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STUDY OF THE RELATIONSHIP
BETWEEN ADIPONECTIN,
INTERLEUKIN-18, GHRELIN AND
BONE MINERAL DENSITY IN
MORBIDLY OBESE WOMEN AFTER
GASTRIC BYPASS.

Objective: Analysis of the relationship
between adiponectin, interleukin-18 (I-18)
and ghrelin and bone mineral density
(BMD), in a group of women that had
undergone a gastric- bypass for morbid
obesity a year before.

Methods: Forty-one morbidly obese
patients aged 46 + 9 years and with an
initial body mass index of 49.5 + 7.6 were
included in the study and a gastric by-pass
operation was performed in all of them.
Anthropometric variables, body
composition measured with dual energy
X-ray absorptiometry (DEXA) and plasma
concentrations of parathormone (PTH),
25(0H) vitamin D, insulin growth factor
(IGF-1), adiponectin, IL-18 and ghrelin were
determined before and a year after
surgery. BMD was evaluated with DEXA 12
months after bariatric surgery.

Results: A year after surgery 36.2% of
inicial body weight was lost and this was
associated with an improvement of the
inflammatory profile reflected by a
significant reduction of IL-18 and a increase
of adiponectin plasma concentrations. In
the univariate analysis BMD inversely
correlated with age (r =-0.287, p = 0.008)
and with lean mass (r = 0.318, p = 0.043)
but not with adiponectin, IL-18 and ghrelin
concentrations. PTH showed a positive
correlation with weight (r = 0.362,

p = 0.03), lean mass (r = 0.372, p = 0.039),
and a negative association with plasma
concentrations of calcium (r = -0.48,

p = 0.003) and 25(0OH) vitamin D (r = -0.44,
p = 0.014). Plasma 25(OH) vitamin D
correlated negatively with the sum of fat
mass and lean mass measured with DEXA
(r=-0.210, p = 0.043). In the multiple
regression analysis BMD remained
associated only with lean mass (3 = 0.193,
p = 0.016).

Conclusions: Our study does not support
the existance of a direct effect of adipose
tissue on bone metabolism through the
secretion of adiponectin. The absence of
association between inflammatory cytokine
IL-18 and ghrelin with BMD also argues
against their implication in bone regulation.

Key words: Obesity. Adipose tissue.
Adipocytokines. Densitometry. Dual energy X-ray
absorptiometry. Bone metabolism.
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Objetivo: Analizar la relacion entre adiponectina, interleucina (IL) 18 y
ghrelina y la densidad mineral 6sea (DMO) en un grupo de mujeres
intervenidas 1 ano antes de bypass gastrico por obesidad mérbida.
Métodos: Se incluyo a 41 pacientes intervenidas de bypass gastrico, con
una media de edad de 46 + 9 anos y un indice de masa corporal (IMC)
inicial de 49,5 + 7,6. Se estudiaron variables antropométricas y de
composicion corporal por absorciometria mediante rayos X de doble
energia (DEXA) y se determinaron, antes y después de la cirugia, las
concentraciones plasmaticas de paratirina (PTH), 25(0OH)-vitamina D,
factor de crecimiento insulinico | (IGF-I), adiponectina, IL-18 y ghrelina. Se
analizo la DMO al ano del bypass gastrico mediante DEXA.

Resultados: Al afno de la cirugia se observé una pérdida del 36,2% del
peso inicial, que se asocié a una mejoria del perfil inflamatorio reflejada
por una reduccidn significativa de las concentraciones plasmaticas de IL-
18 e incremento de adiponectina. En el estudio univariable la DMO se
correlacioné negativamente con la edad (r =-0,287; p =0,008) y con la
masa magra (r = 0,318; p = 0,043), pero no con las concentraciones de
adiponectina, IL-18 y ghrelina. Las concentraciones de PTH se
correlacionaron positivamente con el peso (r = 0,362; p = 0,030), la masa
grasa (r=0,372; p = 0,039) e inversamente con las concentraciones
plasmaticas de calcio (r =-0,48; p = 0,003) y de 25(0OH)-vitamina D
(r=-0,44; p = 0,014). El calcidiol plasmatico se correlaciono
negativamente con la suma de masa grasa y masa magra medida por
DEXA (r =-0,210; p = 0,043). En el analisis de regresion multiple, la DMO
mantuvo relacion unicamente con la masa no grasa ( =0,193; p = 0,016).
Conclusiones: Nuestro estudio no halla efecto directo del tejido adiposo
en el metabolismo dseo a través de la secrecion de adiponectina. Del
mismo modo, la falta de relacién entre la citocina inflamatoria IL-18 y la
ghrelina con la DMO cuestiona su implicacion en la regulacion ésea.
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INTRODUCCION

