25 de noviembre de 2021

Dra. Maria de Lourdes Barbosa Cortés

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con litulo Asaciacian entre las
concentraciones séricas de 25(0H)D3 y el ligando receptor activador del factor nuclear kB (RANKL), la
osteoprotegerina (OPG), la densidad mineral é6sea y biomarcadores de recambio éseo en nifias con
leucemia linfoblastica aguda en tratamiento que sometlé a consideracién para evaluacion de este Comité, de
acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodolégica vy los
requerimientos de ética y de investigacidn, por lo que el dictamenes APRQOBAD O:

Numero de Reglstro Institucional

R-2021-3603-063

De acuerdo a la normativa vigente, deberd presentar en junio de cada afio un informe de seguimiento téenico
acerca del desarrollo del protocole a su cargo. Este dictamen tiene vigencia de un afia, por lo que en caso de ser
necesario, requerira solicitar la reaprobacién del Comité de Etica en Investigacion, al término de la vigencia del
mismo.

Dra. Rocij|
Presidente ité Local de Investigacién en Salud No. 3603

Imprirmir

IMSS

SECURIDAD Y SOUIARIDAD SO
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Il. Carta de consentimiento

[
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

N

@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL UNIDAD DE
EDUCACION, INVESTIGACION COORDINACION DE
IM$ INVESTIGACION EN SALUD Y POLITICAS DE SALUD

GURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIA

Carta de consentimiento informado para participacién en protocolos
de investigacion (padres o representantes legales de nifios o
personas con discapacidad)

Asociacioén entre las concentraciones de vitamina D y el

cociente RANKL/OPG en nifios con leucemia linfoblastica aguda
en tratamiento

Numero de registro institucional:

Fecha:

Estimado(a) padre, madre o tutor, por este medio estamos realizado una cordial invitacién a su hijo(a) a participar
en un proyecto de investigacidon que se lleva a cabo en la Unidad de Investigacién Médica en Nutricién y en el
Servicio de Hematologia de la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Realizamos esta invitacidon debido a que la enfermedad que tiene su hijo(a), conocida como leucemia linfoblastica
aguda y su tratamiento, pueden hacer que un nutrimento conocido como vitamina D, cambie y esto pueda
afectar a los huesos de su hijo(a). La vitamina D es importante ya que ayuda a que nuestros huesos sean fuertes.
Esta vitamina la produce nuestro cuerpo cuando salimos al sol y también cuando comemos alimentos como el
huevo, la leche y el pescado. El objetivo de nuestro estudio es conocer cuanta vitamina D tiene su hijo (a) en su
cuerpo, si cambia con el tratamiento de su hijo (a) y como se relaciona con dos componentes conocidos como
RANKL y OPG que hacen que nuestros huesos sean mas fuertes o débiles.

Procedimientos:

La participacién en este estudio es voluntaria por lo que pedimos lea cuidadosamente la informacidn que le
proporcionamos y haga las preguntas que quiera antes de decidir si su hijo(a) participara o no en el estudio.

Si usted acepta que participe su hijo (a), pasara lo siguiente:

1) Se le pedira responder una serie de preguntas relacionadas con la enfermedad de su hijo(a),
como la edad, el tiempo que lleva enfermo, cuando entro al hospital etc. Estas preguntas se
realizardn en un lugar adecuado y la informacién serd confidencial. Si en algin momento de la
entrevista, algunas de estas preguntas le hicieran sentir incomodo(a) a usted o a su hijo(a),
tienen todo el derecho de no responder a cualquier pregunta que les incomode.
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2) Para medir la cantidad de la vitamina D y de las sustancias RANKL y OPG, se les pedird que acudan a la
Unidad de Investigacion Médica en Nutricidn, en ayuno para la toma de una muestra de sangre de su hijo(a),
aproximadamente de 7ml (una cucharadita), esto lo haremos en tres ocasiones (antes de iniciar su tratamiento,
un mes y medio después de iniciado y cuando cumpla un afio de estar en tratamiento).

3) También se realizaran las mediciones habituales de peso y talla en su presencia.

Posibles riesgos

La toma de muestra de sangre implica un riesgo minimo, en algunas ocasiones puede causarle un poco de dolor
o una ligera molestia, es posible que se pueda formar un moretdn. Siempre que sea posible se tratard de
coincidir con el laboratorio clinico para obtener la muestra de un solo piquete. Esta investigacidon implica un
riesgo minimo de acuerdo con la Ley General de Salud contenida en la Constitucién Politica de los Estado Unidos
Mexicanos en materia de Investigacion para la salud en seres humanos.

Posibles beneficios que recibira al participar en este estudio

Posterior a las mediciones, se le informara si su hijo (a) tiene disminucién de la cantidad de vitamina D. En el
caso de que su hijo(a) tenga una cantidad baja de vitamina D, recibird un asesoramiento y recomendaciones
sobre, si necesitard que salga a tomar bafios de sol cambie su alimentacién y de ser necesario también de
suplementacién para poder cubrir las necesidades recomendadas de vitamina D de acuerdo a su edad. El
asesoramiento y recomendaciones se las dara una persona del area de nutricién, con la previa aprobacién de su
médico tratante.

Privacidad y confidencialidad

Para garantizar su privacidad la informacién que nos proporcione de su hijo(a) serd guardada de manera
confidencial, al igual que las respuestas de las preguntas y los resultados de la medicién en sangre de vitamina
D, de las sustancias RANK y LOPG y su peso y estatura.

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o difundidos en conferencias, no se dara informacion
qgue pudiera revelar la identidad de su hijo(a), solo proporcionaremos la informacién de su hijo(a) si fuera
necesario para proteger sus derechos, su bienestar o si lo requiere la ley. En relacion con la aplicacién de las
preguntas y resultados de todas las mediciones que se realicen se protegera su confidencialidad, para ello se
les asignara un numero de folio individual y Unico, con el que se identificara en la base de datos disefiada para
el estudio. Usted y su hijo(a) tendrdn el derecho de estar informados de las resultados de laboratorio. La
informacidn sera resguardada en dispositivos electrénicos (computadoras) por el investigador principal (Maria
de Lourdes Barbosa Cortés) durante un periodo de 5 afios.

