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“Una batalla sin peligro es un triunfo sin gloria”

Pierre Corneille
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Resumen

Castellano

La osteoporosis es una enfermedad 0sea asociada a la edad en la que se
producen desequilibrios en el recambio celular dseo, debilitando su
estructura y disminuyendo su resistencia, lo que aumenta el riesgo de

fractura por fragilidad.

Como han sugerido publicaciones anteriores, la dieta es uno de los
principales factores de riesgo modificables asociados al desarrollo de
enfermedades crénicas como la osteoporosis y su calidad ha disminuido

como consecuencia del proceso de globalizacion.

El principal objetivo de esta Tesis fue evaluar la asociacion entre la
calidad de la dieta y la alimentacion con la densidad mineral dsea y el
riesgo de fracturas osteopordticas en dos poblaciones mediterrdneas de
edad avanzada con alto riesgo cardiovascular y/o sindrome metabolico

procedentes de los estudios PREDIMED y PREDIMED-Plus.

Los resultados derivados del presente trabajo muestran que un mayor
consumo de aceite de oliva virgen extra se asocia prospectivamente con
un menor riesgo de fracturas por fragilidad, mientras que dietas con un
mayor indice glucémico, carga glucémica, potencial carga dcida renal y
produccion neta de acido enddgeno se asocian con una mayor
incidencia de fracturas en una poblaciéon mediterrdnea anciana con
elevado riesgo cardiovascular. Asimismo, la potencial carga acida renal,
la produccién neta de acido enddgeno y el indice de inflamacion de la

dieta se asociaron inversamente con la densidad mineral dsea en una
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poblacion mediterranea anciana con sobrepeso/obesidad y sindrome

metabdlico.

Asi, la principal conclusion de esta Tesis Doctoral es que una mejor
calidad de la alimentacion valorada con diferentes marcadores o
indices, se asocia con una mejor salud dsea determinada a través de la
densidad mineral dsea en una poblaciéon anciana mediterrdnea con
sobrepeso/obesidad y sindrome metabdlico, y a una disminucion del
riesgo de fracturas por fragilidad en una poblacion anciana

mediterranea con elevado riesgo cardiovascular.

Son necesarios mas estudios epidemioldgicos prospectivos y clinicos
que aumenten el grado de evidencia de la relacién causal entre la
calidad de la dieta y la salud 6sea, asi como mas estudios que nos
ayuden a comprender mejor los mecanismos que explican estas

asociaciones.
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Resum

Catala

L’osteoporosi €s una malaltia ossia associada a l'edat en la que es
produeixen desequilibris en el recanvi cel-lular ossi, debilitant la seva
estructura i resistencia, augmentant d’aquesta manera el risc de fractura

per fragilitat.

La qualitat dels aliments ha disminuint com a conseqiiencia del procés
de globalitzaci¢, i tal i com s’ha suggerit en publicacions previes, és un
dels principals factors de risc modificables del desenvolupament de

malalties croniques com I’osteoporosi.

El principal objectiu d’aquesta Tesi és el d’avaluar I’associacié que hi ha
entre la qualitat de la dieta i 'alimentacio i la densitat mineral ossia o el
risc de fractures osteoporotiques en dues poblacions mediterranies
d’edat avangada amb alt risc de malaltia cardiovascular i/o sindrome

metabolic procedents dels estudis PREDIMED i PREDIMED-Plus.

Els resultats derivats del present treball mostren que un major consum
d’oli d’oliva verge extra s’associa prospectivament amb un menor risc
de patir fractures per fragilitat, mentre que les dietes amb un major
index glucémic, carrega glucémica, potencial carrega acida renal i
produccio neta d’acid endogen s’associen a una incidencia superior de
fractures osteoporotiques en una poblacié mediterrania senior amb
elevat risc cardiovascular. Aixi mateix, la potencial carrega acida renal,
la produccié neta d’acid endogen i I'index d’inflamacié de la dieta,

també es va associar inversament amb la densitat mineral 0ssia en una
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poblacié mediterrania senior amb sobrepes/obesitat i sindrome

metabolic.

Aixi, la principal conclusié d’aquesta Tesi Doctoral és que, una millor
qualitat de l'alimentacié valorada amb diferents marcadors o index
s’associa amb una millor salut 0ssia determinada mitjangant la densitat
mineral ossia en una poblacié mediterrania d’edat avangada amb
sobrepes/obesitat i sindrome metabolica, aixi com a una disminucid del
risc de fractures per fragilitat en una poblacio senior, mediterrania i amb

elevat risc cardiovascular.

Es necessari que es duguin a terme més estudis epidemiologics
prospectius i clinics en el futur que augmentin el grau d’evidencia de la
relacié causal entre la qualitat de la dieta i la salut 0ssia, aixi com estudis
que ens ajudin a entendre els mecanismes que expliquen aquestes

associacions.
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Abstract

Inglés

Osteoporosis is an age-related chronic disease characterized by the
imbalance in bone turnover that damages bone structure and declines

bone resistance, increasing the risk of fragility fractures.

As previous publications have suggested, diet is one of the main
modifiable risk factors associated with the development of chronic
diseases like osteoporosis. Moreover, as a globalization result, diet
quality has shown a decrease in the last years, which increases the

potential harmful effect of this factor on health.

The main objective of this Doctoral Thesis was to evaluate the
association between food and diet quality with bone mineral density
and the risk of osteoporotic fractures in two older Mediterranean
populations at high cardiovascular risk and/or with metabolic

syndrome from the PREDIMED and PREDIMED-Plus studies.

The results of the present Thesis show that a higher consumption of
extra virgin olive oil is prospectively associated with a decreased risk of
fragility fracture, whereas diets with a higher glycemic index, glycemic
charge, potential renal acid load, and net endogenous acid production
were associated with an increased incidence of osteoporotic fractures in
an older Mediterranean population at high cardiovascular risk.
Additionally, the potential renal acid load, the net endogenous acid

production, and the inflammatory index of diet were inversely
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associated with the bone mineral density in an older Mediterranean

population with overweight/obesity and metabolic syndrome.

The main conclusion of this Doctoral Thesis is that better diet quality,
assessed through several indexes, is associated with better a bone health
estimated according to bone mineral density in an older Mediterranean
population with overweight/obesity and metabolic syndrome, and a
decreased risk of fragility fractures in an older Mediterranean

population at high cardiovascular risk.

However, further epidemiologic studies and clinical trials are needed to
increase the evidence of the causal relationship between diet quality and
bone health. Similarly, more studies should be conducted for a better
understanding of the plausible mechanisms that explain these

associations.
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Abreviaturas

AGEs Productos finales de glicacion avanzada

AGM Acidos grasos monoinsaturados

AGS Acidos grasos saturados

ANCOVA Andlisis de covarianza

ANOVA Andlisis de varianza

AOVE Aceite de oliva virgen extra

AVAC Afo de vida ajustado por calidad de vida

CAP Centro de atencion primaria

CFC Cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos

CG Carga glucémica

CGD Carga glucémica de la dieta

CKD-EPI Chronic  Kidney Disease  Epidemiology
Collaboration

COPD Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

COX2 Ciclooxigenasa 2

Ccv Cardiovascular

CYP27B1 25-hidroxivitamina D-1 alfa-hidroxilasa

DE Desviacién estandar

DietMed

Dieta Mediterranea
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DietMed + AOVE Dieta Mediterranea + aceite de oliva virgen extra

DietMed + FS Dieta Mediterranea + frutos secos

DMO Densidad mineral ésea

DT1 Diabetes tipo 1

DT2 Diabetes tipo 2

DXA Absorciometria con rayos X de doble energia
ECV Enfermedad cardiovascular

eGFR Tasa de filtracion glomerular

FD Diéfisis femoral

FGF23 Factor de crecimiento fibroblastico 23

FN Cuello del fémur

FOM Fracturas osteopordticas mayores

GH Hormona del crecimiento

HC Hidratos de carbono

HDL Lipoproteina de alta densidad

ICD-CM The International Classification of Diseases,

Clinical Modification
IG Indice glucémico
IGD Indice glucémico de la dieta

IGEF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina I
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IL-18 Interleucina 1B

IL-10 Interleucina 10

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

IMC Indice de masa corporal

ISRCTN International Standard Randomised Controlled
Trial Number

LDL Lipoproteina de baja densidad

LS Vértebras lumbares (desde L1 hasta L4)

M-DIS Indice de inflamacién de la dieta

MET Equivalente metabdlico

MMO Masa mineral 6sea

NEAP Produccion acida enddgena neta

OMS Organizacion mundial de la salud

orG Osteoprotegerina

PCR Proteina C reactiva

PRAL Potencial de carga 4cida renal

PREDIMED Prevencion con dieta Mediterranea

PREDIMED-Plus

RANKL

Prevencién con dieta Mediterranea Plus

Receptor sérico del ligando del factor nuclear

kappa B
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ROS

RR

SM

TF

TNFa

TR

UE

UVB

a7nAchR

Especies de oxigeno reactivas
Riesgo relativo

Sindrome metabdlico

Fémur total

Factor de necrosis tumoral alfa
Trocanter del fémur

Union Europea

Radiacion ultravioleta B

Receptor nicotinico alfa 7 de acetilcolina



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

TABLA DE CONTENIDOS

1 INTRODUCCION .ooovvvvvmmmmmnnsiiiiissisionsisssnsnnsssssssssssssss 1
1.1. Osteopenia, osteoporosis y fracturas.........cvcveveverereseenenenens 3
1.1.1. DefiniCiOn ....ccceeiviiiiiiiiiiiiiiiciccciccaes 3
1.1.2.  Prevalencia de la osteoporosis, incidencia de las fracturas

y morbimortalidad ..........ccoeiiiiiiiiiiiii 4
1.1.3.  Costes asociados a la 0steoporosis...........coceevvvererriererenennnes 8
1.1.4.  Fisiopatologia de la 0steOpOrosis .........cccovvueivivuiniiiinicnnes 10
1.2.  Factores de riesgo de la osteoporosis y las fracturas............ 13
121, X0ttt 13
122, Envejecimiento........ciiiiiiniiiiice 14
1.2.3.  Factores genéticos y antecedentes familiares................... 15
1.2.4.  Fracturas previas y caidas.........ccccoveueviniriicinniiincniennns 16
1.2.5. Farmacologia.......cccooeiviviiiininiiiiiiicciicccccces 17
1.2.6.  Diabetes......cccoiuiiiiiiiiiiiiiiiinc e 18
1.2.7.  SedentariSmo........ccccccevivieiiiiiniiiiiiiiccce 20
1.2.8.  Habitos toxicos: Tabaco y alcohol............ccooovreiniiiinnnes 21
1.29. AlmentaciOn........cccccoccuiciiiciiiiiiiinnes 22

1.3. Diagnostico de la osteoporosis y de las fracturas por

fragilidad......ocoviiininiinniniiiiiniiiiasessaene 24
IO SR 5 =1 72 4 1 ¥ =5 1 1 1o TP N 27
1.4.1. (@Y ol 1o JRTUTU PO RRRTPRRRR 27
1.4.2. VIamINA D oottt eeeeeeeenenees 29

1.4.3. ACtVIAA fISICA ..veviieeeieiieeeee ettt eseeaee e s 30



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

1.5. Aceite de oliva virgen extra e indicadores de calidad de la
dieta como determinantes de la osteoporosis y la incidencia de

fracturas en individuos mayores con un elevado riesgo

cardiovascular o sindrome metabolico...........ccoeuvuvuererirercrcncrcrcrcncnnes 33
1.5.1.  Aceite de oliva virgen extra .........c.cccoevuvvinninninninnnns 33
1.5.2.  Indicadores de calidad de la dieta ...........ccccoevvueueinennnee. 34

2.
3.

T R 5 61510 =15 £ 49
3.1.1.  Hipdtesis general..........ccooeiviviiiiiiniiiiiininiiiinicccen, 49
3.1.2.  Hipotesis eSpecificas .........cccovvrrerrvririicrnieiiiccceiee, 49

3.2, ODjJetivos...eeeeeiiiiiinscscnescsenssssssssssesens 50
3.2.1.  Objetivo general.........cccoviuiiniiiiiiniiiiiiinicnccens 50
3.2.2.  Objetivos eSpecificos.........cccevuvuviruiueiniriiiininiiciniicccens 50

4. MATERIALY METODOS wccvvcciciiinecevevvvvssssnnnssnniiinnneee, 53

4.1. Estudio PREDIMED (PREvencion con DIeta MEDiterranea)

........................................................................................................ 55
41.1.  Disefio y objetivo principal del estudio..........c.cccccuueeee. 55
4.1.2. Poblacion de estudio........coovveeeeiveeeieeiniieeeeieieeeeeieee e 56
4.1.3. Aleatorizacion e intervencion del estudio .......cooeeuveeenen. 58

4.14. Evaluacion antropométrica y cuestionarios generales... 59
41.5.  Muestras bioldgicas y determinaciones bioquimicas..... 60
41.6.  Evaluacion nutricional y dietética........ccccoeuvveveirunueinnnnee. 61

4.1.7.  Evaluacion de las fracturas osteoporoticas...................... 64



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

4.2.  Estudio PREDIMED-PIUS .........ccoceurururerererrtrirnnnenerenenssnnnenenens 66
42.1.  Disefio y objetivo principal del estudio..........ccccoceurvunneee. 66
422.  Poblacion de estudio........ccccoceviiiiiiniiininiiiniie, 67
423.  Aleatorizacion e intervencion del estudio ....................... 68

424.  Evaluacion antropométrica y cuestionarios generales... 70

425.  Muestras bioldgicas y determinaciones bioquimicas..... 71
4.2.6.  Evaluacién nutricional y dietética...........ccccceuvururuiurucncnnnne. 71
4.2.7.  Evaluacién de la densidad dsea ..........cccceuvururirucncnincnnnnee. 73

4.3. Poblacion de estudio y seleccion especifica de cada analisis

........................................................................................................ 75

4.4. Analisis estadiStiCoS.....cccevevrrerirenerincsenscsnnscsunsesnnsessssesnesessesnnns 77
5. RESULTADOS.....coooooeeeeeceeeneeenaneneninnnnnsenenanenseesssnensenessnsnessnnes 79
5.1.  Publicacion T .....eicnncnenscnnnninnncsnccssnsssncsssscssscsssscsssscssnes 81
5.1.  Publicacion 2........icvncsuncnniinrienniinscencsesscsnsesesscsssscssenes 92
5.2.  Publicacion 3.........ninncsncnncnnncsnscsnsesssesseessssessenees 104
5.3.  PublicaciOn 4 .........einiiinenininnenenncsnnscsssscssssessssssssssssssssssees 118
6. DISCUSION .o, 135
6.1. Discusion General..........ecrnerncrnncnncsnnesnsescsessesessenens 137
6.2. Limitaciones y fortalezas ..........neivernriensnnncncsesenninens 144
7. CONCLUSIONES ....ccccooooceseeieenueeneeineennesnaeseesaeeseesnessaesncsnes 147

8. PERSPECTIVAS GILOBALES Y DE FUTURO.................. 151



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

9. REFERENCIAS ....ococoeeeeeeeineenneennenenineiineieennensnennensueneesneenenne 157

10, APENDICES ...iooieisiieieisesessessnsssssnsssssssssssnssssssnssssssassssassssnsassass 181

10.1. Contribuciones cieNtifiCas ....cccevveeeeerrrereeesssveecsssneeeesssanenees 183

10.1.1. Publicaciones propias resultado de la presente Tesis

DOCtOTal ... 183
10.1.2.  Otras publicaciones realizadas durante la Tesis Doctoral.