La obesidad protege contra la osteoporosis'?, pero
los mecanismos por los que el aumento de peso puede
influir en la densidad mineral 6sea (DMO) no son bien
conocidos. El efecto protector de la obesidad puede
deberse al aumento de la aromatizacién de los andré-
genos a estrogenos en el tejido graso®, la disminucién
de las concentraciones de globulina transportadora de
los esteroides sexuales o los efectos directos de la for-
macion de hueso inducida por las concentraciones ele-
vadas de insulina* o de la accidén del factor de creci-
miento insulinico I (IGF-I), que es el factor de
crecimiento mds prevalente en el hueso™®. Reciente-
mente se ha especulado que la relacién entre DMO y
grasa podria estar mediada por factores hormonales se-
cretados por los adipocitos como la leptina y la adipo-
nectina, citocinas inflamatorias y ghrelina’®. La adipo-
nectina puede estar involucrada en la modulacién de la
DMO debido a su estructura similar a Rank-L y a la
osteoprotegerina 2, proteinas relacionadas con la regu-
lacion de la osteoclastogénesis; ademds se ha demos-
trado que la adiponectina puede activar o inhibir el
factor de necrosis kappa B (NF-«B), un factor de trans-
cripcién esencial para la osteoclastogénesis'®!!. Los
estudios que han analizado la relacion entre adiponec-
tina y DMO en humanos han obtenidos resultados dis-
cordantes'>!5,

Recientemente se ha mostrado que mediadores in-
munitarios como las citocinas inflamatorias —factor
de necrosis tumoral e interleucina (IL) 18, entre otros,
que estdn aumentadas en la obesidad— estdn implica-
dos en el metabolismo dseo'®!”. Estudios in vitro han
observado que la IL-18 inhibe la osteoclastogénesis'’.
Sin embargo, no existen estudios que hayan analizado
esta relacion en humanos.

El papel de la ghrelina en el metabolismo 6seo se ha
mostrado en el estudio de Maccarinelli et al'$, que de-
mostraron un incremento en la proliferacién de los os-
teoblastos después de la administracién de ghrelina'®,
También se ha descrito un estimulo directo en la for-
macion ésea y un incremento en la DMO en ratas con
la administracién de ghrelina'®. Sin embargo, los traba-
jos en humanos que han estudiado la relacién entre las
concentraciones de ghrelina plasmatica y hueso han
obtenido resultados contradictorios!*?*2!. El objetivo
de nuestro estudio es analizar, en un grupo de mujeres
intervenidas 1 afio antes de bypass gastrico por obesi-
dad morbida, la relacion entre las concentraciones
plasmdticas de adiponectina, IL-18 y ghrelina y la
DMO obtenida por densitometria de rayos X de doble
energia (DEXA).

PACIENTES Y METODO

Las pacientes con obesidad mdrbida fueron reclutadas de
la consulta de obesidad del Servicio de Endocrinologia y
Nutriciéndel Hospital Universitario de Bellvitge (L' Hospitalet
de Llobregat, Barcelona). Todas ellas cumplian los criterios
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de inclusién para la realizacion de cirugia baridtrica segtn el
protocolo de nuestro centro. Se excluyé a las pacientes con
un evento cardiovascular agudo en los 6 meses previos, pro-
ceso infeccioso reciente o presente, historia de enfermedad
cancerosa o tratamiento con farmacos antiinflamatorios o
insulina; también a las mujeres con osteoporosis conocida o
con enfermedad que pudiera influir en el metabolismo dseo.
Se incluy6 un total de 41 mujeres caucdsicas con obesidad
morbida y se realizé a todas las pacientes un bypass gastrico
segun las modificaciones del método descritas por Capella et
al?. Este tipo de cirugia consiste en una desconexién géstri-
ca creando un reservorio gastrico de 20-30 ml vertical, a ex-
pensas de la curvatura menor, que favorece la saciedad pre-
coz y reduce la produccién local de acido clorhidrico. El
reservorio gastrico se une a un asa de yeyuno con reconstruc-
cién en'Y de Roux, y la anastomosis mide 12 mm de didme-
tro interno. El asa alimentaria o de Roux asciende por la via
antecdlica y antegdstrica y tiene una longitud aproximada de
100-120 cm; el tramo comuin mide aproximadamente
300 cm.