Si usted decide que su hijo(a) no participe en el estudio, seguira recibiendo la atencion brindada por el IMSS y
se le ofreceran los procedimientos y tratamientos habituales. De la misma forma, su hijo(a) podra abandonar
el estudio en el momento que asi lo decida, sin que eso afecte el seguimiento o la atencidn que se le proporciona
en el IMSS. Por la participacion de su hijo(a) en el estudio usted no tendra que hacer ningln gasto y tampoco
recibira ningun pago.
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Personal de contacto para dudas o aclaraciones sobre el estudio

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con la investigadora responsable la
Dra. Maria de Lourdes Barbosa Cortés al teléfono 56276900 ext. 22484, 22483 de lunes a viernes de las 9:00 a las
15:00 horas, en la Unidad de Investigacién Médica del Centro Médico Nacional SXXI.

Personal de contacto sobre los derechos de su hijo como participante de un estudio de
investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre los derechos de su hijo(a) al participar en un estudio de investigacion,
puede comunicarse con los responsables del Comité de Etica e Investigacién de la UMAE Hospital de Pediatria
CMN S XXI del IMSS, a los teléfonos (55) 56 27 69 00 extension 21230, de 9:00 a 16:00 horas, o si asi lo prefiere
al correo electrénico: comité.eticainv@imss.gob.mx.

Declaracién de consentimiento informado.

Declaro que se me ha informado ampliamente con claridad y he leido (o alguien me ha leido) en que consiste el
estudio, ademas de los posibles riesgos e inconvenientes, molestias y beneficios derivados de la participacién de
mi hijo(a) en el estudio antes mencionado. Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis dudas
han sido aclaradas; Al firmar este formato estoy de acuerdo en que participe mi hijo(a) en la investigacién que
aqui se describe. Después de haber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

|:| No acepto que mi familiar o representado participe en el estudio.
Si acepto que mi familiar o representado participe y que se tome la muestra solo
|:| para este estudio.

|:| Si acepto que mi familiar o representado participe y que se tome la muestra para
este estudios y estudios futuros, conservando su sangre hasta por 5 anos tras lo cual
se destruira la misma.

Nombre y firma de la madre, tutor o Nombre y firma del padre, tutor o

representante legal representante legal

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2
Nombre y firma Nombre y firma
Direccién Direccién
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Il. Carta de asentimiento

2N
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

e UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
@ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
IMSS Carta de asentimiento en menores de edad (8 a 17 afios)

Asociacién entre las concentraciones de vitamina D y el cociente RANKL/OPG en
nifios con leucemia linfoblastica aguda en tratamiento

Numero de registro institucional

Hola, mi nombre es y trabajo en este

hospital, donde tu acudes a curarte. Te estamos invitando a participar en un estudio debido a que la
enfermedad que tienes como su tratamiento pueden cambiar la cantidad de un nutrimento conocido como
vitamina D. La vitamina D es importante ya que te ayuda a tener huesos fuertes. Esta vitamina se forma en
tu cuerpo cuando sales al sol y también se encuentra en alimentos como el huevo, la leche y el pescado, por

lo que queremos saber cuanta cantidad de vitamina D tienes en tu cuerpo y si cambia con tu tratamiento.

Tu participacién en el estudio consistira en asistir con tu papd o mama a la Unidad de Investigaciéon Médica
en Nutricion de este Hospital, y darnos tu permiso para tomar en tres momentos diferentes una muestra de
tu sangre, serd una cantidad parecida a una cucharadita (7 mL), esto para conocer cuanta vitamina D tienes
en tu cuerpo y para medir dos sustancias que se llaman RANKL y OPG, que trabajan en equipo con la vitamina

D, para que tengas huesos fuertes. También te tomaremos tu peso y talla.

Tu participacién en el estudio es voluntaria, es decir, aun cuando tu papa o mama hayan dicho que puedes
participar, si tu no quieres hacerlo puedes decir que no. Es tu decisidén si participas o no en el estudio.
También es importante que sepas que, si en algin momento ya no quieres continuar en el estudio, no habra

ningun problema, o si no quieres responder a alguna pregunta, tampoco habra problema.
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Tu informacién sera confidencial. Esto quiere decir que no le diremos a nadie tus respuestas o resultados sin

que tu lo quieres, solo lo sabrdn tu papa y mama vy las personas que forman parte de este estudio.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una (X) en el cuadrito de abajo que dice “Si quiero participar”

y escribe tu nombre. Si N0 quieres participar, déjalo en blanco.

Si quiero participar

Nombre:

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento

Fecha:
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IV. Formato de recolecciéon de datos

No. de Folio:
Diagndstico: Clasificacién:
Fecha de nacimiento: Edad Genero: D M D F
DD/MM/AAAA
Fecha de ingreso al Hospital: Fecha de diagnéstico:
DD/MM/AAAA DD/MM/AAAA
Médico a cargo:
Esquema de tratamiento
Etapa Medicamentos Dosis Inicio Final Observaciones
DD MM AAAA DD MM AAAA
Ventana
esteroidea

Induccién a la
remision

Infiltracion al
Sistema Nervioso

Consolidacién
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Formato de recolecciéon de datos

Indicadores antropométricos

No. de Folio:

DD

TO

MM

AAAA

DD

T1

MM

AAAA

DD

T2

MM

AAAA

Peso (Kg)

% de peso (Kg)

Talla (m)

IMC

IMC (%)

Clasificacién IMC

Masa muscular
corporal (Kg)

Masa grasa corporal
(Kg)
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Formato de recoleccion de datos

No. de Folio:
Indicadores bioquimicos
T0 T1 T2
DD MM AAAA DD MM AAAA DD MM AAAA

Vitamina D
25(0OH)D (ng/ dL)

RANKL (pmol/L)

OPG (pmol/L)

RANKL/OPG

PTH (mg/ dL)

Fosforo (mg/ dL)

Fosfatasa alcalina especifica
de hueso (U/L)

Calcio (mg/ dL)

Calcio iénico (mg/dL)

Leucocitos (mm3)

Hemoglobina (g/dL)

Plaquetas (mm?3)
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[
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

‘ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL UNIDAD DE
EDUCACION, INVESTIGACION COORDINACION DE
@ INVESTIGACION EN SALUD Y POLITICAS DE SALUD

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

Unidad de Investigacion Médica del Centro Médico Nacional SXXI.