.............................................................................................. 185

10.2. Participacion en proyectos de investigacion................... 191
10.3. Participacion en congresos nacionales e internacionales ...

.................................................................................................. 192

10.3.1. Congresos internacionales ...........c.ccocoeveveveinininiineenenne, 192

10.3.2.  Congresos nacionales............cccceeeiiviniieninininieiieeeeines 193



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

Lista de figuras

Figura 1. Prevalencia de osteoporosis en adultos mayores de 50 afios en
ambos sexos en Francia, Reino Unido, Alemania, Italia, Espafia y Suiza

en 2015.

Figura 2. Incidencia de fracturas por fragilidad (en miles) por sexos y
principales areas anatomicas afectadas en el conjunto de seis paises
europeos (Francia, Reino Unido, Alemania, Italia, Espafa y Suiza) en

2017.

Figura 3. Conexion entre los procesos metabdlicos, la alimentacion, los

indicadores de calidad dietéticos y la salud dsea.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

Lista de tablas

Tabla 1. Umbrales de T-score para osteopenia y osteoporosis segun la

OMS



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

1L.INTRODUCCION



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

INTRODUCCION

1.1. Osteopenia, osteoporosis y fracturas
1.1.1. Definicion

La osteopenia y la osteoporosis son enfermedades 6seas relacionadas
con la edad que se caracterizan por un desequilibrio en el recambio de
las células dseas en el que se produce un aumento de la degradacion de
la matriz 6sea y deformaciones trabeculares que debilitan su estructura
y disminuyen su resistencia. Ello aumenta el riesgo de fractura por
fragilidad o fractura osteoporotica a consecuencia del estrés o por
impactos de baja intensidad que en condiciones normales serian

perfectamente absorbidos por su estructura.

La osteopenia es un estado inicial o previo a la osteoporosis, es
reversible y se denomina clinicamente como estado de baja
mineralizacion dsea. La osteoporosis, sin embargo, es un estado cronico
en el que la micro-arquitectura del tejido dseo estd irremediablemente
deteriorada, volviéndose mas porosa y disminuyendo drasticamente su
masa mineral ésea (MMO) y su densidad mineral ésea (DMO)'2 Ni la
osteopenia ni la osteoporosis son sintomaticas para el individuo, por lo

que se consideran como enfermedades silenciosas®.

Las fracturas dseas son la complicacion mas importante de la
osteoporosis. Principalmente se producen en las areas vertebrales y
pélvica, y provocan un aumento de la mortalidad, la discapacidad y de

los costos sanitarios.
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1.1.2. Prevalencia de la osteoporosis, incidencia de las

fracturas y morbimortalidad
Prevalencia

La poblacion mundial esta envejeciendo. En el ano 2019, 295 millones
de ciudadanos europeos superaban los 50 afos de edad® y en las
proximas décadas estos nimeros se incrementaran, lo que supondra un
riesgo para el aumento de la prevalencia de osteoporosis y de la

incidencia de fracturas osteoporoéticas o por fragilidad.

En general, la osteoporosis se desarrolla con mayor frecuencia en
mujeres que en hombres. En todo el mundo, mas de 200 millones de
mujeres sufren osteoporosis y, en Europa, se calcula que 22 millones de
mujeres y 5.5 millones de hombres tienen esta enfermedad, afectando al
22.1%y 6.6% de mujeres y hombres de 50 afios 0 mas, respectivamente®.
En un estudio con datos de prevalencia de seis paises europeos, se
observd que 20 millones de personas sufrian osteoporosis, 15.8 millones
mujeres y 4.2 millones hombres, lo que supone cuatro veces mas
mujeres con osteoporosis que hombres, y una prevalencia media del

22.5% en las mujeres y del 6.8% en los hombres! (Figura 1).

En Espana, la prevalencia de osteoporosis se encuentra en torno a esas
cifras, siendo del 22.5% en mujeres y el 6.8% en hombres. Esto supone
que hay casi 2.2 millones de mujeres y 600 mil hombres con osteoporosis

en nuestro pais’.
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Figura 1. Prevalencia de osteoporosis en adultos mayores de 50 afios en
ambos sexos en Francia, Reino Unido, Alemania, Italia, Espafia y Suiza

en 2015. Datos modificados de Borgstrom, F. et al.!

Incidencia

Las fracturas 0seas tienen una incidencia con distribuciéon bimodal y se
ven afectadas de forma considerable con el incremento de la edad. En la
adolescencia, se producen con mayor frecuencia como consecuencia de
traumatismos, mientras que en la vejez se producen principalmente a
una pérdida de DMO en los huesos, siendo su origen osteoporotico. Las
fracturas por fragilidad representan un riesgo para la salud de las
personas de 50 afios o0 mds y, de la misma manera que ocurre con la
prevalencia, las mujeres sufren casi el doble de fracturas que los

hombres.
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Cada afio, se producen mas de 9 millones de fracturas en el mundo
resultado de la osteoporosis’. En 2017, se produjeron un total de 2.7
millones de fracturas por fragilidad en el conjunto de tan solo seis paises
europeos (Espana, Francia, Alemania, Reino Unido, Suiza e Italia)'. Su
incidencia varia segin el drea anatdmica, produciéndose el mayor
impacto en las zonas anatdmicas de la cadera (19.6%), la espina dorsal o
vertebral (15.5%) y el himero proximal (17.9%) (Figura 2). La suma de
fracturas de estas tres areas se describe con el término “fracturas
osteopordticas mayores” (FOM), que suponen mas del 50% de las
fracturas por fragilidad®.
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Figura 2. Incidencia de fracturas por fragilidad (en miles) por sexos y
principales areas anatomicas afectadas en el conjunto de seis paises
europeos (Francia, Reino Unido, Alemania, Italia, Espafia y Suiza) en

2017. Datos modificados de Borgstrom, F. et al.!
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En nuestro pais, cada afio se producen unas 330.000 nuevas fracturas
por fragilidad, 40.000 —45.000 de ellas son fracturas de cadera®. Para los
proximos diez anos, se calcula que se producira en nuestro pais un
aumento aproximado del 30% en las fracturas como consecuencia
directa del envejecimiento de nuestra poblacion''®. El “lifetime risk”
(término referido al riesgo de sufrir una fractura a lo largo de la vida)
varia en funcidén del sexo y el drea anatomica afectada. En adultos
mayores de 50 anos, el 9.8% de las mujeres y el 8.5% de los hombres
estan en riesgo de sufrir una fractura de cadera y, de la misma manera,
el 7.0% y el 6.1% lo estan de sufrir una fractura vertebral. Si se considera
el conjunto de las FOMs a los 50 afios, el riesgo de sufrir una fractura es
del orden del 20% para las mujeres y del 18% para los hombres en

nuestro pais’!12,

Morbimortalidad

La pérdida de DMO vy las fracturas por fragilidad aumentan
marcadamente con la edad y se asocian con una mayor mortalidad
prematura. Las fracturas por fragilidad son un proceso clinico grave
consecuencia directa de la osteoporosis que producen un impacto
emocional, social y médico importante. Varios estudios han descrito una
mortalidad prematura tras una fractura por fragilidad'>'#4, pero no todas
las dreas anatomicas se asocian de la misma manera. Las fracturas de
antebrazo o las vertebrales incrementan el riesgo de sufrir una segunda
fractura por fragilidad. Sin embargo, hay cierta controversia sobre su

potencial efecto sobre el riesgo de mortalidad prematura.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

Calidad de la alimentacion y salud 6sea

Las fracturas de cadera son el evento mas estudiado, con consecuencias
mas graves sobre el estilo de vida del paciente y aumentando el riesgo
de mortalidad prematura’>'. Un 20% de los pacientes que sufren una
fractura de cadera fallecen en el afio siguiente y menos de la mitad de
los supervivientes recuperan la funcionalidad previa al evento?!”!%. No
estd claro cudl es la causa por la que se produce este aumento de
mortalidad a largo plazo y posiblemente esta relacionado con la edad,
el tratamiento, la inmovilidad y las morbilidades asociadas previas. Asi
mismo, los hombres muestran una mayor tasa de mortalidad y de
comorbilidades’®?, siendo las mas frecuentes la demencia, las
enfermedades cardiovasculares, el cancer, la insuficiencia renal o la

malnutricion?0.

La morbilidad producida por las fracturas varia segun el tipo y la
localizacién de la misma. En las fracturas vertebrales, la morbilidad
aumenta con el numero de fracturas provocando dolor, pérdida de
altura y cifosis, dificultad en la realizacién de actividades cotidianas e
incluso pudiendo producir trastornos respiratorios y gastrointestinales.
En el caso de las fracturas de cadera, existe con frecuencia un periodo

de inmovilidad que implica una morbimortalidad afiadida'.

1.1.3. Costes asociados a la osteoporosis

Los costes de la osteoporosis en la Unién Europea (UE) en 2010 se
estimaron en 37 billones de euros siendo los tratamientos de las
fracturas incidentes el 66% de ese gasto's. Las fracturas por fragilidad

suponen un coste a la sanidad publica y a la sociedad que difiere segin
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el drea donde se ha producido la fractura, la gravedad de la misma y la
necesidad de hospitalizacion. Las estancias hospitalarias de larga
duraciéon afectan negativamente al coste sanitario y a la salud del

paciente.

En Europa, los costes sanitarios asociados a las fracturas difirieren
sustancialmente entre paises y dreas anatomicas afectadas. Las fracturas
de cadera son las que mayores costes producen en todos los paises
debido a su mayor gravedad y tiempo de hospitalizacion requerido,
mientras que las fracturas distales del antebrazo son las que menor coste
suponen. En cifras, una fractura de cadera implica en el primer afio una
media de 13.816 euros, mientras que las fracturas vertebrales y de
antebrazo tienen un coste medio sustancialmente menor (3.380 y 989

euros, respectivamente)®.

En Espania, el coste asociado a una fractura (ya sea de cadera, vertebral
o de antebrazo) es menor al de la media europea (9.421 euros, 2.349
euros y 1.076 euros, respectivamente) sin embargo, en el gasto total es
superior a los otros paises indicados (1.372 millones de euros), asi como
en el gasto debido a la incapacidad a largo plazo asociada (1.055

millones de euros)'s.

Respecto a la carga sanitaria asociada, medida en forma de afios de vida
ajustados por calidad de vida (AVAC), se calculé que en Europa se
perdieron 1.2 millones de AVACs, siendo esta pérdida del doble en
mujeres que en hombres y suponiendo un gasto para los paises de la UE
de 60.4 billones de euros. En nuestro pais, se perdieron un total de 70.806

AVACs en el ano 2010 como consecuencia de las fracturas por
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fragilidad, lo que comportd un gasto sanitario estimado de 6.1 billones

de euross.

1.1.4. Fisiopatologia de la osteoporosis

El hueso esta compuesto por materia inorganica mineral (50 — 70%),
matriz organica, agua y lipidos. El contenido mineral es
mayoritariamente hidroxiapatita [Cai0(POs)s(OH)2] con trazas de otros
compuestos como magnesio y fosfato. El mineral dseo da rigidez
mecdnica y resistencia al hueso, mientras que la matriz organica

proporciona elasticidad y flexibilidad?!.

A nivel estructural, hay dos secciones o6seas diferenciadas: el hueso
cortical y el hueso trabecular. El hueso cortical representa
aproximadamente el 80% de todo el esqueleto. Es una estructura densa
y s6lida que rodea a la médula. El hueso trabecular es una red de placas
y varillas intercaladas que rellenan la médula 6sea?. Ambas partes del
hueso estan formadas por unidades funcionales llamadas osteonas (las
osteonas corticales también son llamadas sistemas de Havers) que, a su
vez, estan compuestas por una matriz dsea (principalmente de colageno

tipo I) y tres tipos de células con diferentes funciones 2':

- Osteoclastos. Células multinucleares cuya funcion es reabsorber
hueso.

- Osteoblastos. Células con la capacidad de sintetizar matriz dsea.

- Osteocitos. Osteoblastos diferenciados de apoyo a la estructura
y el metabolismo 6seo que favorecen y regulan el intercambio de

minerales.

10
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El modelado 6seo es el proceso de crecimiento dseo con el que los
huesos modifican su forma a consecuencia de influencias fisiologicas
y/o fuerzas mecanicas®. La remodelacion dsea es un ciclo complejo en
el que el hueso se renueva para mantener su resistencia y homeostasis.
Durante el remodelado dseo, se producen cuatro fases secuenciales
(activacion, reabsorcion, reversion y formacion) en las que se produce
una eliminacion continua de hueso viejo que se reemplaza por matriz
recién sintetizada y mineralizada de hueso nuevo?. En la activacion, se
reclutan precursores de osteoclastos mononucleares que se fusionan
formando preosteoclastos multinucleados que, a su vez, se unen a la
matriz Osea y generan zonas de sellado alrededor de los
compartimentos de reabsorcion Osea debajo de los osteoclastos
multinucleados?'. La fase de reabsorcion requiere de 2 a 4 semanas y se
completa cuando los osteoclastos multinucleados se someten al proceso
de apoptosis y se rellenan las cavidades de varios tipos de células
mononucleares que comienzan la formacion del hueso nuevo?. La fase
de formacion necesita de 4 a 6 meses. Los osteoblastos sintetizan nueva
matriz organica de coldgeno y regulan la mineralizacion de la matriz.
Segun avanza el proceso, aproximadamente el 50-70% de los
osteoblastos experimentan apoptosis y el resto se convierten en

osteocitos o células del revestimiento dseo?.

El pico de MMO se alcanza en la tercera década de vida para,
posteriormente, disminuir de forma constante?*?>. A medida que uno
envejece, los huesos tienden a aumentar su didmetro (incremento del
proceso de formacién Osea en la superficie peridstica) y su espacio

medular (incremento del proceso de resorcion en la superficie

11
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enddstica). La tasa de pérdida de MMO es similar en ambos sexos, pero

tras la menopausia se produce un fuerte incremento en las mujeres?.