Todas las participantes firmaron el consentimiento infor-
mado para su inclusién en el estudio, que fue aprobado por
el comité ético de nuestro hospital.

Medidas antropomeétricas

Se determing el peso, la talla y el indice de masa corporal
(IMC = peso en kilogramos / cuadrado de la talla en metros).
El indice cintura/cadera se calculé como el cociente entre las
circunferencias de la cintura y de la cadera en centimetros.
La obesidad se clasificé de acuerdo con los criterios de la
Organizacién Mundial de la Salud®.

La DMO (g/cm?) se midi6 al afio de la cirugia a nivel de
la columna lumbar (L1-L4) y en la cadera por DEXA (Holo-
gic QDR 4500; Hologic Inc., Waltham, Missouri, Estados
Unidos).

La composicién corporal (porcentaje total de masa grasa y
masa no grasa) se evalué mediante DEXA. El examen se
realizé con el paciente en ropa interior después de retirar
todos los artefactos metdlicos y con una duracién de la prue-
ba de 7 min.

Métodos analiticos

Basalmente y al afio de la cirugia, se realizaron las si-
guientes determinaciones analiticas.

Las muestras de sangre fueron extraidas de cada paciente
antes del desayuno entre las ocho y las nueve de la mafiana.
Todas las muestras se guardaron a —80 °C hasta la realiza-
cion de las determinaciones analiticas.

La paratirina (PTH) intacta se determiné mediante andlisis
inmunorradiométrico (Diagnostic System Laboratories,
Webster, Texas, Estados Unidos); los coeficientes de varia-
cién intraanalitica e interanalitica fueron del 10 y el 11%,
respectivamente.

Las concentraciones de 25(OH)-vitamina D se determina-
ron por radioinmunoandlisis (DiaSorin, Stillwater, Minneso-
ta, Estados Unidos).

Las concentraciones séricas de IGF-I después de la extrac-
cioén con dcido etanol se determinaron por radioinmunoana-
lisis (Nichols, San Juan de Capistrano, California, Estados
Unidos), con coeficientes de variacion intraanalitica e intera-
nalitica del 5,2 y el 9,4%, respectivamente.

Las concentraciones plasmdticas de adiponectina y
ghrelina se determinaron mediante radioinmunoandlisis
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(Linco Research, Missouri, Estados Unidos). Para la adi-
ponectina, la sensibilidad de la prueba fue de 1 ng/ml en
una muestra de 100 pl, con unos limites de 1-200 ng/ml.
Todas las muestras fueron diluidas a 1/500. Los coeficien-
tes de variacidn intraanalitica e interanalitica fueron del 8
y el 12%, respectivamente. Para la ghrelina humana, la
prueba tenia un anticuerpo especifico para la ghrelina to-
tal y no requeria la presencia del grupo octanoil en la se-
rina 3. La sensibilidad fue de 100 pg/ml en una muestra
de 100 wl, con unos limites de 100-10.000 pg/ml. La es-
pecificidad del andlisis fue del 100% para ghrelina huma-
na, ghrelina 14-28 y desacilghrelina. Los coeficientes de
variacién intraanalitica e interanalitica fueron del 5,6 y el
16%, respectivamente.

Las concentraciones plasmaticas de IL-18 se determinaron
por enzimoinmunoandlisis (ELISA; Medical & Biological
Laboratories Co. Ltd., Japén). La sensibilidad de la prueba
fue de 12,5 pg/ml. Los coeficientes de variacién intraanaliti-
ca e interanalitica fueron del 10,8 y el 10,7%, respectivamen-
te.