Asociacion entre las concentraciones de vitamina D y el cociente RANKL/OPG en
nifios con leucemia linfoblastica aguda en tratamiento

Numero de registro institucional R-2021-3603-063

Folio:

Nombre del paciente:

No. de afiliacién:

Lugar de residencia:

NUmero de contacto:
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V. Quimioterapia protocolo HP06
Riesgo normal o habitual

Induccion alaremisiéon

Respuesta a Prednisona: después de siete dias con monoterapia con Prednisona 50mg/m?
SC/d, la presencia de 1 x 10° de blastos/L o mas en el dia 8, se define como pobre respuesta.

La presencia de menos de 1 x 10° blastos/L, se define como buena respuesta a la
Prednisona.

Induccién de remision (Fase A)

Prednisona 60 mg/m? SC/dia Dias +1 al +28 del ciclo

Vincristina 1.5 mg/m? SC/dia Dias +1, +8, +22 del ciclo

Daunorrubicina 30 mg/m? SC/dia Dias +8 y +15 del ciclo

L- asparginasa 5,000 Ul/m? SC/dosis Dias +12, +15, +18, +21, +24, +27, +30, +33 del ciclo

Quimioterapia IT triple droga, de acuerdo a Dias +1, +12y +33
edad

Aspirado de MO dia +33 del ciclo

Quimioterapia de consolidaciéon (Fase B)

6-mercaptopurina 60 mg/m? SC/dia Del +36 al +63 (por 28 dias)
Ciclofosmida (i.v./una hora) 100 mg/m? Los dias +36 y +64
/dosis
ARA-C 75 mg/m? SC/dia Los dias +38 al +41, +45 al +48, +52 al
+55, +59 al -----
Quimioterapia IT triple droga, de acuerdo a Dias +46 y +59
edad

Quimioterapia de consolidacién (Fase C)

(Extra compartamental)
Metotrexate 1500 mg/m? SC/dia  Los dias +8, +22, +36, +50
6-mercaptopurina 2.5 mg/m? SC/dia Por 24 dias del +1 al +56
Quimioterapia IT triple droga, de acuerdo a edad Dias 8, 22, 36, 50

Quimioterapia de Intensificacion (Fase D)

Prednisona 60 mg/m? SC/dia Dias +1 al +28 del ciclo
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Vinicristina 1.5 mg/m? SC/dia Dias +1, +8, +15, +22 del ciclo
Daunorrubicina 30 mg/m? SC/dia Dias +8 y +15 del ciclo

L-asparginasa 50,000 Ul/m? SC/dia Dias +1, +8, +15, +22 del ciclo

Quimioterapia de mantenimiento
6-Mercaptopurina 60 mg/m? SC/dia VO cada 24 h

Metotrexate 20 mg/m? SC/dia VO semanal

Quimioterapia de riesgo alto

Induccidén de remisién

Prednisona 60 mg/m? SC/dia Dias +1 al +28 del ciclo

Vincristina 1.5 mg/m? SC/dia Dias +1, +8, +15, +22 del ciclo

Daunorrubicina 30 mg/m? SC/dia Dias +8, +15, +21 y +29 del ciclo

L- asparginasa 5,000 Ul/m? SC/dosis Dias +12, +15, +18, +21, +24, +27, +30, +33 del ciclo

Quimioterapia IT triple droga, de acuerdo a Dias +1, +12y +33
edad

Aspirado de MO dia +33 del ciclo

Quimioterapia de consolidacién AR 1

Dexametasona 20 mg/m? SC/dias IV Dias +1 al +5

Metotrexate 1500 mg/m? SC/dia En infusion continua para 24h dividido
en 2, para 12 h cada una

Ciclofosfamida 200 mg/m? SC/dosis  Dias +2 al +4 cada 12 h (cinco dosis)

Ara-C 1500 mg/m? SC/dia Dia +5, en infusiéon de 3 h, cada 12 h

L-asparginasa 25,000 Ul/m? SC/dia  Dia +6 del ciclo

Quimioterapia IT triple droga, de acuerdo a edad Dia +1

Factor estimulante de colonias 300 p/ SC Dias +11, +12, +13, +14 y +15 del ciclo
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Quimioterapia de consolidacién AR 2

Dexametasona 30 mg/m?2 SC/dias IV
Vinicristina 1.5 mg/m? SC/dia IV
Daunorrubicina 30 mg/m? SC/dia IV
Ifosfamida 500 mg/m? SC/dosis IV
cadalzh
L-Asparginasa 25 Ul/m? SC/dosis IM

Quimioterapia IT triple droga, de acuerdo a edad

Factor estimulante de colonias 300 u/ SC

Quimioterapia de consolidacién AR 3

DIAS +1 al +5
Dias +1y +6
El dia +5

Dias +2 al +4 (cinco dosis)

El dia +6
El dia +5
Dias +11, +12, +13, +14 y +15 del ciclo

Dexametasona 30 mg/m? SC/dia VO Dias +1 al +5

Ara-C 1500 mg/m? SC/dia En infusién de 3 h

Etopdsido (VP 16) 100 mg/m? SC/dia Dias +3 al +5 den infusién de 1 h
L-Asparginasa 25 000 Ul/m? SC/dosis IM  Dia +6

Quimioterapia IT triple droga, de acuerdo a edad

Factor estimulante de colonias 300 w/ SC

Quimioterapia de intensificacion

Prednisona 60 mg/m? SC/dia

Vincristina 1.5 mg/m? SC/dia

Daunorrubicina 30 mg/m? SC/dia

L-Asparginasa 5000 Ul/m? SC/dosis
IM

Quimioterapia de mantenimiento AR
6- Mercaptopurina 60 mg/m? SC/dia
Metotrexate 20 mg/m? SC/dia
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Dia +5
Dias +11, +12, +13, +14 y +15 del ciclo

Via oral por 28 dias

Dias +1, +8, +15, +22 del ciclo
Dias +8, +15, +21 y +29 del ciclo
Dias +8, +11, +15, +18 del ciclo

VO cada 24 h

VO semanal
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Simple Summary: Advances in the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) have led to
a marked improvement in the survival rate of patients. Nevertheless, these patients may develop
adverse effects during and after treatment, such as bone abnormalities and vitamin D deficiency.
Bone remodeling allows for bone volume and structure to be maintained, which is controlled by
the receptor activator of the nuclear factor-kB (RANK)/RANK ligand (RANKL) /osteoprotegerin
(OPG) system-determining pathway in the balance between bone formation and resorption. Some
reports have explored the role of corticosteroids in modulating the RANKL and OPG levels and
RANKL/OPG ratio in pediatric patients. Nevertheless, studies evaluating the role of RANKL and
OPG in the bone health of pediatric ALL patients during treatment are limited. During remission, we
observed an increase in the RANKL/OPG ratio, increased RANKL levels, and decreased OPG levels
in ALL patients. These changes may predispose such patients to the development of bone health
disorders in their adult lives.