12
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1.2. Factores de riesgo de la osteoporosis y las

fracturas

La etiologia de la osteoporosis es multifactorial. Son varios los factores
de riesgo relacionados con la disminucién de la DMO vy el riesgo de
fractura por fragilidad como las fracturas previas, los antecedentes
familiares de fractura de cadera, la edad, el indice de masa corporal
(IMC) inferior a 20 kg/m? el tratamiento con ciertos medicamentos
como los glucocorticoides y ciertos trastornos relacionados con la
conducta alimentaria, la malnutriciéon y la malabsorcion crénicos. No
obstante, el estilo de vida y los factores ambientales también juegan un
papel importante en el desarrollo de la osteoporosis?. En los siguientes
apartados se exponen los principales factores de riesgo relacionados con

el desarrollo de la osteoporosis y las fracturas por fragilidad.

1.2.1. Sexo

La osteoporosis es tres veces mas comun entre las mujeres que entre los

hombres. Esto es debido a dos causas:

- Un pico de MMO menor y mas prematuro al inicio de la edad
adulta.

- Cambios hormonales durante la menopausia.

La regulaciéon de estrogenos y androgenos es la base del desarrollo y
maduracion del esqueleto adulto hasta la fusion epifisaria,
generalmente al final de la segunda década de la vida?. Los estrogenos

tienen un rol clave en la obtencion maxima de MMO y en su

13
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mantenimiento durante la edad adulta. Atentian la osteoclastogénesis y
estimulan la apoptosis de los osteoclastos. Su disminucion abrupta en
la menopausia es uno de los factores mas determinantes a la hora de
desarrollar osteoporosis y esta estrechamente asociado con el aumento
de la resorcion 6sea osteoclastica>?. Los niveles bajos de estrégenos en
la postmenopausia estimulan la produccion de citocinas osteoclasticas
que activan la via metabdlica RANK y promueven la activacion de los
osteoclastos. De forma paralela, prolonga su vida 1til, acelerando, como

consecuencia, la pérdida de hueso trabecular?.

emas, con el envejecimiento, se produce un mayor aumento de la
Ad 1 t d y to de 1
porosidad cortical y un adelgazamiento de esta region, lo que

disminuye la resistencia 6sea.

1.2.2. Envejecimiento

La prevalencia de la osteoporosis va en aumento paralelo al progresivo
envejecimiento de la poblacion. Por cada década, se incrementa un 6-
7%, indiferentemente del drea anatémica afectada y del sexo* La
maduracion dsea se produce durante la tercera década de vida.
Fisiologicamente, la MMO incrementa su contenido hasta el pico
maximo (pico de MMO) a esta edad, razén por la cual en los estudios
de densitometria se utiliza a los adultos jovenes como referencia para
calcular el T-score. Tras el periodo de maduracién dsea, la MMO
comienza a perder progresivamente consistencia y aumenta su
porosidad, de forma lenta al inicio y de forma mas acusada en la

postmenopausia de las mujeres y a partir de los 60 afios de vida en los

14
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varones?*?5, De la misma manera, la DMO se mantiene constante
durante la edad adulta hasta los 50 afios en las mujeres y los 65 afios en
los hombres, momento que empieza su declive pronunciado? También
aumenta la probabilidad de desarrollar multiples condiciones crénicas
que favorecen el desarrollo de osteoporosis, afectando de forma
significativa a la funcionalidad y la calidad de vida del individuo. De
forma general, no solo disminuye la MMO y la DMO, sino que se
produce un deterioro del sistema musculo-esquelético que afecta a la
cantidad y calidad de masa muscular y a la generacion de fuerza, lo que
también favorece el desarrollo de osteoporosis aumentando la

discapacidad y la mortalidad asociada®3'.

1.2.3. Factores genéticos y antecedentes familiares

La osteoporosis es una enfermedad comun con un fuerte componente
genético. Se estima que entre el 50 y el 85% de la variabilidad en el pico
de MMO estd determinado genéticamente e, igualmente, existe un
componente hereditario de la pérdida de DMO debida a la edad.
Estudios en familias y gemelos han demostrado una gran relacion entre
la herencia genética y varios determinantes del riesgo de fracturas como
la DMO total del hueso, su geometria y el recambio 6seo®. En las
mujeres, otros factores de riesgo como la menopausia vinculados con la

osteoporosis también parecen estar determinados genéticamente?.

En el caso de las fracturas, la influencia de la genética es mas dificil de
establecer ya que a medida que aumenta la edad, su importancia se

reduce al entrar en juego factores medioambientales como las caidas, la
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alimentacion o la farmacologia®. Varios estudios han relacionado una
historia de fracturas por fragilidad en familiares de primer grado
(principalmente en la madre) con un mayor riesgo de fractura de cadera
independiente de la DMO®*-¥ aunque no afecta por igual a ambos
sexos®. Esta predisposicion seguramente sea consecuencia de factores
genéticos que condicionan el recambio Oseo, la geometria del hueso u
otros determinantes no esqueléticos relacionados con la cognicién y el

control neuromuscular que intervienen en el riesgo de caida®.

Hay otros determinantes genéticos que también pueden actuar
secundariamente sobre otros factores de riesgo de la osteoporosis como
la fuerza muscular o los niveles de hormonas calciotrépicas que
indiscutiblemente son de vital importancia en el mantenimiento de la

DMO y en los procesos asociados a la pérdida de MMO?.

1.2.4. Fracturas previas y caidas

Las fracturas por fragilidad son consecuencia de traumatismos menores
como caidas leves o por estrés y aplastamiento, sin que haya indicios
previos de otra enfermedad que no sea la osteoporosis. El riesgo de
sufrir otra fractura por fragilidad tras la primera es mayor durante el
primer ano. Asi, independientemente del sexo, son varios los estudios
prospectivos que han informado de un mayor riesgo (en ocasiones de
mas del doble) de una segunda fractura independientemente de dénde

se haya producido la primera3-42,

Las caidas son la causa mas comun de las fracturas por fragilidad. El

riesgo anual de caida es de un 33% en los hombres mayores y aumenta
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del 20 al 50% en mujeres de los 35 a los 85 afos*. Aunque no se pueden
descartar terceras causas asociadas a accidentes o eventos ambientales,
hasta la mitad de las caidas en personas mayores se producen por
anomalias de la marcha, disminuciones en la sensibilidad y percepcion
de las extremidades inferiores, pérdida de vision o pérdida de reflejos.
Elriesgo de caidas aumenta con la edad y se correlaciona con numerosas
otras comorbilidades*#. La toma de ciertos medicamentos para
trastornos neuroldgicos, cardiopatias, depresion o deterioro de la
funcién cognitiva también favorecen su consecucién*#’. Por otro lado,
apenas el 5% de las caidas finalizan con una fractura. Factores como la
orientacion (hacia detrds, hacia delante o hacia un lado), la energia
potencial de la persona cayendo, la cantidad de tejido blando que
recubre el hueso y el estado de la DMO del hueso pueden ser claves en

la consecucion o no de la fractura®.

1.2.5. Farmacologia

Determinados farmacos se asocian con un incremento del riesgo de
fracturas y desarrollo de la osteoporosis. Los medicamentos hipnoticos,
antidepresivos y sedantes se han asociado con un mayor riesgo de
caida?#. Los glucocorticoides, farmacos moduladores de la respuesta
inflamatoria y utilizados para el tratamiento de multiples patologias,
han demostrado tener un efecto negativo sobre los osteoblastos
(inhibiendo su reclutamiento, disminuyendo su actividad e induciendo
su apoptosis) favoreciendo la osteoclastogenesis®. Su uso aumenta el

riesgo de fractura un 30 — 50% en comparacion con personas que no los
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utilizan®. Otros farmacos como las heparinas, los tiazidicos, los
inhibidores de la bomba de protones, los antiretrovirales, la insulina o
los anticonceptivos pueden contribuir a aumentar el riesgo de

desarrollar osteoporosis en escenarios concretos®!%2.

1.2.6. Diabetes

La diabetes es un factor de riesgo no modificable. Independientemente
del tipo, es un trastorno metabdlico crénico en el que o el pancreas no
es capaz de secretar insulina adecuadamente o el organismo es incapaz
de hacer un uso adecuado de la misma, produciéndose una resistencia
a la insulina que conduce a unos niveles constantes elevados de glucosa
en sangre, también llamado hiperglucemia. Este hecho se ha asociado
con otros trastornos metabolicos como el estrés oxidativo, la inflamacion
o las alteraciones en el metabolismo lipidico®. A nivel global, en el afio
2019 se estimaba que 463 millones de personas de entre 20 y 79 afos
sufrian de diabetes. Para el afo 2045, se espera que la cifra aumente

hasta los 700 millones de personas, el 90% con diabetes tipo 2 (DT2)%.

Muchos estudios han demostrado que la diabetes, controlada o no, tiene
un impacto negativo en el riesgo de fracturas, aunque hay resultados
contradictorios sobre su impacto en la DMO?. El aumento del riesgo de
fractura no es el mismo entre pacientes con diferente tipo de diabetes.
La evidencia cientifica hasta ahora parece mostrar que hay un aumento
de la DMO en pacientes con DT2, mientras que en los pacientes con

diabetes tipo 1 (DT1) se produce una disminucién. En ninguno de los
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casos se produce de forma tan significativa como para que se explique

el aumento del riesgo de fractura.

Las concentraciones elevadas de glucosa en sangre pueden afectar a la
salud dsea por diferentes medios®*. La hiperglucemia reduce la
actividad de los osteoblastos, inhibe los genes implicados en su
diferenciacién y maduracion® e induce acidosis, favoreciendo la
resorcion 6sea®. Ademds, también puede inducir hipocalcemia y
poliuria®, aumentando la excrecion de calcio a través de la orina e
interfiriendo con los receptores de la hormona paratiroidea y la

vitamina D%.

Mas alld de la asociacion entre el metabolismo de la glucosa y el
metabolismo 6seo, los pacientes diabéticos presentan una serie de
caracteristicas que los puede hacer mas propensos a desarrollar
osteoporosis o alterar su micro-arquitectura dsea y aumentar el riesgo
de fractura®. Los pacientes con complicaciones asociadas a la diabetes
tienen mds probabilidades de recibir cierta medicaciéon, como
antiepilépticos o insulina, asociada a un mayor riesgo de fractura®-.
Los antiepilépticos son inductores de las enzimas del citocromo P450
que interactian con el metabolismo de la vitamina D. Sus efectos
negativos sobre el metabolismo dsea y la disminucion de la DMO®
pueden favorecer y potenciar los bajos niveles de vitamina D ya
tipicamente presentes en estos pacientes®®. Por otro lado, algunas
enfermedades concomitantes relacionadas con la diabetes, como la
pancreatitis, estan fuertemente asociadas con un mayor riesgo de
fracturas®. La obesidad, otra comorbilidad asociada con la DT2,

muestra una relaciéon mas ambigua®. Varios estudios concluyen que los
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depdsitos de grasa entorno a la cadera podrian ejercer un efecto
protector frente a las caidas, disminuyendo el riesgo de fractura®, sin
embargo, la obesidad abdominal estd asociada con la resistencia a la
insulina e inflamacidn, procesos que favorecen la resorcion dsea por
medio de la activacion de la via de sefalizacion NF-kB®%-70. Otras
complicaciones como la neuropatia, la retinopatia y los episodios de
hipoglucemia o hipotension derivados de la medicacion hacen mas
propensas a estas personas de sufrir caidas y aumentan su riesgo de

fractura®.

1.2.7. Sedentarismo

El sedentarismo o el comportamiento sedentario se define como una
actividad de vigilia que requiere un gasto de energia menor o
equivalente a 1.5 METs mientras se estd sentado o acostado”. Es uno de
los comportamientos mas relacionados con las personas de edad
avanzada. La ausencia de estimulos mecanicos promueven la resorcion
0sea y favorecen la pérdida de MMO, lo que convierten a este
comportamiento como uno de los principales factores de riesgo de
osteoporosis y fracturas en personas de edad avanzada®. Ademas, la
inactividad también produce una pérdida de masa y fuerza muscular,
lo que a su vez puede implicar problemas en la movilidad que

favorezcan las caidasd.
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1.2.8. Habitos toxicos: Tabaco y alcohol

El tabaco y el alcohol son unos de los factores de riesgo relacionados con
el estilo de vida que mas se asocian con multiples patologias,
incluyendo una menor DMO”7 y un mayor riesgo de fractura,
independiente del sexo’7. Fumar puede alterar el proceso de
regeneracion y de consolidacion o6sea”. La nicotina, que se asocia
inversamente con la DMO?, es capaz de estimular la diferenciacion de
osteoclastos a través de los receptores a7/nAchR, reguladores la via
metabolica RANKL/OPG y del proceso de osteoclastogénesis™®. A
nivel hormonal, fumar produce efectos negativos sobre las glandulas
suprarrenales disminuyendo la produccion de estrégenos y
favoreciendo una menopausia prematura®. Por otro lado, el tabaco
contiene una gran cantidad de compuestos oxidativos que aumentan la
liberacion de radicales libres y favorecen la resorcion dsea, siendo esta
otra posible via que favorece la disminucion de la DMO y el desarrollo

de osteoporosis en los fumadores®.

El consumo de alcohol muestra una asociacion no lineal con el riesgo de
fractura”. Consumos elevados perjudican el metabolismo de las
proteinas y del calcio, producen problemas de movilidad y de vision,
afectan negativamente a la funcion gonadal y producen un efecto tdxico
sobre los osteoblastos”. También puede producir cambios en la
morfologia de los osteocitos y favorecer el ntimero de células
apoptoticas, asi como disminuir las concentraciones de leptina y de la
hormona paratiroidea, reducir la osteogénesis y aumentar la
adipogénesis en la médula 6sea”™®, todo ello factores que alteran el
normal funcionamiento del metabolismo dseo y favorecen los procesos
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fisiopatoldgicos de la osteoporosis. Sin embargo, el consumo moderado
de alcohol no parece tener efectos negativos significativos sobre el
metabolismo dseo y no hay una asociacion consistente entre el consumo
de alcohol con un aumento del riesgo de fractura o de reduccion de la

DMO765,

1.2.9. Alimentacion

De forma general, la dieta es uno de los factores de riesgo modificables
mas importantes en el desarrollo y mantenimiento de la MMO y DMO.
La adherencia a ciertos patrones dietéticos se ha asociado con
variaciones de DMO#®#. Por ejemplo, la dieta mediterranea (DietMed),
que se caracteriza por una alta ingesta de frutas, verduras, frutos secos
y aceite de oliva, se ha relacionado con un menor riesgo de fracturas de
cadera®®, mientras que alimentaciones basadas en un estilo de vida
occidental (en inglés “Western Diet”), ricas en carnes rojas, grasas
saturadas, alimentos procesados, bebidas azucaradas y pocas frutas,
verduras y alimentos integrales parece asociarse de forma negativa al

correcto metabolismo dseo®.