Analisis estadistico

Se utilizaron los paquetes estadisticos SPSS (SPSS para
Windows version 12, SPSS Inc., Chicago, Illinois, Esta-
dos Unidos) para el andlisis de los datos. Las estadisticas
descriptivas se presentan como media + desviacion estdn-
dar para las variables con distribucién normal, y las varia-
bles que no seguian una distribucién normal se expresan
como mediana [percentil 75]. La prueba de la t de Student
se utilizé para comparar variables con distribucién normal
y la de Mann-Whitney para las variables sin distribucion
normal. Las relaciones entre variables se analizaron me-
diante las correlaciones de Spearman o de Pearson en fun-
cion de la normalidad de distribucién de las variables. Se
realizé un andlisis multivariable de regresiéon multiple
para identificar los factores independientes que afectaban
a la DMO y estimar los predictores finales de su variabi-
lidad. Se consideré estadisticamente significativo un valor
de p < 0,05.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra las caracteristicas antropométri-
cas, de composicion corporal y bioquimicas de las pa-
cientes estudiadas. Se estudid a un total de 41 pacien-
tes con IMC inicial de 49,5 + 7,6 y 46 + 9 afios de
edad. El 42% de las participantes estudiadas eran me-
nopdusicas. Al afio de la cirugia se observé una pérdida
de peso masiva (el 36,2% del peso inicial) y una pérdi-
da del 54,4% de la masa grasa.

Los cambios en las concentraciones plasmdticas de
adiponectina, IL-18 y ghrelina se resumen en la tabla
1. La mejoria del perfil inflamatorio tras la cirugia ba-
ridtrica se vio en una reduccién significativa en las
concentraciones de IL-18 y un incremento de la adipo-
nectina.

Al afio de la cirugia, en el estudio univariable la
adiponectina se correlacioné negativamente con el
IMC (r=0,241; p =0,026). No se hallaron correla-
ciones entre las variables antropométricas y de com-

TABLA 1. Caracteristicas clinicas, antropométricas,
de composicion corporal, de metabolismo
fosfocalcico, adipocitocinas, ghrelina y densidad
mineral 6sea en pacientes con obesidad mérbida
antes y después del bypass gastrico

Basal A 1 aio
(n=41) (n=41) P
Edad (afos) 46 +9,2 47 +9,2 0,5
Indice de 495+7,6 31,2+5,1 0,001
masa corporal
Indice cintura/ 0,89 + 0,05 0,85 + 0,06 0,004
cadera
Masa grasa (kg) 57,7 16,9 26,2 + 8,9 0,006
Masa magra (kg) 67,7+9,2 48,1 + 84 0,001
Calcio (mmol/l) 2,36 £ 0,07 2,36 £0,11 0,866
Fosfato (mmol/l) 1,19 £ 0,22 1,31 £ 0,15 0,030
Paratirina 54119 6,15 +2,55 0,064
(pmol/l)
25-hidroxivitamina 37,1 £ 17,4 49,6 + 27 0,005
D, (nmol/l)
IGF-I (nmol/l) 16,8 [26,4] 18,4 [30,2] 0,918
Adiponectina 12,1 [17,13] 23,8 [29,6] 0,001
(pg/ml)
Ghrelina (ng/ml) 571,7 [666,8] 415,4 [649,7] 0,030
Interleucina 18 238,6 [329,3] 159,8 [236,4] 0,032
(pg/ml)
Contenido — 27+34 —
mineral éseo
(kg
Densidad mineral — 1,13 £ 0,094 —

Gsea (g/em?)

IGF-I: factor de crecimiento insulinico I.
Los datos expresan media + desviacién estdndar o mediana [percentil 75].

posicién corporal estudiadas con la ghrelina y la
IL-18.

La DMO se correlacioné negativamente con la edad
(r=-0,287; p = 0,008) y con la masa magra (r = 0,318;
p = 0,043). No se hallaron correlaciones entre la DMO
y las concentraciones de adiponectina, ghrelina e IL-18
(tabla 2).