Abstract: Background: The receptor activator of the nuclear factor-kB (RANK)/RANK ligand
(RANKL)/ osteoprotegerin (OPG) pathway is a determining pathway in the balance between bone
formation and resorption, and disruptions in this complex can affect bone metabolism. Methods:
This study analyzes the changes in RANKL, OPG, and 25(OH)D levels; the RANKL/OPG ratio; and
other bone turnover markers (BTMs) from diagnosis to complete remission in children with acute
lymphoblastic leukemia (ALL). This is a prospective observational cohort study, carried out at the
Instituto Mexicano del Seguro Social, Mexico City, including 33 patients (4-17 years) with newly
diagnosed B-cell ALL. The patients were treated with the HP09 chemotherapy protocol. Children
who had previously been treated with corticosteroids were excluded. A peripheral blood sample at
diagnosis and remission was collected to determine the 25(OH)D and BTM concentrations. Results:
Increased RANKL (p = 0.001) and osteocalcin (p < 0.001) levels and RANKL /OPG ratio (<0.001)
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and a decreased OPG level (p = 0.005) were observed at remission, predominantly in the high-risk
(HR) relapse and vitamin D deficiency groups. A negative association between RANKL and OPG
(r = —0.454, p = 0.008) was observed. Conclusions: we suggest that the RANKL /OPG ratio could
serve as a bone remodeling marker in ALL patients.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia; RANK ligand; osteoprotegerin; 25(OH)D; corticosteroids;
bone turnover markers

1. Introduction

Advances in the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) have led to a marked
improvement in the survival rate of patients, ranging from almost fatal to curable in 85-90%
of patients [1]. Nevertheless, ALL patients may develop adverse effects during and after
treatment [2—-4], including decreased bone mineral density (BMD), osteopenia /osteoporosis,
osteonecrosis, fragility fractures, and vitamin D deficiency [5-9].

Childhood and adolescence are critical stages for bone development, mineraliza-
tion, and the attainment of peak bone mass [10]. Bone remodeling is a tightly reg-
ulated process that involves the repair of microdamage and replacement of old bone
with new bone through osteoclastic resorption and osteoblastic bone formation [11]. The
RANK/RANKL/OPG pathway controls osteoclastogenesis [12] and bone resorption [13].
The RANK/RANKL interaction induces the formation of multinucleated mature osteo-
clasts, leading to bone resorption, while the binding of OPG to RANKL inhibits osteoclas-
togenesis [14,15], and disruptions in this complex result in excessive or impaired bone
remodeling [13].

Corticosteroids are among the most potent osteotoxic drugs that are routinely pre-
scribed to treat serious childhood illnesses, including leukemia [16]. Corticosteroids affect
bone formation by decreasing the number and differentiation of osteoblastic lineage cells,
as well as stimulating osteoclast differentiation and function through increased RANKL
production, decreased OPG production by osteoblasts, an increase in the RANKL/OPG
ratio, and excessive osteocyte apoptosis, leading to increased bone resorption and increased
fracture risk [17,18]. Additionally, low vitamin D levels are associated with increases in
RANKL expression and the RANKL/OPG ratio [19]. Childhood ALL patients are at risk
of impaired vitamin D status and bone metabolism, which could be caused by limited
sun exposure, nutritional factors [20], decreased physical activity, corticosteroids, and
methotrexate therapy [21,22]. Invivo studies have shown that corticosteroid adminis-
tration downregulates the expression of the CYP24A7 and CYP27B1 mRNAs, both of
which are essential for controlling the availability of the active metabolite of vitamin D,
1,25(HO)2D [23,24].

Some reports have explored the role of corticosteroids in modulating RANKL and
OPG levels and the RANKL/OPG ratio in pediatric patients with chronic disorders, immo-
bility, and corticosteroid exposure, as well as its relationship with bone health [19,25,26].
Nevertheless, studies evaluating the role of RANKL and OPG in bone health in pediatric
patients during and after treatment are limited [9,27]. Muggeo et al. assessed the levels
of bone turnover markers in ALL patients after the intensification phase and reported
higher levels of RANKL and OPG in the ALL group than in the control group [9]. Hablas
et al. reported higher concentrations of RANKL in ALL survivors than in healthy patients.
Additionally, vitamin D levels were positively correlated with OPG and negatively cor-
related with RANKL levels [27]. In this context, the exploration of vitamin D [25(OH)D]
levels and the impact of the administration of corticoids on the RANKL/OPG ratio in
pediatric patients with ALL is relevant, as an imbalance in the expression or function of any
component of this system can induce deregulation of the remodeling cycle and generate
modifications in BMD. These effects can increase the long-term risk of osteoporosis and
fractures in pediatric patients with ALL.
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Therefore, our aim was to analyze the changes in RANKL, OPG, and 25(OH)D levels;
the RANKL/OPG ratio; and other bone turnover markers (BTM) [osteocalcin, tartrate-
resistant acid phosphatase type 5b (TRACP-5b), and bone alkaline phosphatase (BAP)]
from diagnosis to complete remission in children with ALL.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Participants