También hay nutrientes especificos que pueden ser determinantes para
los procesos 6seos. Los principales para mantener una buena salud 6sea
son el calcio, el fosforo, la vitamina D y las proteinas, que se incorporan
al colageno de la matriz orgénica del hueso y participan en los procesos
de mineralizacidn claves en la formacién de MMO. La ingesta deficiente
de alguno de ellos se ha definido como un factor de riesgo nutricional

frecuente en pacientes con osteoporosis?. Otros elementos como trazas
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de otros minerales, oligoelementos u otras vitaminas también pueden

tener una funcidn esencial pero menos conocida en los procesos dseos®.
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1.3. Diagnostico de la osteoporosis y de las fracturas

por fragilidad

El diagnoéstico y la evaluacion clinica de la osteoporosis se realiza
principalmente a partir de la medicion la DMO segun la definicion
actual de osteoporosis acordada por consenso internacional® 2. Existen
diferentes métodos objetivos para valorar el estado del contenido dseo:
ultrasonidos cuantitativos, tomografia computarizada, radiografias,
imagen de resonancia magnética... sin embargo, los métodos mas
utilizados en el dia a dia en la préctica clinica son la revision del historial
de fracturas por fragilidad en las principales dreas anatomicas y el
resultado de la evaluacion de la DMO por absorciometria con rayos X
de doble energia (DXA), siendo esta tltima técnica la considerada “gold
standard” para el diagndstico de la osteoporosis®. El DXA permite
discriminar diferentes estructuras y compartimentos en el organismo®.
La modalidad mas habitual es la densitometria dsea axial en la columna
lumbar y la cadera, aunque también se puede realizar en cuerpo
completo a fin de conseguir una DMO general. La mediciéon de la DMO
es importante porque facilita la prognosis (riesgo de fractura), el
diagnostico de osteoporosis, la toma de decisiones terapéuticas, asi

como la monitorizacion de la respuesta al tratamiento®>°.

Para evaluar si una persona tiene osteoporosis, se compara su DMO con
la de un adulto joven sano y se calcula una puntuacion T (T-score). E1 T-
score mide en desviaciones estandar (DE) el grado de desmineralizacién
que sufre un paciente considerando que una puntuacién de 0 equivale

a tener la misma salud 6sea que un adulto joven y cuantas mas DE
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negativas se alejen del 0, menor DMO tiene el individuo. La OMS ha
establecido unos estandares para definir la aparicion de osteopenia u
osteoporosis a partir de las T-score obtenidas por DXA en la espina
lumbar o en la cadera, siendo la mas utilizada esta ultima area®-10
(Tabla 1). A pesar de haber cierta discusion, se utilizan los mismos
puntos de corte tanto en mujeres como en hombres debido a que el
riesgo de fracturas en la cadera o en las vértebras son similares en ambos

sexos para la misma DMO?1%1,

Tabla 1. Umbrales de T-score para osteopenia y osteoporosis segun la

OMS*
Nivel Umbral
Normal >-1DE
DMO Baja (Osteopenia) -1a-25DE
Osteoporosis <-25DE

Abreviaturas: DMO, densidad mineral ésea; DE, desviacién estandar.

La determinacion de los sitios anatémicos y las circunstancias en las que
se produce una fractura como consecuencia de la osteoporosis es un
tema de controvertido desde hace tiempo. No existe una evidencia
robusta que permita definir con claridad los lugares anatémicos en los
que una fractura sea resultado directo de la osteoporosis, lo que dificulta
su determinacién con precision. No obstante, parece haber un cierto
consenso al considerar como fracturas presumiblemente relacionadas
con las osteoporosis las que se han producido en el cuello del hueso

femoral, en las vértebras y en el radio distal, siendo poco probable
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aquellas que son consideradas fracturas abiertas del hiumero proximal,

fracturas cerradas del craneo y fracturas de los huesos faciales!02-1%,

En el dmbito de la investigacion, se utilizan otros métodos en el
diagndstico y establecimiento de la osteoporosis. Ademas de los
métodos convencionales utilizados en la practica clinica ya explicados,
también se utilizan biomarcadores especificos del turnover 6seo como el
calcio, la fosfatasa alcalina dsea, el 1,25-dihydroxycholecalcifero, la
osteocalcina en suero, o el calcio, el cortisol y la concentracién de

proteinas en orina?.
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1.4. Tratamiento

La osteoporosis es una enfermedad cronica silenciosa. En muchos casos,
los pacientes no son conscientes de estar desarrollando la patologia
hasta el momento en que se produce la fractura. Por ello, los
tratamientos suelen estar dirigidos a evitar que el dafio aumente, es
decir, a que se produzcan mas fracturas tras la primera porque el
desarrollo de la enfermedad no estuvo monitorizado hasta este
momento. Por ello, se puede hablar de una divisién en los tipos de
tratamiento: preventivo que se engloba dentro de la prevencion
primaria (incluiria la alimentacién, cambios en el estilo de vida,
suplementacion preventiva...), tratamiento precoz que esta dentro de la
prevencion secundaria (tratamiento farmacologico) y tratamiento de
rehabilitacion ubicado en la prevencion terciaria (tratamiento
quirargico). Dado el enfoque de esta Tesis, nos centraremos

principalmente en la prevencion primaria.

1.4.1. Calcio

El calcio es un mineral clave para el esqueleto y los dientes donde se
encuentra almacenado en casi su totalidad en forma de hidroxiapatita
de calcio. El calcio es fundamental en muchas funciones fisioldgicas. Su
papel es estructural y proporciona rigidez al esqueleto, forma parte de
la contraccién muscular y elasticidad de los tejidos, y actiia en los
potenciales de acciéon nerviosos'®. El hueso funciona como un
reservorio de calcio y otros nutrientes inorganicos'””. Se absorbe tanto

en el duodeno con un transportador activo, como en el intestino distal
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por transporte pasivo. Los niveles de calcio se regulan por medio de la
hormona paratiroidea, la vitamina D y la calcitonina Como una
consecuencia mas del envejecimiento, su absorcion se ve disminuida,
por lo que gana importancia su ingesta con la edad. Las
recomendaciones dietéticas de las principales guias alimentarias
recomiendan que los adultos menores de 51 afos realicen una ingesta
diaria de 1000 mg de calcio independientemente del sexo, aumentando
hasta 1200 mg para las mujeres entre 51 y 71 afios e incrementandose
nuevamente hasta 1300 mg en adultos mayores de 71 afos,
independientemente del sexo!”!%, Cuando la ingesta y/o la absorcién
de calcio es insuficiente para satisfacer los requisitos fisioldgicos, se
produce una reabsorcion de calcio desde el esqueleto para mantener su
homeostasis sanguinea, lo que produce una reduccion de la MMO
comportando primero una osteopenia y, posteriormente si no se
rectifica, el desarrollo de osteoporosis y el aumento del riesgo de

fractura, lo que supone un factor de riesgo identificable de osteoporosis.

La suplementacion con calcio se recomienda cuando la ingesta dietética
puede ser insuficiente y tras tratar de llegar a las recomendaciones
diarias a través de una dieta bien equilibrada. Hay cierta controversia
sobre la utilidad de la suplementacion frente la osteoporosis y sus
consecuencias. Varios ensayos clinicos prospectivos aleatorizados han
demostrado la valia de la suplementacion diaria de calcio y vitamina D
para mejorar la DMO en mujeres postmenopdusicas'® y personas
ancianas'%" mientras que otros ensayos han arrojado resultados
contradictorios con respecto a si reducen o no el riesgo de fracturas por

fragilidad'>-114,
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Las principales fuentes dietéticas de calcio son los productos lacteos,
algunas verduras como el brocoli y la col rizada, y algunos alimentos
tipicamente enriquecidos como los zumos, los cereales y algunos
granos. Respecto a la suplementacion, las presentaciones mas comunes
son en forma de carbonato de calcio y citrato de calcio!* siendo la tltima

forma la que mayor biodisponibilidad proporciona'®.

1.4.2. Vitamina D

La vitamina D se puede obtener a partir de la alimentaciéon y que
también se produce en la piel al exponerse al sol. A pesar de ello, su
deficiencia es comun entre la poblacién'’®. La radiacion ultravioleta B
(UVB) convierte el 7-deshidrocolesterol de la piel en previtamina D que
se isomeriza por accion del calor y se convierte en vitamina D. Se
metaboliza en el higado y en los rifiones se convierte en su forma
bioldgicamente activa (1,25-dihidroxivitamina D) por accién de la
enzima 25-hidroxivitamina D-1 alfa-hidroxilasa (CYP27B1) que a su vez
estd regulada por los niveles de la hormona paratiroides, calcio y
fésforo'”. Su presencia es necesaria para mantener la homeostasis del
calcio y fosforo sérico (aumenta su absorcion intestinal y favorece la
reabsorcidon de calcio en los rifiones) y la salud musculoesquelética.
Varias asociaciones y guias alimentarias recomiendan una ingesta de
600 Ul diarios durante la edad adulta y 800 UI diarios durante la
vejez!®%18,  Su déficit en adultos produce alteraciones en la

mineralizacién de la matriz del colageno, disminuyendo el soporte

29



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

Calidad de la alimentacion y salud 6sea

estructural y aumentando el riesgo de fractura ademas de producir

debilidad y dolor muscular!.

La produccién cutdnea de vitamina D puede verse afectada por varios
factores. La melanina absorbe la radiacion UVB e impide la conversion
del 7-deshidrocolesterol en vitamina D, por lo que personas con pieles
mas oscuras requieren una mayor exposicion al sol para producir los
mismos niveles de vitamina D que personas con pieles mds claras. Lo
mismo ocurre con la crema de proteccion solar. Otro factor es la estacion
del afio. En invierno, la luz solar es mas oblicua y la capa de ozono
reduce la radiacién UVB. De la misma manera, al amanecer, al
anochecer y ubicaciones en latitudes superiores a los 37° se requiere

mayor tiempo de exposicion!?’.

Las principales fuentes dietéticas de vitamina D son los pescados grasos
como el salmon, la caballa, las sardinas y los alimentos enriquecidos con
vitamina D como algunas leches, zumos, panes y cereales. Los
suplementos también son una fuente importante que se pueden
encontrar con y sin receta médica en concentraciones muy variables

(desde 1.000 UI hasta 50.000 Ul, estos ultimos solo con recete médica).

1.4.3. Actividad fisica

La actividad fisica es un término general que incluye toda actividad
fisica realizada en el tiempo libre, ya sea en forma de ejercicio o deporte,
las actividades de la vida diaria, las tareas domésticas y el trabajo'. El
ejercicio fisico es fundamental en la prevencion de diversas patologias

relacionadas con la edad como las enfermedades metabdlicas y las ECV
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y el cdncer'”?? y proporciona beneficios preventivos para la salud,
especialmente en la prevencion y el tratamiento de la osteoporosis!?12,
Con el envejecimiento, se produce una disminucién del rendimiento
fisico que produce pérdidas de fuerza muscular, coordinacion y
equilibrio, aumentando el riesgo de caidas'?* y las consecuencias
asociadas a las mismas, es decir, mayor riesgo de fracturas,
discapacidad residual, dolor crénico y pérdida de la independencia con
consecuencias transcendentales a nivel social, econémico y de salud

publica'®.

Varios meta-andlisis han concluido que la actividad fisica puede
beneficiar la geometria, la estructura, la microarquitectura y la
resistencia del hueso en ambos sexos'?-1?. Largos periodos de
inmovilizacion pueden producir pérdidas importantes de DMO
favoreciendo el proceso de reabsorcion dsea mientras que la actividad
fisica ayuda a estimular el crecimiento 6seo y a mantener la MMO'.
Esto es debido a que el sistema musculoesquelético necesita de la
actividad fisica como estimulo para mantener y desarrollar los huesos y
prevenir la atrofia muscular. Estudios clinicos con mujeres osteopénicas
han demostrado un incremento significativo en la DMO de la médula
espinal (DXA L1-L4, grupo intervencion +0.7% versus -2.3% grupo
control) y una menor disminucion significativa en la DMO de cadera
tras 26 meses de realizando un total de 4 sesiones de ejercicio por
semana (incluia sesiones de fuerza, pliometria, resistencia y flexibilidad)
(DXA, grupo intervencion -0.3% versus -1.7% grupo control)'®. Los

resultados se mantuvieron a los 36 meses de intervencion'! y, tras 16

31



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

Calidad de la alimentacion y salud 6sea

anos de seguimiento, observaron un menor riesgo de fractura (Tasa de

riesgo: 0.51, IC 95%: 0.23, 0.97).

En cuanto a las recomendaciones, no parece existir una pauta tinica ni
una actividad significativa que mejore la prevencion de fracturas, caidas
y de la pérdida de DMO. Ejercicios aerdbicos con peso de intensidad
media — alta (por ejemplo, caminar rdpido, subir escaleras o trotar),
entrenamiento de resistencia progresiva e intensidad alta (por ejemplo,
levantamiento de pesas) y ejercicio de impacto (por ejemplo, saltar o
correr) parecen mejorar la DMO, el equilibrio y la fuerza asi como

ayudar a mantener la musculatura!?-12,
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1.5. Aceite de oliva virgen extra e indicadores de
calidad de la dieta como determinantes de la
osteoporosis y la incidencia de fracturas en
individuos mayores con un elevado riesgo

cardiovascular o sindrome metabolico.

Esta Tesis se focaliza en la asociacion entre la calidad de la dieta, de
forma general con tres indices de calidad de ésta, y/o el consumo de
aceite de oliva virgen extra (AOVE) como un alimento clave de la
DietMed rico en acidos grasos saludables, con la pérdida de DMO y el
riesgo de fractura como consecuencia de la osteoporosis. Por ello, en los

siguientes apartados se profundizara en estos topicos.

1.5.1. Aceite de oliva virgen extra

El AOVE es un componente clave de la DietMed, de los mas estudiados
y el que mas se ha relacionado con efectos beneficiosos sobre la salud’®.
Es la principal fuente de grasa vegetal utilizada en las regiones en torno
a la cuenca del Mediterrdneo para cocinar y alifiar los platos, por lo que
se puede considerar un marcador de la calidad de los acidos grasos de
la dieta dado su elevado consumo en detrimento de otras grasas. Varios
estudios experimentales han correlacionado positivamente su consumo
con mayores niveles de osteocalcina circulante y una mejor DMO en
diferentes poblaciones!?*-1%. Este alimento se produce mediante presion
mecanica de aceitunas maduras para obtener su jugo y estd compuesto
esencialmente de acidos grasos monoinsaturados (AGM). Dos estudios,

uno en poblacién griega y otro en poblacion espafiola, asociaron un
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consumo mayor de AGM con mayor DMO y menor riesgo de fracturas
por fragilidad!®!¥. Otro realizado en mujeres encontr6é que un patrén
alimentario con un mayor consumo de pescado y aceite de oliva y
menor de carnes rojas (y derivados) se asociaba positivamente con
mayor DMO y MMO?#. También es un alimento rico en vitamina E,
polifenoles (especialmente flavonoides) y otros compuestos bioactivos
(como escualeno, tocoferoles...)!®. In vitro y con modelos animales se
han obtenido resultados positivos respecto a la funcidén beneficiosa de
los polifenoles méas abundantes del AOVE (oleuropeina, tirosol e
hidroxitirosol) con la formacion y el mantenimiento del hueso a través
de la modulacion de la diferenciacion y funcion de las células dseas!™-
141 Sin embargo, en humanos, se ha observado que el consumo de un
extracto de oleuropeina durante un afio mejora los niveles de

osteocalcina y ayuda a estabilizar la DMO de la columna lumbar?®.