Las concentraciones de PTH se correlacionaron po-
sitivamente con el peso (r=0,362; p=0,030) y la
masa grasa (r = 0,372; p =0,039) (fig. 1) e inversa-
mente con las concentraciones plasmaéticas de calcio
(r=-0,48; p=0,003) y con las concentraciones de
25(0OH)-vitamina D (r =-0,44; p =0,014). El calci-
diol plasmdtico se correlacioné negativamente con la
suma de masa grasa y masa magra medida por DEXA
(r=-0,210; p = 0,043). El IGF-I se correlacioné po-
sitivamente con el contenido mineral 6seo (r = 0,502;
p =0,015).

No se hallaron diferencias significativas en el andli-
sis univariable entre las mujeres con y sin menopau-
sia.

Se realizé un andlisis de regresiéon multiple para es-
tudiar los determinantes de la DMO introduciendo en
el modelo las variables edad, IMC, masa no grasa, con-
centraciones de adiponectina, ghrelina e IL-18 y con-
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TABLA 2. Andlisis univariable entre la densidad
mineral 6sea postoperatoria y parametros
antropométricos y bioquimicos, adipocitocinas
y ghrelina

Densidad mineral
dsea (g/em?®), r p

Edad -0,287 0,008
Indice -0,029 0,865

de masa corporal
Indice -0,313 0,086

cintura/cadera
Masa grasa 0,081 0,615
Masa magra 0,318 0,043
Calcio -0,03 0,862
Fosfato -0,108 0,535
Paratirina 0,023 0,892
25-(OH)-vitamina 0,133 0,483

D3
IGF-1 0,068 0,748
Adiponectina 0,103 0,568
Ghrelina 0,214 0,256
Interleucina 18 0,267 0,161

IGF-I: factor de crecimiento insulinico I.

centraciones de IGF-I, PTH y 25(OH)-vitamina D. La
DMO se mantuvo asociada dnicamente a la masa no
grasa ( =0,193; p=0,016).

DISCUSION

Los mecanismos por los que la grasa corporal influ-
ye en la DMO no son bien conocidos, pero se ha se-
fialado que tal influencia podria estar mediada por las
hormonas y citocinas secretadas por los adipocitos®.
En este sentido, la hormona antiinflamatoria adipo-
nectina posee unas caracteristicas que hacen plausible
su implicacién en la modulacién del metabolismo
0seo. La adiponectina es estructuralmente muy simi-
lar a Rank-L y osteoprotegerina, proteinas que regu-
lan la osteoclastogénesis y son capaces de activar e
inhibir el factor de transcripcion NF-kB, esencial
para la produccién de osteoclastos!'®!!, Existen pocos
estudios que hayan analizado la asociacién de adipo-
nectina con la DMO en humanos, y los resultados
obtenidos han sido contradictorios. Varios trabajos
que incluyeron a pacientes diabéticos'>** y mujeres
premenopdusicas y posmenopdusicas'>?*2® han mos-
trado una correlacién inversa entre adiponectina y
DMO. Sin embargo, un estudio realizado en pacientes
no diabéticos de origen coreano'* y otros en mujeres
sanas perimenopdusicas'® y en varones de edad avan-
zada?’ no detectaron ninguna correlacién. Aunque la
asociacion entre adiponectina y DMO no fue signifi-
cativa en nuestro estudio, seran necesarios mas traba-
jos que examinen el efecto de la adiponectina en el
metabolismo Oseo, ante la diversidad de los resulta-
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Fig. 1. Correlacion entre las concentraciones plasmdticas de para-
tirina y masa grasa al afio de la cirugia baridtrica.

dos obtenidos. Un dato que destacar es que los estu-
dios que han descrito una asociacién positiva habian
incluido a pacientes con diabetes mellitus y pacientes
procedentes de Europa del este.

La diferenciacién y la funcién de los osteoclastos
estan reguladas por sefales celulares y citocinas que
también tienen un papel importante en el sistema in-
munitario. En este contexto, la IL-18 —un miembro de
la superfamilia de la IL-1— tiene un papel relevante en
las respuestas inmunitarias innata y adaptativa y, por lo
tanto, en los procesos inflamatorios?. Ademds, estu-
dios in vitro han mostrado que puede modular la fun-
cién de los osteoclastos tanto estimuldndola como in-
hibiéndola'’.  Estudios realizados con ratones
transgénicos han mostrado que el incremento de la ex-
presion de IL-18 se asocia a un hueso cortical deforma-
do y una disminucién del recambio del hueso trabecu-
lar lumbar®. También se ha descrito un aumento de la
expresion de IL-18 en células osteobldsticas de rata en
respuesta a la PTH, lo que indica que esta citocina po-
dria estar implicada en las acciones anabdlicas de la
PTH™. A pesar de todos los datos previos en ratones,
nuestro trabajo es el primero en analizar la asociacién
de esta interleucina y el metabolismo 6seo en huma-
nos. La ausencia de correlacion hallada en nuestro es-
tudio entre IL-18 y la DMO y con pardmetros bioqui-
micos como la PTH cuestiona la implicacion de esta
citocina en la regulacién del metabolismo 6seo en hu-
manos.