This prospective observational cohort study (from diagnosis to complete remission)
was carried out in the Medical Nutrition Research Unit and the Clinical Department of
Hematology of the Pediatric Hospital of the Institute Mexicano del Seguro Social (IMSS)
in Mexico City, Mexico. The eligibility criterion was patients who were newly diagnosed
with ALL before the beginning of chemotherapy treatment between December 2021 and
November 2023. Children who had previously been treated with chemotherapy at an-
other institution, who had Down syndrome, or who had previously been treated with
corticosteroids were excluded. A total of 71 patients were newly diagnosed with B-cell
ALL, of which 22 patients were excluded as they did not meet the inclusion criteria, while
2 others were excluded due to the severity of the disease. One patient was transferred
to another hospital, and in six patients the legal representative did not authorize their
participation in this study. Thus, 40 boys were enrolled in this study; however, five patients
died from complications inherent to treatment, and two patients left the study. Therefore,
33 patients (4-17 years old) were included in the analysis. Patients were followed from
the time of diagnosis of leukemia to remission (Figure 1). The patients were treated with
the HP09 chemotherapy protocol based on the BEM 95 protocol [28]. The patients were
stratified according to their risk of relapse as follows: standard risk (SR; >1 year to <7 years,
initial leucocyte count of 20,000/ mm3), intermediate risk (IR; >7 years to <10 years, ini-
tial leucocyte count of >20,000/mm? and <50,000/mm?), and high risk (HR; <1 year and
>10 years, initial leucocyte count of >50,000/ mm?). Patients received monotherapy during
the first seven days (50 mg/m?/d prednisone), multiple drugs during remission induc-
tion (29-33 days), prednisone 60 mg/m2 /d for 28 days, and vincristine 1.5 mg/ m2/d
(4 doses), daunorubicin 30 mg/ m2/d (2,3, or 4 doses at standard, intermediate, and high
risk, respectively), L-asparaginase 5000 TU/m?/d (8 doses to standard and intermediate,
6 doses to high risk), and 3 doses of intrathecal chemotherapy. According to the HP09
chemotherapy protocol, the complete remission (less than 5% blast) of the patient was
monitored at 33 days by bone marrow aspirate. Recruitment, follow-up, and remission
of the patients were at different times. Patients reached remission at 39 (32-39) days in
the standard and intermediate risk group (SI-risk) and 38 (34—43) days in the high-risk
(H-risk) group.

2.2. Clinical Data

The demographic and clinical characteristics of the patients were collected during
recruitment (diagnosis) and follow-up (at complete remission). Body weight (kg) and body
composition were measured by impedance using an InBody 230 (InBody USA, Cerritos, CA,
USA) while the patients were wearing lightweight clothing. Height was measured with
a wall-mounted stadimeter (Seca 222, Seca Corp., Oakland Center, Columbia, MD, USA).
Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) divided by the square of the height
(m); BMI scores were obtained from the World Health Organization (WHO) normative
curves [29].

2.3. Analytical Methods
2.3.1. Blood Samples

Peripheral blood samples at baseline, just before starting chemotherapy (diagnostic
time), and during complete remission in the absence of relapse were collected between
8:00 and 9:00 am after an 8-12 h overnight fast. Clotted blood samples were centrifuged
for 15 min at 3000 rpm under cold conditions (4 °C). Aliquots of serum and plasma were
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immediately frozen (—80 °C) and used to determine the serum concentrations of 25(OH)D
and the plasma concentrations of RANKL, OPG, osteocalcin, BAP, and TRACP-5b. Accord-
ing to the HP09 chemotherapy protocol based on the BFM 95, complete remission (less than
5% blast) of the patient was monitored at 33 days according to bone marrow aspirate.

Diagnosis I Remission induction I

Assessed for eligibility

December 2021-October
2023

< Patients with slcruid\ Patients with both times
Patients enrolled
window completed
n=40
! n=40 n=33

Excluded
n=31

Not meeting inclusion criteria: n = 22
<4 years,n =15 Lost to follow up

Pre-treatment with corticosteroid: n = 5 n=7

Down syndrome: n = 2
. Deaths: n =5
Transfer (o another hospital: n = 1

Left the study: n=2

Severity disease: n =2

Decline to participate: n= 6

Figure 1. Study flow-chart in patients with ALL.

2.3.2. Biochemical Assays

Serum concentrations of 25(OH)D were determined through a chemiluminescent
microparticle immunoassay using a kit from Abbott (Abbott Park, IL, USA). The 25(OH)D
concentrations were classified according to the Endocrine Society as follows: vitamin D
deficiency was defined as 25(OH)D < 20 ng/mL, vitamin D insufficiency was defined as
25(0OH)D of 21-29 ng/mL, and sulfficiency was defined as 25(OH)D > 30 ng/mL [30].

The concentrations of RANKL were determined using a Human RANKL Magnetic
Bead assay (HRNKLMAG-51K-01; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) with an analytical
sensitivity of 0.5 pg/mL and a range of 4.88-20,000 pg/mL. OPG and osteocalcin con-
centrations were determined using a Human Bone Magnetic Bead Panel (HBNMAG-51K;
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) with an analytical sensitivity of 1.9 pg/mL and a
range of 7-30,000 pg/mL for OPG and an analytical sensitivity of 68.5 pg/mL and a range
of 146-600,000 for osteocalcin. The RANKL/OPG ratio was calculated for each patient
through dividing the value of RANKL by that of OPG.

In a subsample of 20 patients, we analyzed BAP and TRACP-5b levels through ELISA.
BAP was measured using a commercial kit (MBS60806; MyBiosource Inc., San Diego, CA,
USA) with an analytical sensitivity of 1.89 IU/L and a range of 3-900 IU/L, where high
levels were defined as >75th percentile [31]. TRACP-5b was assessed using a commercial
kit (MBS045195; MyBiosource Inc., San Diego, CA, USA) with an analytical sensitivity of
0.1 IU/L and a range of 0.5-16 IU/L.

2.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS Statistics version 23.0 software (IBM,
Armonk, NY, USA). The data were analyzed according to total sample size (n = 33), vitamin
D deficiency /insufficiency group, and risk of ALL relapse from diagnosis to complete
remission. The data distribution was assessed with the Shapiro-Wilk test. The quantitative
data are presented as the means + standard deviations (SDs) for normally distributed data
or as the medians (minimal, maximal). Categorical variables are presented as percentages.
To analyze changes in 25(OH)D levels, the RANKL/OPG ratio, and the levels of MBT
during the follow-up, we used a Wilcoxon test or paired Student’s t-test according to
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the data distribution. The differences between groups by relapse risk were evaluated by
Student’s t-test or the Mann-Whitney U-test. To examine the associations between 25(OH)D
and corticosteroid dose and the RANKL/OPG ratio, Spearman’s correlation analysis was
performed. The sample size had a value of « = 0.05, B = 0.1, and a statistical power of
1 — B =0.9. Statistical significance was defined as p < 0.05.