1.5.2. Indicadores de calidad de la dieta

La calidad de la dieta se ha mostrado como uno de los principales
factores riesgo modificables en el desarrollo de enfermedades crénicas.
Ya se han relacionado varios grupos de alimentos y patrones dietéticos
con el metabolismo dseo y el riesgo de fractura®>®, lo que aporta
evidencia a la importancia que tiene la dieta. La calidad de los alimentos
implica directamente a su composicién nutricional donde, a pesar de
que la denominacién de los micro y macronutrientes es general para

todos, sus propiedades pueden variar segun los subtipos de cada uno
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de estos nutrientes, asi como sus efectos en el organismo y el

metabolismo 6seo.

1.5.2.1.  Indice glucémico (IG) y carga glucémica (CG)

El concepto de indice glucémico (IG) fue desarrollado por Jenkins y
colaboradores'* como una forma de medir la calidad de los hidratos de
carbono (HC) en relacion a la disponibilidad de glucosa tras la ingesta
de un alimento. Posteriormente, se defini6 la carga glucémica (CG)
como un indicador general de respuesta de la glucosa y la demanda de
insulina inducida por la raciéon de un alimento multiplicando su IG por
su contenido de HC en esa racién'®. A este respecto, hay estudios que
demuestran que las dietas con un IG y CG elevados producen un
aumento significativo de las concentraciones de glucosa e insulina 414,
mientras que, opuestamente, las dietas de IG bajo atentian el aumento
de glucosa en sangre '“. Estas ultimas, ademas, también se han asociado
con un perfil inflamatorio y oxidativo mas saludable y una hemoglobina

glucosilada mas baja'#-14,

Otros estudios han asociado estos indices de calidad de los HC con el
desarrollo de enfermedades cronicas'®. Un meta-analisis que evalud 37
estudios observacionales longitudinales encontré que dietas con valores
de IG y CG elevados aumentaban el riesgo de desarrollar DT2 [IG
Riesgo relativo (RR): 1.40, 95% CI: 1.23, 1.59; CG RR: 1.27, 95% IC: 1.12,
1.45], algunos tipos de cancer (cancer de pulmon, IG RR: 1.08, 95% IC:
1.02, 1.16) y las enfermedades cardiovasculares (IG RR: 1.25, 95% IC:

1.00, 1.56)'%. Los autores concluyeron que, dado que las asociaciones de
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mayor magnitud se produjeron con el IG, una eleccion adecuada de
alimentos de bajo IG puede ser igual de efectiva a la de los alimentos
integrales o elevados en fibra en la prevencion de enfermedades
crénicas. Otro estudio realizado dentro del propio ensayo PREDIMED
reportd que los participantes cuyas dietas tenian un mayor IG y CG
presentaban mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico (SM) y

obesidad abdomial'®.

1.5.2.2.  Potencial carga acida renal (PRAL) y Produccion neta
de acido endégeno (NEAP)

La potencial carga acida renal (PRAL) y la produccion neta de acido
enddgeno (NEAP) son modelos tedricos disefiados para medir la carga
acido-base de una dieta y estimar la excrecién neta de acido renal a
partir de la ingesta dietética de ciertos nutrientes!>1%2, Un estado de
acidosis metabdlica leve sostenido en el tiempo podria funcionar como
mediador en la liberacion de calcio de la matriz 6sea y estimular la
reabsorcion, debilitando la estructura dsea e incrementando el riesgo de
fractura’>1. Algunos estudios han relacionado este desequilibrio del
sistema acido-base con cambios en la DMO™+%, El hueso podria
funcionar como un sistema tampoén mas del organismo neutralizando la
carga acida resultante de la alimentacidén, produciendo un efecto
perjudicial en su composicion y porosidad'™!%. Bajo esta consigna,
dietas con un importante contenido de alimentos de origen animal como
el queso, la carne y el pescado, producirian una gran cantidad de
precursores acidos que contribuirian al desarrollo de la osteoporosis e

incrementarian el riesgo de fractura por fragilidad. Sin embargo,
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alimentaciones basadas en frutas y verduras favorecerian la produccion
de precursores alcalinos/basicos que podrian prevenir potencialmente
la pérdida de mineral dseo como consecuencia al desequilibrio del
pH'S. Estos procesos, ademds, podrian verse potenciados por otras
comorbilidades asociadas a la osteoporosis, como la diabetes, que
favorecen este estado de acidosis metabdlica cronico o a cambios
fisiologicos asociados a la edad como la alteracion de la funcion renal,
resultando en una aceleracion aun mayor del proceso de

desmineralizacion!®.

Varios estudios han observado este efecto. En un analisis transversal
realizado en el estudio NHANES con 1.218 hombres mayores de 60
anos, la dieta con PRAL elevado se asocié con una DMO en la cadera
mas baja (p = 0.02)'%. En otro estudio con 4.672 ancianos holandeses, la
NEAP se asocio6 inversamente con la integridad del hueso trabecular (4:
-0.04, 95% IC: -0.07, -0.01) pero no con la DMO (4 -0.02, 95% IC: -0.05,
0.01) ' y en el estudio EPIC, en un andlisis con 8.188 mujeres y 6.375
hombres de 40 a 79 afios, encontraron que los valores de PRAL mas altos
se asociaban con una menor atenuacion ultrasénica de banda ancha
(BUA) del calcaneo (f por desviacion estandar: -0.49, 95% IC: -0.80, -
0.18) en las mujeres, considerando los autores que la magnitud de la
asociacion no era lo suficientemente grande como para compararla con

otros factores de riesgo tipicos como el tabaco o la edad'>®

Aun asi, no deja de existir cierta controversia en la literatura, ya que
varios estudios observacionales y meta-analisis cuestionan que la carga

acida de la alimentacion realmente tenga un efecto suficiente sobre el
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metabolismo dseo, abriendo el debate sobre los beneficios o perjuicios

que se puedan obtener modificando la alimentacion!60-1¢2,

1.5.2.3. Indice de inflamacion de la dieta modificado (M-DIS)

El M-DIS es una herramienta validada para estimar el potencial
inflamatorio de la dieta entre diferentes poblaciones disefiada a partir
de 45 parametros alimentarios (nutrientes y alimentos) que se han
relacionado previamente con 6 biomarcadores inflamatorios
especificos: la proteina C reactiva (PCR), el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) y las interleucinas 1B (IL-1P), 4 (IL-4), 6 (IL-6) y 10 (IL-10)'.
Como puntuacién global, valores elevados de M-DIS se han asociado
significativamente ~ con  varios  biomarcadores  inflamatorios
(principalmente con la PCR y TNFa) y con un mayor riesgo de
alteraciones metabdlicas y enfermedades cronicas como la obesidad, la

DT2 y las ECV16-167,

De forma individual, algunos de los nutrientes y alimentos que forman
parte del M-DIS, como los HC y los 4cidos grasos saturados (AGS),
también se han asociado con un mayor riesgo de desarrollar
osteoporosis y sufrir fracturas por fragilidad. Se sabe que pueden
mantener activas de forma crénica algunas vias pro-inflamatorias que

benefician los procesos de osteoclastogénesis y resorcidon dsea168-170,

Respecto a la salud dsea, son varios los estudios que han informado de
asociaciones positivas entre una puntuaciéon elevada en el M-DIS
relacionando una dieta con tendencia pro-inflamatoria con un mayor

riesgo de fracturas por fragilidad o menor DMO en varias areas dseas!”!-

38



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

INTRODUCCION

174, En dos estudios con poblacién coreana se asocié un mayor M-DIS
con baja DMO en el fémur” y con mayor riesgo de sufrir
osteoporosis'’4. En otro estudio con poblacion americana, también se
observd una relacion inversa entre el M-DIS y varias dreas de DMO y
un aumento significativo de fracturas'”> mientras que en un meta-
andlisis reciente encontraron una asociacion inversa entre M-DIS y la
DMO de la espina lumbar (OR: 0.990, IC 95%: 0.984, 0.995) y de cadera
total (OR: 0.995, IC 95%: 0.990, 0.999), pero no asi en el cuello del fémur
(OR: 0.998; IC 95%: 0.994, 1.002). De la misma manera, también
observaron un mayor riesgo de osteoporosis y fracturas por

fragilidad'”.
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La osteoporosis es un problema de salud publica y una de las
enfermedades asociadas al envejecimiento que mayor impacto tiene
sobre la salud con un importante coste sanitario para los sistemas de
salud nacionales. Es una enfermedad silenciosa que, como consecuencia
del envejecimiento y los cambios en el estilo de vida, asi como por los
cambios en la calidad de la alimentacion de que se estan produciendo
en la poblacion occidental, aumentara su incidencia y costes asociados
de forma paralela. Se asocia a una mayor morbi-mortalidad y se sabe
que su consecuencia mas directa, las fracturas por fragilidad, reducen la
calidad y esperanza de vida de aquellas personas que las han sufrido,
ademas de aumentar el riesgo de que se produzcan fracturas en aquellas
personas que aun no las han sufrido y desconocen que padecen de

osteoporosis.

Por ello, se hace importante abordar no solo socialmente sino también
cientificamente este tema como punto de partida en prevencion para
generar nuevas estrategias efectivas que incrementen la implicacion de
la poblacién en su salud y descargue de esta manera al sistema sanitario

asistencial.

Existe una base importante de evidencia cientifica que destaca la
importancia que tienen ciertos nutrientes, alimentos y patrones
dietéticos en el riesgo de desarrollar osteoporosis y sufrir fracturas. El
consumo de acidos grasos saturados, carnes rojas o el seguimiento de
patrones dietéticos alejados de un estilo tradicional ricos en alimentos
grasos, bajos en fibras y llenos de azucares de facil asimilacién siendo

estos alimentos de baja calidad, no solo favorecen la aparicion de la
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osteoporosis inhibiendo los procesos de formacion dsea, sino que
también se relacionan con otras enfermedades cronicas comunes en las
ultimas décadas como la DT2 o las ECV. También hay evidencia de que
el seguimiento de otros patrones dietéticos saludables, como la
DietMed, se asocian con una mejor salud 6sea. Sin embargo, atn es
incierto qué alimentos son claves en la prevencion de la pérdida de
DMO e incidencia de fracturas osteoporoticas como el aceite de oliva o
los alimentos con menor IG de los que practicamente son inexistentes
los estudios en humanos que los asocien con el metabolismo 6seo. Hay
que destacar que, en el casi imparable proceso de occidentalizacion de
la dieta (es decir, el abandono del consumo de alimentos de cercania
tradicionales de una regiéon que, no solo suponen un beneficio para la
salud, sino que permiten mantener un sistema social mas saneado
ecoldgica y econdomicamente hablando), la calidad de los alimentos ha
ido disminuyendo en un proceso global de ahorro de costes e
incremento de beneficios que no van en consonancia con el
mantenimiento de la salud de la poblacién. Por lo tanto, este campo
debe ser investigado con mayor profundidad para desarrollar
recomendaciones dietéticas basadas en evidencias cientificas que
permitan educar a la poblacién y les facilite una mejor eleccion de los

alimentos que consumen.

No obstante, mas alla de alimentos propios que puedan ser clave para
una poblacién determinada con un beneficio marginal para el resto, el
mundo cientifico se centra cada vez mas en buscar formas de evaluar la
calidad de las dietas como un conjunto desde un punto de vista

holistico. Aunque hay bastantes estudios que evidencian la asociacién
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entre determinados patrones dietéticos y la osteoporosis, los estudios
que evaltian la calidad de la dieta como un computo indiferentemente
de los alimentos que la forman es escasa. Por ello, aunque estudios
previos asocian el PRAL/NEAP/M-DIS con las osteoporosis y las
fracturas en otras poblaciones, faltan investigaciones que evalden la
calidad de la dieta y de los HC como nutriente principal y mas
abundante de nuestra alimentacion dentro de un contexto mediterraneo

con un patron dietético bastante conservado.

Por lo tanto, considerando la presencia de lagunas en el conocimiento
actual, los hallazgos logrados con la presente Tesis Doctoral pueden
servir para abrir nuevas vias de investigacion que nos ayuden a
vislumbrar el papel potencial que tienen determinados factores
dietéticos modificables sobre la pérdida de DMO e incidencia de

fracturas por fragilidad.
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3.1. Hipotesis

3.1.1. Hipotesis general

En dos poblaciones mediterraneas incluyendo ambos sexos y edad

avanzada, con elevado riesgo de ECV y/o sindrome metabdlico, la

calidad de la dieta, valorandola con diferentes scores, se asocia con

cambios en el metabolismo 6seo que modifican el contenido mineral

6seo y facilitan o retrasan la produccion de fracturas consecuentes a la

osteoporosis.

3.1.2. Hipotesis especificas

Un mayor consumo de AOVE, alimento rico polifenoles y eje de
la DietMed, se relaciona con un menor riesgo de padecer
fracturas relacionadas con la osteoporosis.

Una peor calidad de los hidratos de carbono de la dieta y su
disponibilidad mas rdpida en forma de glucosa tras su ingesta
se asocia con el aumento del riesgo de fracturas relacionadas con
la osteoporosis.

La dieta como elemento que altera el equilibrio &cido-base
sanguineo se relaciona con alteraciones en la DMO vy facilita la
produccién de fracturas dseas relacionadas con la osteoporosis.
Una dieta con mayor contenido de elementos proinflamatorios

se asocia con una menor DMO.
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Objetivos

3.2.1. Objetivo general

El principal objetivo de esta Tesis fue evaluar la asociacion que tiene la

calidad de la dieta y la alimentacion sobre la DMO vy el riesgo de

fracturas como consecuencia de la osteoporosis en dos poblaciones

mediterraneas de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular y/o

sindrome metabdlico procedentes de los estudios PREDIMED vy

PREDIMED-Plus.

3.2.2. Objetivos especificos

Examinar la asociacion entre la cantidad de aceite de oliva total
y sus variedades (AOVE y aceite de oliva comun) con el riesgo
de fracturas relacionadas con la osteoporosis en una poblacion
Mediterrdnea de edad avanzada con elevado riesgo
cardiovascular.

Explorar la asociaciéon entre el IGD y la CGD con el riesgo de
fracturas de origen osteopordtico en wuna poblacion
Mediterrdnea de edad avanzada con elevado riesgo
cardiovascular.