Parece que la ghrelina, ademds de sus acciones de
estimular el apetito, promover la adipogénesis y dismi-
nuir el metabolismo energético, tiene una gran varie-
dad de funciones en el cerebro y los tejidos periféri-
cos®. El hecho que sus receptores estén en muchos
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organos (estdbmago, corazdén, pulmones, pancreas, in-
testino, rifiones, testiculos, ovarios, etc.), asi como en
el hipotdlamo y en el tejido adiposo, respalda esta hi-
potesis. Su papel en el metabolismo dseo fue sefialado
inicialmente por los trabajos de Maccarinelli et al's,
que mostraron un incremento de la proliferacién de os-
teoblastos después de la administracion de ghrelina in
vitro. Posteriormente, estudios realizados en ratas mos-
traron que la administracion de ghrelina estimulaba la
formacion Gsea y aumentaba la DMO". En humanos
los resultados obtenidos han sido contradictorios. Si
bien algunos autores han descrito que la ghrelina se
asocia positivamente a la DMO en la columna lumbar
y en las caderas de mujeres adolescentes sanas®, en
otros trabajos que han estudiado amplias cohortes de
varones y mujeres posmenopausicas?' y a varones co-
reanos de mediana edad, no se hallaron correlaciones
entre DMO y ghrelina'4, en concordancia con nuestros
resultados. Recientemente, se ha descrito una asocia-
cién inversa entre DMO en las caderas y ghrelina en
una cohorte de mujeres menores de 51 afios®2. La di-
versidad de los resultados obtenidos podria explicarse
por las diferencias de edad en las poblaciones estudia-
das, puesto que los trabajos que encontraron algun tipo
de asociacion las hallaron en mujeres jévenes.

Los sujetos con obesidad presentan concentraciones
séricas de 25(OH)-vitamina D inferiores y de PTH su-
periores que en sujetos en normopeso®*’. Una de las
causas indicadas es una menor biodisponibilidad de la
vitamina D procedente de la dieta y de la piel por un
mayor depdsito de esta vitamina en el tejido adiposo®®.
La relacion entre adiposidad y vitamina D ha sido ob-
jeto de varios estudios, y en su mayoria se ha encontra-
do una asociacién inversa entre grasa corporal y con-
centraciones séricas de vitamina D***!. De acuerdo con
las publicaciones anteriores, en nuestro estudio la com-
posicién corporal total se correlaciona negativamente
con la vitamina D y positivamente con las concentra-
ciones de PTH.

Nuestros datos muestran que el determinante mads
importante de la DMO, tras ajustar por edad, grasa cor-
poral, concentraciones plasmaticas de adiponectina,
IL-18, ghrelina y vitamina D, fue la masa no grasa. En
concordancia con nuestros resultados, estudios previos
han descrito una relacién mds estrecha entre la masa no
grasa —respecto a la masa grasa— y la DMO en am-
bos sexos**. Sin embargo, en situaciones clinicas
como en la obesidad mérbida, se ha objetivado que las
influencias en el hueso de la masa grasa y la no grasa
son similares’.

Nuestro estudio no confirma que haya un efecto di-
recto del tejido adiposo en el metabolismo 6seo a tra-
vés de la secrecion de adiponectina. Del mismo modo,
tampoco hemos mostrado relacién entre la citocina in-
flamatoria IL-18 y la ghrelina con la DMO, lo que
cuestiona su implicacién en la regulacién 6sea. Serdn
necesarios mds estudios en humanos para explicar el
posible papel regulador de estas hormonas y citocinas
en la homeostasis 6sea.
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