3. Results

The demographic, anthropometric, body composition, clinical parameters, and BTM
data of the ALL patients at diagnosis are presented in Table 1.

Table 1. Characteristics at diagnosis of acute lymphoblastic leukemia in children.

Variable AlIN =33
Demographic
Gender
Male, n (%) 20 (61)
Female, n (%) 13 (39)
Age (y) 92(4.0,17.7)
Anthropometric and body composition
Body weight (Kg) 33.4 (13.3,99.6)
Height (m) 14+03
BMI (Kg/m?) 17.1(12.1,32.5)
BMI (percentile) 54.8 (3.0, 100.0)
Eutrophic (BMI pc > 5 pc < 85) n (%) 21 (64)
Undernourished (BMI pc < 5)n (%) 4(12)
Overweight (BMI pe > 85) n (%) 4(12)
Obese (BMI pc > 95) n (%) 4(12)
BMI (Z-score) 02+15
Lean body mass (Kg) 12.5(3.8,40.7)
Fat mass (Kg) 6.1(1.5422)
Fat mass (%) 2254101
Clinical parameters
Classification
High risk, n (%) 21 (64)
Intermediate risk, n (%) 39
Standard risk, n (%) 9(27)
Immunophenotype
Pre-B, n (%) 33 (100)
Leucocytes (miles/uL) 7.8(0.9,425.3)
Leucopenia, n (%) 13 (39)
Hemoglobin (g/DL) 92422
Anemia, n (%) 31 (94)
Platelets (miles/uL) 39.0 (100, 425.0)
Thrombocytopenia, n (%) 30 (91)
Neutrophiles (miles/uL) 0.6(0.1,5.9)
Neutropenia, n (%) 24 (73)
Bone metabolism markers

RANKL (pg/mL) 65.5 (4.0, 343.0)

OPG (pg/mL) 4639 (2109, 2661.7)
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Table 1. Cont.

Variable AlIN=33
RANKL/OPG ratio 0.14 (0.004, 1.06)
BAP (IU/L) * 1023 (44.8,371.9)
BAP > 75th percentile, n (%) 8(40)
Osteocalcin (pg/mL) 24,098.4 (8900.3, 113,640.9)
TRAP (pg/mL) * 0.3,(0.2,1.1)
25(OH)D (ng/mL) 17.4 (5.7, 61.9)
Sufficiency, n (%) 309
Insufficiency, n (%) 10 (30)
Deficient, n (%) 20 (61)

Data are expressed as mean =+ standard deviation, median (interquartile range), or number (percentage). Vitamin
D classification: sufficiency (>30 ng/mL), insufficiency (21-29 ng/mL), deficiency (<20 ng/mL). * Sample size
analyzed n = 20. RANKL: receptor activator for nuclear factor kB ligand; OPG: osteoprotegerin; BAP: bone
alkaline phosphatase; TRACP-5b: tartrate-resistant acid phosphatase-5b.

3.1. Changes in Bone Turnover Markers and the RANKL/OPG Ratio

Figure 2 shows the changes in 25(OH)D and BTM concentrations in the study popula-
tion. The 25(OH)D levels tended to decrease between baseline and remission. We observed
an increase in the serum concentrations of RANKL (65.5 pg /mL vs. 127.6 pg/mL, p = 0.001)
and osteocalcin (24,098 pg/mL vs. 48,789 pg/mL, p < 0.001), as well as an increase in
the RANKL/OPG ratio (0.137 vs. 0.427, p < 0.001) between baseline and remission. OPG
concentrations were decreased at remission compared with basal levels (463.9 pg/mL vs.
273.0 pg/mL, p = 0.005). Moreover, the TRACP-5b concentration tended to decrease at
remission compared with baseline (p = 0.073). BAP did not change during the follow-up.

3.2. Changes in Bone Turnover Markers and the RANKL/OPG Ratio According to the Risk of Relapse

Comparisons of 25(OH)D and BTMs levels between baseline and remission according
to the risk of relapse in SI-R vs. HR were performed. In the SI-R group, we observed
increased osteocalcin concentrations (29,227.2 pg/mL vs. 49,993.5 pg /mL, p = 0.01) between
baseline and remission, with a tendency toward increased RANKL levels and RANKL /OPG
ratio and decreased 25(OH)D and OPG concentrations at remission. However, we did not
observe changes in BAP or TRACP-5b concentrations.

The HR group presented increased levels of RANKL (59.3 ng/mL vs. 96.3 ng/mL,
p =0.01), osteocalcin (22,090 pg/mL vs. 48,739 pg/mL, p < 0.001), and RANKL/OPG
ratio (0.125 vs. 0.424, p = 0.01); moreover, the OPG level (493.5 pg/mL vs. 272.0 pg/mL,
p = 0.02) was decreased at remission compared with baseline. There were no changes in
the 25(OH)D, BAP, or TRACP-5b concentrations (Figure 3).

As expected, a difference in the cumulative dose of prednisone between the SI-R and
HR groups was observed (1906.1 + 460.4 mg/m? vs. 2972.6 + 1003.3 mg/m?, respectively;
p =0.002).