Determinar si hay alguna asociacion entre el PRAL y el NEAP
con las fracturas osteoporoticas en una poblacion Mediterranea
de edad avanzada con elevado riesgo cardiovascular.

Evaluar si el PRAL y el NEAP se relacionan con la DMO en otro
analisis independiente realizado en una poblacion mediterranea

senior con sobrepeso/obesidad y sindrome metabdlico.
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e Analizar la asociacion entre el score M-DIS y la DMO en una
poblacion mediterrdnea senior con sobrepeso/obesidad y

sindrome metabdlico.
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MATERIAL Y METODOS

Esta Tesis Doctoral se ha realizado dentro del contexto de dos grandes
cohortes en poblacion espafola: el estudio PREDIMED vy el estudio
PREDIMED-Plus. A lo largo de esta seccion se describiran el disefio de
los estudios, asi como las caracteristicas de los participantes, las
intervenciones realizadas, los cuestionarios utilizados en la obtencién

de los datos y las principales variables utilizadas para esta Tesis.

41. Estudio PREDIMED (PREvencion con Dleta
MEDiterranea)

4.1.1. Disenho y objetivo principal del estudio

El estudio PREDIMED es un ensayo clinico multicéntrico aleatorizado
en paralelo con dos grupos experimentales y un grupo control realizado

en once centros de reclutamiento en Espana.

El principal objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la dieta
Mediterranea (DietMed) en la prevencion primaria de enfermedades
cardiovasculares (ECV) considerando como variable principal la
combinacidon de infarto de miocardio, accidente vascular cerebral y

muerte cardiovascular por cualquiera de estas causas.

Los objetivos secundarios del estudio asumian valorar los efectos de los
cambios nutricionales y dietéticos dentro de un contexto de dieta
Mediterranea en la incidencia de otros eventos clinicos de interés como
la muerte por cualquier tipo de causa, el infarto de miocardio, el
desarrollo de la diabetes, la demencia y otros tipos de enfermedades

neurodegenerativas o de diferentes tipos de cancer y otros eventos o
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factores de riesgo relacionados con estas patologias como las
alteraciones en la presion arterial, el perfil lipidico, la glucosa en ayunas,
los biomarcadores de inflamacion y otros factores emergentes de riesgo

cardiovascular.

Tanto el protocolo como el disefio, los objetivos y la metodologia del
estudio PREDIMED'® ya se han descrito previamente y mas
informacion sobre el mismo se puede encontrar en su pagina web:

http://www.predimed.es. El protocolo se redactdé teniendo en

consideracion la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por los comités
éticos al que estan adheridos cada uno de los centros reclutadores. Asi
mismo, el estudio se registrd en el Registro “International Standard
Randomised Controlled Trial Number” (ISRCTN) con el numero
ISRCTN3573963, siendo accesible desde la péagina web

http://www.isrctn.com.

4.1.2. Poblacion de estudio

Los participantes del estudio eran mujeres de 60 — 80 afios y hombres de
55 - 80 anos sin ECV previa reclutados entre octubre del 2003 y julio del
2009 en Centros de Atencion Primaria (CAP) asociados a los diferentes
centros reclutadores de Espana. Para poder participar en el estudio,
cada participante debia presentar al menos una de las dos siguientes

condiciones:

- Diabetes tipo 2 diagnosticada.
- Presentar tres o mas de los siguientes factores de riesgo

metabdlico:
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Ser fumador activo (> 1 cigarrillo o equivalente al dia
durante el altimo mes).

Presentar hipertension (presion arterial sistolica > 140
mm Hg y/o presion arterial diastolica > 90 mm Hg y/o
estar medicado con antihipertensivos).

Presentar niveles de colesterol LDL > 160 mg/dl y/o estar
medicado para ello.

Presentar niveles de colesterol HDL <50 mg/dl en el caso
de las mujeres o < 40 mg/dl en el caso de los hombres.
Tener un IMC > 25 kg/m?2.

Tener antecedentes familiares de enfermedad coronaria
precoz (definida como infarto de miocardio, angina de
pecho o muerte subita antes de los 65 afios en mujeres y

de los 55 afnos en hombres familiares de primer grado).

Los principales criterios de exclusion del estudio fueron:

- Tener un IMC > 40 kg/m?.

- Tener antecedentes previos documentados de ECV (incluyendo

enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular o enfermedad

arterial periférica).

- Condiciones médicas crénicas severas que interfieran con la

participacion en un estudio de intervencion nutricional como la

presencia de una enfermedad digestiva grave, alergia a los

frutos secos o el aceite de oliva, una enfermedad endocrina

distinta de la diabetes, una alteracién psiquiatrica grave, una

enfermedad maligna avanzada o similares.
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- Cualquier otra condiciéon médica que limite la supervivencia del
participante a menos de cinco anos.

- Tener una adiccion al alcohol o algtin tipo de droga.

- Imposibilidad de seguir la intervencién por motivos religiosos o

problemas en la deglucién y el masticado de alimentos.

4.1.3. Aleatorizacion e intervencion del estudio

Del total de 8713 candidatos, se aleatorizaron un total de 7447
participantes en una tasa de 1:1:1 a uno de los tres grupos de
intervencion: 1) DietMed suplementada con aceite de oliva virgen extra
(AOVE) (DietMed + AOVE); 2) DietMed suplementada con frutos secos
(DietMed + FS); 3) dieta baja en grasas segtn las recomendaciones de la

American Heart Association (Grupo control).

Los participantes que fueron incluidos en alguno de los grupos de
DietMed, recibieron una educaciéon nutricional intensiva basada en
recomendaciones sobre DietMed y con la utilizacion de un cuestionario
de 14 puntos de adherencia a la DietMed. Ambos grupos se les permitio
la ingesta de grasas dietéticas ad libitum siempre y cuando fueran
procedentes del aceite de oliva, los frutos secos y del pescado. Ademas,
el grupo DietMed + AOVE recibié un litro de AOVE por semana
mientras que al grupo DietMed + FS se le proporciond una mezcla de
frutos secos (nueces, almendras y avellanas) para consumir 30 g al dia.
Los participantes del Grupo control tUnicamente recibid
recomendaciones para seguir una dieta baja en grasa segun las

recomendaciones del “Third Report of the National Cholesterol Education
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Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel I1I)”, centradas
principalmente en la disminucion de la ingesta de grasa total,

independientemente de su origen.

La educacion nutricional de los tres grupos fue realizada por los
dietistas/nutricionistas del PREDIMED en sesiones grupales de refuerzo
dentro de cada grupo de intervencion en las que se incidia en las
recomendaciones especificas para cada grupo de intervencion y
proporcionaban material escrito, como planes dietéticos semanales y

ejemplos de recetas.

4.1.4. Evaluacion antropométrica y cuestionarios generales

En la visita basal y, posteriormente, en visitas de seguimiento anuales
mientras duro el estudio, los participantes eran citados a sus respectivos
CAP para la recogida de datos sobre el estilo de vida, las condiciones
médicas actuales del momento y la medicacién en uso por el equipo de
dietistas/nutricionistas y enfermeria. De la misma manera, también se

recogieron muestras bioldgicas.

Para la medicion de datos antropométricos y la determinacion de la

presion arterial se procedi6 de la siguiente manera:

- El peso (en kg) y la altura (en m) se midi6 con los participantes
en ropa interior y descalzos utilizando basculas calibradas (con
una precision de 100 g) y tallimetros calibrados. El IMC (en

kg/m?) se calculd utilizando estas dos medidas.
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- El perimetro de la cintura se midi6 en el punto intermedio ente
la dltima costilla y la cresta iliaca utilizando cintas métricas
rigidas.

- La presion arterial se determino utilizando tensiometros
validados (Omron HEM705CP; Hoofddorp, Holanda) por
triplicado en intervalos de cinco minutos entre medida y se

registro el valor medio de las tres medidas.

Los datos relacionados con la condicion médica del participante y su
medicacion se recogieron en un Cuaderno de Recogida de Datos en el
que también se recogieron sus datos socio-demograficos y el habito de
fumar. La actividad fisica se evalud con la versiéon validada para
poblacion espafiola del cuestionario “The Minnesota Leisure-Time

Physical Activity”'””.

4.1.5. Muestras biologicas y determinaciones bioquimicas

Al inicio del estudio y en los afios de seguimiento 1, 3, 5y 7 o en la visita
final del seguimiento, el equipo de enfermeria recogié y procesd
muestras sanguineas en ayunas y muestras de orina. También se realiz6
un hemograma completo, las mediciones bioquimicas de rutina y un

analisis de orina en el CAP de forma anual.

Con las muestras de plasma y suero, se realizaron determinaciones
bioquimicas béasicas como la glucosa en ayunas, las concentraciones
séricas de triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
acido urico, creatinina y urea en sangre. Con las muestras de orina se

obtuvieron las concentraciones de albumina y creatinina urinaria.
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Se calcul¢ la tasa de filtracion glomerular (eGFR) en mL/(min x 1.73 m?)
utilizando las medidas de creatinina en suero utilizando la ecuacion

CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)!7s.

4.1.6. Evaluacion nutricional y dietética

La ingesta dietética y nutricional se estimé a partir de cuestionarios
validados de frecuencia de consumo de alimentos (CFC) con 137
alimentos!. Estos datos eran recogidos por el equipo de nutricionistas
entrenados para tal fin en una entrevista cara a cara con cada uno de los
participantes desde la visita basal hasta el final de la intervencion, de
forma anual. La ingesta diaria de cada alimento se calculd
transformando su frecuencia de consumo reportada a ingesta por dia de
cada uno de ellos y multiplicindolo posteriormente por el peso de la
porcion de cada alimento. El cdlculo de consumo energético y de
macronutrientes y micronutrientes se estim6 multiplicando cada item
alimentario por su composicion nutricional de acuerdo con las Tablas
de Composicion Nutricional de Alimentos espariolas'®*'®!. Finalmente,
para el cdlculo y valoracion del grado de adherencia a la DietMed se

utilizo un cuestionario validado de 14 items?!#2.

Para la realizacion de la siguiente Tesis, se calcularon diferentes indices
nutricionales. A continuacion, se especifica como se calcul6 cada una de

ellos:
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41.6.1. Indice Glucémico (IG) y Carga Glucémica (CG)

El IG de cada alimento se obtuvo de unas tablas de valores de IGy CG
internacionales que utilizan la glucosa como escala de referencia®>. Para
aquellos alimentos que no estaban disponibles en estas tablas, se utiliz
la media de otros alimentos del CFC de cardcter similar que si estaban

presentes en estas tablas.

La CG total (CGD) de cada comida se determind multiplicando el total
de hidratos de carbono especificos de una raciéon del alimento, el
numero total de porciones consumidas al dia y su IG especifico. Asi
mismo, el IG total (IGD) se calculd dividiendo la CGD por la ingesta
total de carbohidratos disponibles y multiplicando el resultado por
1003150, La reproducibilidad y la validez relativa de estos valores se
evaluo utilizando correlaciones intraclase siendo 0.321 y 0.244 con un P
< 0.001 para el IGD, respectivamente, y 0.846 y 0.525 con un P < 0.001
para la CGD, respectivamente. Aunque el coeficiente de la validez
relativa obtenida para el IGD fue bajo, los resultados son similares a los

que se observaron en otros estudios'.

4.1.6.2.  Potencial carga acida renal (PRAL) y Produccion neta
de acido endégeno (NEAP)

Tanto el PRAL como el NEAP son modelos tedricos basados en la
ingesta de determinados nutrientes. E1 PRAL es un algoritmo definido
por Remer y Manz'®! para predecir la excreciéon dcida neta renal
considerando el contenido de proteinas y determinados minerales de

los alimentos, sus tasas de absorcion intestinal, el metabolismo del
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azufre y la excrecion urinaria de acidos organicos. Los valores negativos
del PRAL son un indicativo de un desequilibrio dietético que tiende a
producir sales alcalinas, mientras que valores positivos indicarian un
desequilibrio en la dieta con tendencia a producir una mayor carga
acida.

mEq . ]
PRAL (W) = (0.49 x g proteina al dia)

+ (0.037 x mg fosforo al dia)

— (0.021 x mg potasio al dia)

— (0.013 x mg calcio al dia)

— (0.026 x mg magnesio al dia)
Por otro lado, el NEAP dietético es un algoritmo desarrollado por
Frassetto y colaboradores!>? que supone un reflejo de la cantidad total
de acido excretada a nivel renal y que tiende a ser mayor cuando la
concentracion de aniones excede a la de cationes durante la filtracién
renal’®*. A diferencia de PRAL, los valores del NEAP son siempre
positivos. Valores mds pequefios se relacionarian con dietas con
tendencia alcalina mientras que valores mas elevados se asocian con

dietas con tendencia mas acida.

mE roteina al dia
q)=54.5x(gp : :

NEAP (—
dia mEq potasio al dia

) —10.2

Para su calculo, se utilizaron los valores nutricionales individuales de

cada individuo obtenidos a partir de CFC.
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4.1.7. Evaluacion de las fracturas osteoporoticas

La categorizacion de los eventos de fractura oOseas en fracturas
osteoporoticas se realizo6 siguiendo los criterios definidos por Warriner
y colaboradores!®, Estos criterios describen y asignan una puntuacion a
diferentes grupos de fracturas segtin la edad, el sexo y la raza, siendo
las puntuaciones mads altas (en una escala de 0 al 9) las que representan
mayor probabilidad de ser debidas a la osteoporosis. Para la realizacion
de los andlisis de esta Tesis, se consideré como fractura osteoporotica
aquellas que tenian una puntuacion superior a 5 segtin esta escala. Esta
seleccion se realizo considerando publicaciones previas en las que la
seleccion y clasificacion de las fracturas como consecuencia de la
osteoporosis iban mas alla de la clasificacion cldsica (que inicamente
considera las fracturas producidas en las vértebras, la cadera y la

muneca o el antebrazo)102103105,

Por todo ello, en los analisis de esta Tesis no se han considerado como
fracturas osteopordticas (y como consecuencia, no se han utilizado
como evento en los andlisis) aquellas fracturas con los siguientes
cédigos segun “The International Classification of Diseases, Clinical
Modification” (ICD-CM) y localizaciones: clavicula (ICD-CM: 810.1 —
810.3), falanges (ICD-CM: 816.1 — 816.13 y 826.0 — 826.1), tarso y
metatarso (ICD-CM: 825.0 — 825.39), escapula (ICD-CM: 811.0 - 811.19)
y craneo o huesos de la cara (ICD-CM: 800.00 — 804.99).

Los casos incidentes de fracturas derivadas de la osteoporosis se
realizaron de forma anual por personal cualificado que revis6 de forma

sistematica y estandarizada los historiales médicos de los participantes.

64



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

MATERIAL Y METODOS

Posteriormente, estos casos fueron confirmados por otro investigador

independiente.
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4.2. Estudio PREDIMED-Plus
4.2.1. Diseno y objetivo principal del estudio

El estudio PREDIMED Plus es un ensayo clinico multicéntrico
aleatorizado en paralelo con dos grupos experimentales y, que a
diferencia del estudio PREDIMED, atin se esta realizando en veintitrés

centros de reclutamiento en Espana.

Su principal objetivo es evaluar el efecto de una intervencion intensiva
sobre el estilo de vida basada en una DietMed hipocalérica, actividad
fisica y terapia conductual sobre ECV y el mantenimiento de la pérdida
de peso a largo plazo en comparacion con un grupo control asignado a
un consejo no intensivo sobre dieta sana (también DietMed), pero sin

restriccion caldrica y cuidados usuales por su médico.

De forma similar al estudio PREDIMED, entre los objetivos secundarios
del estudio PREDIMED-Plus se plantea valorar si el seguimiento de la
intervencion produce un efecto positivo sobre el perimetro de la cintura
y otros eventos clinicos de interés asociados al sobrepeso y la obesidad
como los sindromes coronarios agudos, la insuficiencia cardiaca, la
fibrilaciéon auricular, la diabetes mellitus tipo 2 (DT2) y sus
complicaciones, diferentes tipos de cancer, enfermedades
neurodegenerativas o el desarrollo de la osteoporosis, entre otros

eventos.

El protocolo del estudio, su disefio, los objetivos y la metodologia del
estudio PREDIMED-Plus'® ya se han publicado previamente y se puede

encontrar mas informaciéon sobre el mismo en su pagina web:

http://predimedplus.com. El protocolo se redacté considerando la
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Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el comité ético al que estan
adheridos cada uno de los centros reclutadores. Del mismo modo, el
estudio estd registrado en el Registro “International Standard Randomised
Controlled Trial Number” (ISRCTN) con el numero ISRCTN89898870,

siendo accesible desde la pagina web http://www.isrctn.com.

4.2.2. Poblacion de estudio

Los participantes del estudio son mujeres de 60 — 75 afios y hombres de
55 — 75 afios, con sobrepeso u obesidad (IMC 27 — 40 kg/m?) que
presentaban al menos tres compontes de sindrome metabolico segun los
criterios de la declaracion conjunto de la “International Diabetes
Federation, National Heart, Lung and Blood Institute” y el “ American Heart

Association’ 186;

- Niveles bajos de colesterol HDL o tratamiento para niveles bajos
de colesterol HDL (< 50 mg/dL o < 1.3 mmol/L en el caso de
mujeres; <40 mg/dL o0 <1.03 mmol/L en el caso de los hombres).

- Hipertrigliciremia (= 150 mg/dL o > 1.7 mmol/L) o medicacion
para el tratamiento de triglicéridos elevados.

- Presion arterial elevada o tratamiento para la hipertension
(presion arterial sistdlica > 130 mmHg y/o presion arterial
diastolica > 85 mmHg).

- Niveles elevados de glucosa plasmatica (= 100 mg/dL o > 5.5
mmol/L) o tratamiento para la hiperglucemia.

- Perimetro de la cintura superior a > 88 cm en las mujeres y > 102

cm en los hombres.
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Los principales criterios de exclusion del estudio fueron:

- Tener antecedentes previos documentados de ECV (incluyendo
enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular o enfermedad
arterial periférica).

- Incapacidad para proporcionar un consentimiento informado
por escrito o para comunicarse con el staff del estudio.

- Incapacidad para seguir las recomendaciones dietéticas o
realizar la actividad fisica de la intervencion.

- Tener una adiccién al alcohol o algun tipo de droga en los
ultimos 6 meses.

- Presentar alguna alergia a cualquiera de los alimentos de la
DietMed.

- Presentar alguna patologia severa como cirrosis, fallo hepatico,
inmunodeficiencia, VIH positivo o trastornos psiquiatricos

severos.

4.2.3. Aleatorizacion e intervencion del estudio

El estudio PREDIMED-Plus consta de 6874 participantes que fueron
aleatorizados a uno de los dos grupos (grupo de intervencién intensiva
o grupo control) por cada uno de los centros de reclutamiento utilizando
un sistema de ndmeros aleatorios generado por computadora
controlado de forma centralizada y estratificado por centro, sexo y
grupo de edad (< 65 anos, 65 — 70 anos, > 70 afos). Las parejas

convivientes en el mismo hogar fueron aleatorizadas juntas.
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En el grupo de intervencidn intensiva, los participantes recibieron
recomendaciones de DietMed restringida en energia complementada
con recomendaciones para la realizacion de actividad fisica y terapia
conductual. El objetivo propuesto para este grupo era conseguir en los
primeros 6 meses de estudio una reduccion de peso de al menos una
media del 8% del peso inicial y una disminucion del perimetro de la
cintura de una media de al menos el 5% del perimetro inicial vy,

posteriormente, mantenerlas durante la duracién del estudio.

El consejo nutricional, realizado por los dietistas/nutricionistas del
estudio en sesiones individuales y grupales, se basaron en mejorar la
calidad de la dieta con los alimentos tipicos de la DietMed, es decir, el
AOQVE, los frutos secos, las frutas y verduras de temporada, los cereales
integrales, las legumbres, el pescado y la carne magra, mientras se
reducia el consumo de alimentos poco saludables como las grasas
animales, las bebidas azucaradas, los alimentos procesados y los

cereales refinados.

Respecto a la actividad fisica, se animé a los participantes la realizacion
de actividades aerodbicas adaptadas a sus preferencias con la finalidad
de crear un hébito de al menos dos veces por semana que supusiera una
mejora sustancial en su capacidad de resistencia, equilibrio y

flexibilidad.

Todo esto fue apoyado por una terapia conductual con herramientas
practicas y estrategias cuya finalidad era facilitar la adherencia a largo
plazo del seguimiento de las recomendaciones dietéticas y de actividad

fisica.
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El grupo control, sin embargo, recibié las mismas recomendaciones de
forma no intensiva y sin restricciones energéticas para la realizacion de
la DietMed (segun se hizo en el estudio PREDIMED), poniendo un
mayor énfasis en la mejora de la calidad de la dieta. Tampoco recibieron
asesoramiento especifico para la realizacion de actividad fisica o para la

pérdida de peso.

4.2.4. Evaluacion antropométrica y cuestionarios generales

En la visita de seleccion, en la basal, a los seis meses y, posteriormente,
en visitas de seguimiento anual, los participantes fueron citados para la
recogida de datos sobre el estilo de vida, las condiciones médicas
actuales y la medicacion en uso, asi como la recogida de muestras
bioldgicas, por parte del equipo de dietistas/nutricionistas y enfermeria

de cada centro.

La medicion de datos antropométricos y la presion arterial se procedid
de la misma manera descrita previamente para el estudio PREDIMED.
Los datos relacionados con la condicion médica del participante y su
medicacién se recogieron en un Cuaderno de Recogida de Datos en el
que también se recogieron sus datos socio-demograficos y el habito de
fumar. La actividad fisica se evalud con la versién corta del cuestionario
validado para poblacion espanola “The Minnesota Leisure-Time Physical
Activity”'”7 y comportamiento sedentario se evalud con el cuestionario
“The Nurses” Health Study sedentary lifestyle questionnaire” validado para

poblacion espanola'®’.
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4.2.5. Muestras biologicas y determinaciones bioquimicas

Se recogieron muestras sanguineas en ayunas para la realizacion de
andlisis bioquimicos rutinarios que incluian la determinacion de la
glucosa en ayunas y perfil lipidico (colesterol total, triglicéridos,

colesterol HDL y colesterol LDL), entre otras.

4.2.6. Evaluacion nutricional y dietética

En la evaluacién nutricional del estudio PREDIMED-Plus se utiliza un
CFC validado de 143 alimentos'”. El calculo de consumo energético y
de macronutrientes y micronutrientes se estim¢ multiplicando cada
item alimentario por su composicion nutricional de acuerdo con las
Tablas de Composicion Nutricional de Alimentos espafolas!®!. Para
el calculo y valoracion del grado de adherencia a la DietMed en el grupo
control se utiliz6 un cuestionario validado de 14 items'®? ya utilizado
previamente en el estudio PREDIMED y un cuestionario de 17 items de
adherencia a la DietMed con restriccion energética para el grupo de

intervencion.

En la realizacion de esta Tesis, se calcularon diferentes puntuaciones
nutricionales dentro del contexto de este estudio y cuyo célculo se

especifica a continuacion:
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4.2.6.1.  Potencial carga acida renal (PRAL) y Produccion neta
de acido endégeno (NEAP)

Tanto el PRAL como el NEAP son los mismos modelos tedricos
utilizados en los analisis del estudio PREDIMED previamente descritos.
El PRAL es un algoritmo definido por Remer y Manz'*! para predecir la
excrecion acida neta renal considerando el contenido de proteinas y
determinados minerales de los alimentos, sus tasas de absorcidon
intestinal, el metabolismo del azufre y la excrecion urinaria de acidos
organicos mientras que el NEAP dietético es un algoritmo desarrollado
por Frassetto y colaboradores!>? que supone un reflejo de la cantidad
total de 4cido excretada a nivel renal y que tiende a ser mayor cuando
la concentracion de aniones excede a la de cationes durante la filtracion
renal’®., Para su calculo, se utilizaron los valores nutricionales

individuales de cada individuo obtenidos a partir de CFC.

4.2.6.2. Indice de inflamacién de la dieta modificado (M-DIS)

Ya se ha descrito y publicado previamente el método utilizado para
calcular el M-DIS'®. De forma resumida, el M-DIS es una puntuacion
calculada a partir de articulos publicados anteriormente que evaluaron
el efecto de un conjunto de 45 alimentos, nutrientes (incluyendo macro
y micronutrientes) y flavonoides sobre varios biomarcadores
inflamatorios. Cada pardmetro recibié una puntuaciéon segun su
influencia sobre estos biomarcadores siendo +1 si el parametro
aumentaba el biomarcador, 0 si no tenia ningin efecto y -1 si lo

disminuia. La puntuaciéon M-DIS de cada participante es la suma de

72



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA ALIMENTACION Y SALUD OSEA
Jests Francisco Garcia Gaviléan

MATERIAL Y METODOS

todos sus componentes en relacion con una base de datos global que
permite clasificar la dieta del participante como antiinflamatoria
(cuando los valores son negativos) o proinflamatoria (cuando los
valores son positivos). De forma similar a estudios previos!®, se
utilizaron los siguientes 32 nutrientes/alimentos en el calculo de la
puntuacién: cafeina, alcohol, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3,
vitamina B6, vitamina B12, vitamina A, vitamina C, vitamina E,
vitamina D, hidratos de carbono, proteina, colesterol, acidos grasos
totales, dcidos grasos monoinsaturados, acidos grasos poliinsaturados,
acidos grasos saturados, acidos grasos trans, ingesta energética, fibra,
acido fdlico, ajo, hierro, magnesio, selenio, zinc, acidos grasos omega-3,
acidos grasos omega-6, beta-carotenos, cebolla y té. Todos estos

parametros fueron calculados a partir del CFC de cada participante.

4.2.7. Evaluacion de la densidad dsea

La densidad mineral dsea (DMO) (g/cm?) en las dreas del fémur (TF), el
cuello del fémur, el trocanter (TR), la diéfisis femoral (FD) y las
vértebras lumbares (LS, desde L1 hasta L4) fue medida por técnicos de
radiologia cualificados que utilizaron escaneres DXA (Lunar iDXA y
DXA Lunar Prodigy Primo; GE Healthcare). Las mediciones se
realizaron acostando el participante sobre el escaner en el lado no

dominante.

En el calculo de las puntuaciones T del TF, EN, TR y LS se utilizaron los
valores de referencia para la poblacién adulta espafiola incluidos en el

software de los escaneres DXA. Para su estimacion, ademas de la
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poblacion de referencia, también se considerd el sexo, la edad, el peso 'y

la altura de cada participante.

Partiendo de las puntuaciones T y considerando los criterios
establecidos por la OMS?, se cred una variable dicotomica de estado de
DMO “pobre”. Cuando las puntuaciones Tera igual o inferior a -1, se
consider6 que el participante tenia un valor bajo de DMO (valor 1 en la
variable) y cuando la puntuacion era superior a -1, se consideré que

como un estado de DMO normal (valor 0 en la variable).
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4.3. Poblacion de estudio y seleccion especifica de

cada analisis

La presente Tesis doctoral incluye participantes del estudio PREDIMED
y del estudio PREDIMED-Plus. A continuacion, se detalla la seleccion

de la muestra de en cada uno de los estudios.

Publicaciones dentro del contexto del estudio PREDIMED

Publicacion 1: Extra virgin olive oil consumption reduces the risk of

osteoporotic fractures in the PREDIMED trial.

Publicacion 2: Higher dietary glycemic index and glycemic load values
increase the risk of osteoporotic fracture in the PREvencion con Dleta

MEDiterranea (PREDIMED)-Reus trial.

Publicacion 3: U-Shaped Association between Dietary Acid Load and Risk of

Osteoporotic Fractures in 2 Populations at High Cardiovascular Risk.

Del total de 7447 participantes incluidos en el estudio PREDIMED,
unicamente se han considerado los participantes del centro de
reclutamiento de Reus (n = 870) al ser los tinicos de los que se disponia
los eventos de fractura recogidos (ya fueran de origen osteoporético o
no). El periodo medio de intervencion de estos participantes fue de 5.2

anos y el periodo medio de seguimiento de 8.9 afos.

Publicaciones dentro del contexto del estudio PREDIMED-Plus

Publicacion 3: U-Shaped Association between Dietary Acid Load and Risk of

Osteoporotic Fractures in 2 Populations at High Cardiovascular Risk.
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Publicacion 4: Association between dietary inflammatory index and bone
mineral density in a senior Mediterranean population: a cross-sectional

analysis in the PREDIMED-Plus.

Para el propdsito de estos andlisis transversales, se incluyeron 1134
participantes pertenecientes a la cohorte del PREDIMED-Plus y que
fueron reclutados en 4 centros de los 23 que componen el estudio que
evaluaron la DMO: Reus (UNH-URV), Mallorca (Hospital Son
Espases/IDISBA), Pamplona (IDISNA) y Leon (IBIOMED). La seleccion
de sujetos en este sub-proyecto se realizo al azar tras la inclusion de los
participantes en el estudio principal en una proporcion 1:1 entre el

grupo control y el grupo de intervencion en cada uno de los centros.
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4.4. AnaAlisis estadisticos

Los analisis estadisticos utilizados se pueden encontrar detalladamente
descritos en cada una de las publicaciones. A continuacion, se presenta

un breve resumen de los mismos.