3.3. Changes in Biochemical Bone Turnover Markers and the RANKL/OPG Ratio According to
Vitamin D Status

BTMs and the RANKL/OPG ratio were compared between baseline and at remission
according to vitamin D deficiency status (Figure 4). The vitamin D-deficient group presented
increases in RANKL (54.3 pg/mL vs. 96.3 pg/mL, p = 0.002), osteocalcin (22,413 pg/mL vs.
46,816 pg/mL, p =0.002), and the RANKL/OPG ratio (0.118 vs. 0.424, p = 0.002) and decreased
OPG (530.6 pg/mL vs. 299.0 pg/mL, p = 0.01). Moreover, the vitamin D-insufficient group
presented increases in osteocalcin levels (27,575.5 pg/mL vs. 57,215.0 pg/mL, p = 0.01) and
the RANKL/OPG ratio (0.207 vs. 0.727, p = 0.05)—see Figure 4.
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Figure 2. Changes in 25(OH)D, BMT, and RANKL /OPG ratio between diagnosis (baseline) and
remission time in patients with ALL. Significant differences between the two time points were
determined by Wilcoxon signed rank test. (A) 25(OH)D; (B) RANKL, receptor activator for nuclear
factor kB ligand; (C) OPG, osteoprotegerin; (D) RANKL/OPG ratio; (E) osteocalcin; (F) BAP, bone
alkaline phosphatase; (G) TRACP-5b, tartrate-resistant acid phosphatase. BAP and TRACP-5b,
sample size analyzed n = 20. Sufficiency 25(OH)D > 30 ng/mL (dotted green), and deficiency
25(0OH)D < 20 ng/mL (dotted red).
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Figure 3. Changes in 25(OH)D3, bone turnover markers, and RANKL/OPG ratio between diagnosis
(baseline) and remission time by risk of relapse in patients with ALL. Significant differences between
the two time points were determined by Wilcoxon signed rank test. (A) 25(OH)D; (B) RANKL,
receptor activator for nuclear factor kB ligand; (C) OPG, osteoprotegerin; (D) RANKL /OPG ratio;
(E) osteocalcin; (F) BAF, bone alkaline phosphatase; (G) TRACP-5b, tartrate-resistant acid phosphatase.
Standard or intermediate risk of relapse (n = 12) and high risk of relapse (n = 21). BAP and TRACP-5b
sample size analyzed n = 20. Sufficiency 25(OH)D > 30 ng/mL (dotted green), and deficiency
25(0OH)D < 20 ng/mL (dotted red).
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Figure 4. Changes in bone turnover markers and RANKL/OPG ratio between diagnosis (baseline)
and remission time according to vitamin D status in patients with ALL. Significant differences between
the two time points were determined by Wilcoxon signed rank test. (A) RANKL, receptor activator
for nuclear factor kB ligand; (B) OPG, osteoprotegerin; (C) RANKL/OPG ratio; (D) osteocalcin.
Insufficient vitamin D (n = 10) levels, deficient vitamin D levels (n = 20).

3.4. Associations among Bone Turnover Markers, 25(0OH)D Concentration, and
Corticosteroid Dose

The correlations among the BTM concentration, 25(OH)D concentration, and corticos-
teroid dose were analyzed during remission. A negative correlation was observed between
RANKL and OPG plasma levels (r = —0.454, p = 0.008). The dose of prednisone did not
correlate with the serum 25(OH)D, RANKL, OPG, osteocalcin, BAP, or TRACP-5b concen-
trations or the RANKL /OPG ratio (r = —0.283, r =0.183, r = —0.240, r = 0.178, r = 0.213,
r=—0.283, and r = 0.182, respectively; p > 0.99; Figure 5).
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Figure 5. Spearman’s correlations between (A) vitamin D concentrations and cumulative corticos-
teroid doses and (B) OPG and RANKL in patients with ALL at remission time.
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4. Discussion

In this report, we present an analysis of changes in RANKL and OPG levels and
the RANKL/OPG ratio in children with ALL from diagnosis to remission without any
intervention in addition to hematological treatment. In this study, we observed increases in
RANKL levels, osteocalcin levels, and the RANKL/OPG ratio, as well as a decrease in OPG
levels at remission. When relapse risk and vitamin D were considered, patients with an HR
of relapse or vitamin D deficiency presented these changes, which may reflect accelerated
bone remodeling.

The RANKL/RANK/OPG axis plays an essential role in the regulation of bone
metabolism, especially in bone remodeling. This lifelong process is characterized by
an equilibrium between the activities of osteoclasts and osteoblasts [12]. Several studies
have evaluated RANKL and OPG levels and the RANKL /OPG ratio in different pediatric
diseases [19,25,26,32,33], but few studies have evaluated changes in bone health parameters
in patients with ALL during treatment and without any intervention. In this sense, Sol-
manz et al. [34] have evaluated the effect of a combination of vitamin K2 (menaquinone-7
100 pg/day) and vitamin D3 (calcitriol 10 pg/day) on BMD, RANKL, and OPG levels,
among other biochemical markers of bone turnover, in 29 patients with ALL (1.0-17 years)
who were randomized into a study group (n = 15) and a control group (n = 14). Patients
were evaluated from diagnosis to the first, second, third, and sixth months of treatment
in this study. Nevertheless, they did not find any differences in RANKL or OPG concen-
trations between groups or within groups during the follow-up. The OPG/RANKL ratio
differed between groups in the first month. In contrast, even though we had a shorter
follow-up time than Solmaz et al. [34], and without any intervention with vitamin D, we
observed an increase in the RANKL concentration and the RANKL /OPG ratio, as well
as a decrease in OPG level between diagnosis and remission; these results suggest that,
during the early phase of ALL treatment, glucocorticoid administration mainly increased
osteoclastic activity and, consequently, bone resorption in these patients. Similarly, we
observed the same changes in the HR and vitamin D deficiency groups. This observa-
tion could be explained, in part, by the higher cumulative glucocorticoid dose in the HR
group than in the SI-R group; consequently, this group presented increased RANKL levels
and decreased OPG levels during follow-up [18]. In addition, low vitamin D levels are
associated with increased RANKL [27], which could explain the increase in RANKL in
the vitamin D-deficient group of patients. We know that glucocorticoids are some of the
most potent osteotoxic drugs that are routinely prescribed to treat serious childhood ill-
nesses such as leukemia. The reduction in bone mass by glucocorticoids involves systemic
and direct effects on bone cells, leading to the induction of apoptosis in osteoblasts and
osteocytes, as well as suppression of their differentiation, which can be explained by a
mechanism involving the suppression of cytokines such as interleukin 11 and activator
protein 1 (AP-1) [35]. On the other hand, glucocorticoids increase the proliferation and
differentiation of osteoclastic precursors by synthesizing receptor RANKL, an essential
stimulator of osteoclastogenesis. Humphrey et al. have reported that dexamethasone, pred-
nisolone, and deflazacort inhibited OPG production and stimulated RANKL mRNA in two
human osteoblastic cell lines, where these changes were accentuated with increasing dose,
and these cellular effects of glucocorticoids are mediated by the glucocorticoid receptor [36].
The glucocorticoid receptor causes an increase in RANKL promoter activity and increased
RANKL mRNA expression level [37], while OPG could be inhibited through AP-1 and the
suppression of b-catenin signaling by glucocorticoids [38].

According to the 25(OH)D serum levels, there was a high prevalence of hypovita-
minosis D both at diagnosis (~90%) and at remission (94%). Remarkably, this percent-
age was higher than that reported by ENSANUT 2018 for healthy Mexican preschoolers
and schoolchildren (73.2% and 75%, respectively) [39]. These results are consistent with
those reported previously in several studies on patients with ALL receiving early-phase
treatment [21,40,41]. In contrast to studies that have reported a decrease in 25(OH)D levels
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during the treatment of children with ALL, we only found a trend toward a decrease in the
level of 25(OH)D during remission.

In addition, we observed a negative correlation between RANKL and OPG plasma
levels, which could explain the increase in the RANKL/OPG ratio. This is important,
as a high RANKL/OPG ratio has been associated with increased bone resorption [42].
Additionally, the increase in RANKL may be associated with an initial increase in the
signaling and activity of osteoclasts, which could lead to a predisposition to osteopenia
and osteoporosis [33]. We hypothesized that the increase in both molecules could result in
bone abnormalities, such as decreased bone mineral density; however, more research is
required to further understand the impact on healthy bone.

TRAP-5b is an enzyme that is highly expressed in osteoclasts and is a regulator of
bone resorption [43]. In pediatric patients with ALL, circulating TRACP-5b concentra-
tions are reportedly greater than those in healthy individuals [9]. Solmaz et al. [34] did
not observe changes during the 6 months of follow-up. Although we observed a signifi-
cant increase in RANKL levels at remission, we found a tendency toward a decrease in
TRACP-5b levels only between diagnosis and remission. A decrease in TRACP-5b has been
reported in patients with myeloma who underwent induction treatment with vincristine—
doxorubicin-dexamethasone—pamidronate [44]. In particular, long-term glucocorticoid
treatment reduces TRACP-5b concentrations. These results could be partly explained by
disruptions in the cytoskeleton of osteoclasts generated by long-term glucocorticoids that
reduce their activity [45].

Moreover, BAP and osteocalcin are considered markers of bone formation. BAP is
an isoenzyme of alkaline phosphatase which is produced from bone and is an indicator
of osteoblastic activity, while osteocalcin is a protein synthesized by mature osteoblasts
that plays an important role in metabolic regulation, bone mineralization, and calcium
homeostasis. Orgel et al. [46] have evaluated bone structure, density, and circulating BTM at
diagnosis and changes during induction therapy in pre-adolescents, adolescents, and young
adults (n = 38) with ALL and sex-matched healthy controls (n = 38). The authors reported a
decrease in bone structure and BMD. However, there were no changes in BAP or osteocalcin
levels during follow-up, while the levels of C-telopeptide—a resorption marker—were
increased. Our BAP results are consistent with those of Orgel et al.; in contrast, we reported
increased osteocalcin levels in pediatric patients with ALL in complete remission. This
could be explained by the increase in RANKL levels, as RANKL is a central player in
osteoclast activation and bone destruction [47]. Osteocalcin can bind to the bone matrix, as
it contains three glutamate residues that can be carboxylated; this modification allows it to
bind to calcium and hydroxyapatite. Hence, the resorption of the bone matrix by osteoclasts
can result in the release and decarboxylation of bound carboxylated osteocalcin, which
could increase osteocalcin levels [48,49]. A modification of bone metabolism generated
by ALL-B cells has been previously demonstrated [47], which explains the presence of
vertebral fractures at diagnosis [50]. We did not observe significant differences in BAP
levels, which could be explained by the fact that 40% of patients had elevated concentrations
of BAP (>75th percentile) at diagnosis, while 45% had elevated concentrations of BAP at
remission. This is most likely compensatory to disorders of bone metabolism present in
these patients, as high levels of BAP and its association with decreased lumbar BMD have
been reported, especially in older women [51]. Additionally, our study population was
largely composed of schoolchildren, and studies have reported the highest levels of BAP in
this population [31,52].

Nevertheless, even though we detected changes in the RANKL level, OPG level, and
RANKL/OPG ratio in the deficient and HR groups, Spearman correlation analysis of the
bivariate BTM did not reveal a significant association between vitamin D concentration and
corticoid dose. Similarly, Muggeo et al. [9] did not observe significant correlations between
bone turnover marker levels and vitamin D levels. In contrast, Hablas et al. reported
a negative correlation between circulating vitamin D and RANKL levels and a positive
correlation with OPG levels in 60 ALL survivors. This was probably due to differences in
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sample size, population, and, mainly, the proportion of patients with >30 ng/mL vitamin
D (30% vs. ~9% [two patients]).

The principal limitations of this study were the lack of a control group and the eval-
uation of BMD. However, our study used a larger sample than that of Solmaz et al. [34],
providing good statistical power. In addition, we explored the changes in a cohort from
diagnosis to complete remission according to 25(OH)D status, risk of relapse, and cumula-
tive doses of corticosteroids. We analyzed the evolution of the same group of patients at
diagnosis and remission, in contrast with other studies [9]. Another strength of this study
was evaluating the changes in BTM and the RANKL/OPG ratio in a cohort of patients with
ALL without any intervention in addition to early hematological treatment.

5. Conclusions

During remission, we observed an increase in RANKL and osteocalcin levels and a
decrease in OPG levels. When relapse risk and vitamin D levels were considered, patients
with an HR of relapse or vitamin D deficiency presented these changes. Therefore, the
RANKL/OPG ratio could be a good marker of bone remodeling in patients with ALL.
Hypovitaminosis D and increased RANKL/OPG may predispose such patients to the
development of bone health disorders, such as osteopenia, osteoporosis, and increased
bone fragility, in their adult lives. To better understand bone remodeling markers in
children with leukemia, it is necessary to conduct future studies.
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