Las caracteristicas descriptivas de los participantes en la visita basal
entre terciles se muestran como medias + desviaciones estandar (SDs)
para las variables que eran continuas o como niimeros y porcentajes (%)
para las variables que eran categoricas. Las diferencias entre grupos se
evaluaron con el test de Andlisis de varianza (ANOVA) para las

primeras y el test 2 para las segundas.

En las publicaciones de esta Tesis se realizaron analisis transversales y
longitudinales. Los analisis transversales se hicieron en la Publicacion 3
y en la Publicacion 4. En ambas publicaciones se categorizaron a los
participantes en terciles de la variable predictora (PRAL y NEAP en la
publicacién 3, M-DIS en la publicacion 4) y se realizaron modelos de
ANOVA (modelos crudos) y modelos ANCOVA (modelos ajustados)
para evaluar las asociaciones de estas variables con la variable respuesta
(DMO en diferentes ubicaciones). También se utilizd el test de Tukey
para hacer comparaciones entre los terciles. El cumplimiento de las
asunciones de estos modelos se chequedé con métodos graficos y

cuantitativos.

Adicionalmente, en la Publicacién 4 se utilizaron modelos crudos y
ajustados de regresiones lineales y logisticas para valorar la asociacion
entre los terciles de M-DIS y la DMO (en el caso de las regresiones

lineales) o un estado de DMO “pobre” (variable categorica) (regresion
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logistica). Los resultados se presentaron como beta coeficientes e
intervalos de confianza al 95% [P (95% CI)] y odds ratio e intervalos de

confianza al 95% [OR (95% CI)].

Los andlisis longitudinales se realizaron en la Publicaciéon 1, en la
Publicacién 2 y en la Publicacion 3. En ambos casos se evalud la
asociacion entre el riesgo de producirse una fractura de origen
osteopordtico y las puntuaciones de IG, CG, PRAL y NEAP. Para ello,
se utilizaron modelos de Cox de riesgo proporcional con varianza
robusta y considerando correlaciones intra-grupo. Los resultados se
presentaron como tasas de riesgo e intervalos de confianza al 95% [HR
(95% CI)]. El tiempo de seguimiento se calculdé como el tiempo
transcurrido entre la visita basal y la fecha en la que se produjo el evento
o fallecid la persona o se perdio el seguimiento o finalizé el estudio, lo

que ocurriera primera.

Todos los test estadisticos fueron bilaterales y se fijé el nivel de
significancia en P < 0.05. Los analisis se realizaron con los softwares
estadisticos SPSS 21.0 para Windows (IMD, Chicago, IL, EEUU), STATA
14 (StataCorp, College Station, TX, EEUU) y R (v 3.3.2 y v 3.6.1 para

Windows) (R Development Core Team. www.r-project.org).
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5.1. Publicacion 1

Extra virgin olive oil consumption reduces the risk of osteoporotic

fractures in the PREDIMED trial.

% Estado de publicacion: Publicado.
% Revista: Clinical Nutrition.

% Categoria: Nutricion y Dietética.
% Posicién por rango: 6/87 — D1

% Factor de impacto: 6.402
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Resumen

Introduccion

La incidencia de las fracturas osteoporoticas es menor en los paises de
la cuenca mediterranea. El aceite de oliva virgen, un alimento clave de
la dieta Mediterranea con efectos beneficiosos reconocidos en la salud
cardiovascular y el metabolismo, puede disminuir el riesgo de fracturas
osteopordticas.

Objetivos

El objetivo de este estudio fue explorar el efecto de un consumo crénico
de aceite de oliva total y sus variedades en el riesgo de fracturas por
fragilidad en una poblacion de mediana edad y anciana.

Métodos

Incluimos todos los participantes (n = 870) reclutados en el centro de
Reus (Espana) del estudio PREDIMED. Los individuos, de edad entre
55 - 80 afios y elevado riesgo cardiovascular, fueron aleatorizados a uno
de los tres siguientes grupos: dieta mediterrdnea suplementada con
aceite de oliva virgen extra, dieta mediterrdnea suplementada con frutos
secos o dieta baja en grasas. El presente analisis fue un estudio de
cohorte observacional anidado en el estudio. Se utilizé un cuestionario
de frecuencia de consumo de alimentos validado para evaluar los
habitos dietéticos y el consumo de aceite de oliva. La informacion de las
fracturas osteopordticas se obtuvo a partir de una revisidn sistematica
de las historias clinicas. La asociacion entre las medidas repetidas
anualmente del consumo de aceite de oliva y el riesgo de fractura se
realizé con modelos de regresion de Cox de riesgos proporcionales.

Resultados

Documentamos 114 casos incidentes de fracturas relacionadas con la
osteoporosis durante una media de seguimiento de 8.9 anos. La
asignacion a un grupo u otro no tuvo ningun efecto sobre el riesgo de
fractura. Los participantes en el tercil mas alto de consumo de aceite de
oliva extra virgen tenian un 51% menos de riesgo de fracturas (HR: 0.49;
95% IC: 0.29 - 0.81. P para la tendencia = 0.004) en comparaciéon con
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aquellos en el tercil mas bajo después del ajustar por posibles factores
de confusion. El consumo total y comtin de aceite de oliva no se asocid
con un mayor riesgo de fractura.

Conclusiones

Un mayor consumo de aceite de oliva virgen extra se asocia con un
menor riesgo de fractura por fragilidad en una poblacion de mediana
edad y anciana con elevado riesgo cardiovascular.
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Background & aims: The incidence of osteoporotic fractures is lower in countries in the Mediterranean
basin. Virgin olive oil, a key component of the Mediterranean Diet (MDiet), with recognised beneficial
effects on metabolism and cardiovascular health, may decrease the risk of osteoporotic fractures. The aim
to this study was to explore the effect of chronic consumption of total olive oil and its varieties on the risk
of osteoporosis-related fractures in a middle-aged and elderly Mediterranean population.
Methods: We included all participants (n = 870) recruited in the Reus (Spain) centre of the PREvencion
con Dleta MEDiterranea (PREDIMED) trial. Individuals, aged 55—80 years at high cardiovascular risk,
were randomized to a MedDiet supplemented with extra-virgin olive oil, a MedDiet supplemented with
nuts, or a low-fat diet. The present analysis was an observational cohort study nested in the trial. A
validated food frequency questionnaire was used to assess dietary habits and olive oil consumption.
Information on total osteoporotic fractures was obtained from a systematic review of medical records.
The association between yearly repeated measurements of olive oil consumption and fracture risk was
assessed by multivariate Cox proportional hazards.
Results: We documented 114 incident cases of osteoporosis-related fractures during a median follow-up
of 8.9 years. Treatment allocation had no effect on fracture risk. Participants in the highest tertile of
extra-virgin olive oil consumption had a 51% lower risk of fractures (HR:0.49; 95% CI:0.29—0.81. P for
trend = 0.004) compared to those in the lowest tertile after adjusting for potential confounders. Total
and common olive oil consumption was not associated with fracture risk.
Conclusions: Higher consumption of extra-virgin olive oil is associated with a lower risk of osteoporosis-
related fractures in middle-aged and elderly Mediterranean population at high cardiovascular risk.

© 2017 Elsevier Ltd and European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. All rights reserved.

1. Introduction

Abbreviations: MedDiet, Mediterranean diet; BMD, bone mineral density;
MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; EVOO,
extra virgin olive oil; FFQ, food frequency questionnaire; BMI, body mass index.
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Osteoporosis is an age-related progressive bone condition
characterised by bone mass loss and microarchitecture degradation
that increase the risk of potentially serious fractures. It is a major
burden for health care systems as osteoporotic fractures and falls by
osteoporotic fractures are associated with a high dependence,
morbidity and mortality [1—3]. Osteoporosis is estimated to affect
27.5 million people (22 million women and 5.5 million men) aged

0261-5614/© 2017 Elsevier Ltd and European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. All rights reserved.
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between 50 and 84 years worldwide and its prevalence is expected
to rise to 33.9 million by 2025 [4].

Bone remodeling balance is affected by several factors, such as
age, heredity or endocrine diseases [3]. Lifestyle factors, such as
smoking, physical activity and diet also affect bone health [5]. Low
calcium intake and low exposure to sunlight leading to reduced
synthesis of vitamin D have also been identified as common risk
factors because of their role in bone mass health [1,6]. In addition,
other specific nutrients, foods, or dietary patterns can influence
bone health [6—9]. Adhering to a traditional Mediterranean diet
(MedDiet), characterized by high intake of fruits, vegetables, nuts
and olive oil, has been linked to a lower risk of hip fractures
[10—12], which might partly explain the epidemiological evidence
of a geographical variation in the incidence of hip fractures across
Europe, the highest rates being in North Europe and the lowest in
the Mediterranean basin countries or in United States' population
where it was associated a lower risk of hip fracture with MedDiet
pattern [11,13]. These observations might be attributed to the high
content of monounsaturated fats (MUFA) and polyphenols in olive
oil, the main fat consumed in the Mediterranean diet. The intake of
MUFA has been positively correlated with bone mineral density
(BMD) in the Greek and Spanish populations [14—16] and higher
circulating levels of bone remodelling osteocalcin have been re-
ported after following a MedDiet enriched with extra-virgin olive
oil (EVOO) [17]. Similarly, a high intake of olive extract has also been
linked to higher levels of osteocalcin and stabilization of bone mass
loss in osteopenic postmenopausal women [18].

The effect of consumption of olive oil and its varieties on the risk
of osteoporotic fractures has not been studied. Our aim was to
examine the association between the amount of total olive oil and
its varieties (extra virgin and common olive oil) consumed and the
risk of osteoporotic fractures in a sub-sample of middle-aged and
elderly Mediterranean participants of the PREDIMED trial. We hy-
pothesized that higher consumption of EVOO containing high
amounts of polyphenols would reduce the risk of osteoporosis-
related fractures.

2. Materials and methods
2.1. Study design and population

The present study was carried out in the framework of the
PREDIMED study, a large, multi-centre, randomized and controlled
parallel group trial aimed at assessing the effect of the MedDiet
on the primary prevention of cardiovascular diseases in Spain.
This trial is registered at http://www.controlled-trials.com as
ISRCTN35739639. Osteoporotic fractures were assessed only as part
of an ancillary study including all participants (n = 870) recruited in
the PREDIMED-Reus centre. Full details of the PREDIMED protocol
are published elsewhere [19]. Participants (men aged 55—80 years
and women aged 60—80 years) were randomly assigned to 1 of 3
intervention groups: (1) a MedDiet supplemented with EVOO
(MedDiet-EVOO group; 50 g or more per day), (2) a MedDiet sup-
plemented with mixed nuts (MedDiet-Nuts; 30 g of nuts daily), or
advice on a low-fat diet (Control). Supplemental foods were given
for free to participants in the MedDiet groups, while those in the
control diet group received non-food gifts. Participants had no
history of CVD at baseline but they were at high cardiovascular risk
because of the presence of type 2 diabetes or at least three of the
following risk factors: current smoker; hypertension; high levels of
low-density lipoprotein cholesterol; low levels of high-density li-
poprotein cholesterol; overweight or obesity and/or a family his-
tory of premature cardiovascular disease. Participants excluded
were those with a BMI greater than 40 kg/m?, severe chronic
illness, drug or alcohol addiction, history of allergy or intolerance to

olive oil or nuts, and/or a low predicted likelihood of changing di-
etary habits according to Prochaska and DiClemente's stages-of-
change model [20]. The local institutional review board approved
the study protocol, and all participants provided written informed
consent. Recruitment took place between 1st October, 2003, and
30th June, 2009 and the intervention was terminated in 2010 with
an extended follow-up to August 2015. The study was performed
according to Declaration of Helsinki about Ethical Principles for
Medical Research Involving Human Subjects.

2.2. Measurements

At baseline and at each annual visit until the end of intervention
in 2010, data on lifestyle variables, medical conditions and medica-
tion use were recorded. Weight and height were measured with light
clothing and no shoes, using calibrated scales and a wall-mounted
stadiometer, respectively. Waist circumference was measured
midway between the lowest rib and the iliac crest using an anthro-
pometric tape. Blood pressure was measured using a validated
oscillometer (Omron HEM705CP; Hoofddorp, The Netherlands) in
triplicate with a five-minute interval between each measurement,
and the mean of these values was recorded. Trained personnel took
fasting blood samples for subsequent biochemical analysis. The
validated Spanish version of the Minnesota Leisure-Time Physical
Activity questionnaire was given at baseline and yearly [21].

2.3. Dietary assessment

A 137-item semi-quantitative validated food frequency ques-
tionnaire (FFQ) was given to all participants at baseline and was
repeated every year throughout the follow-up period [22]. Energy
and nutrient intake were estimated from Spanish food composition
tables [23,24]. Data regarding the consumption of different types of
olive oil was obtained from the FFQ, which included three different
questions on the type of olive oil consumed: (1) EVOO (obtained
only by mechanically pressing the olives, acidity <1%), (2) refined
oil (refined olive oil, acidity <0.3%) and (3) pomace olive oil (ob-
tained using solvents from the leftovers of pressing the olives and
mixed with other refined olive oils, acidity <0.3%). The number of
12 g tablespoons was recorded for each variety in 9 frequency
categories as follows: no consumption, one to three times per
month, n times per week (n = one, two to four or five to six) or n
times per day (n = one, two to three, four to six or more than six).
The number of tablespoons stated was converted into grams per
day. One FFQ item asked about EVOO intake and two other items
asked about refined olive oil and pomace olive oil, and these two
values were added together for common olive oil intake. Total olive
oil intake was then the sum of all three items. Using the Pearson
correlation coefficient (r), reproducibility and validity of the FFQ
were 0.55 and 0.60, respectively, for total olive oil consumption,
and the intraclass correlation coefficients for reproducibility and
validity were 0.71 (P-value: <0.001) in a population similar to the
PREDIMED participants [22].

A validated 14-item MedDiet screener was also administered to
assess the degree of adherence to the MedDiet [25]. Two of the 14
items were related to olive oil intake. To control for the overall
dietary pattern, the 2 items related to olive oil were removed from
the total score; thus, a 12-point score was used as covariate in the
models.

2.4. Outcome
All osteoporotic fractures were adjudicated according to the

criteria defined by Warriner and co-workers including fractures
scoring over 5, representing those more likely due to osteoporosis
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This score consider fracture risk groups according to sex, age and
race, and scored from 1 to 9 with higher scores representing those
fractures most likely due to osteoporosis [26]. This was also
selected in accordance with previous studies regarding new clas-
sification of osteoporotic fractures beyond the classical ones
(vertebral, hip and wrist-forearm) [27—29]. According to the In-
ternational Classification of Diseases Clinical Modification (ICD-
CM), open clavicle (ICD-CM 810.1-810.3), phalanges (ICD-CM
816.1-816.13 and 826.0—826.1), tarsal/metatarsal (ICD-CM
825.0—825.39), scapula (ICD-CM 811.0—811.19), and skull/facial
(ICD-CM 800.00—804.99) fractures were excluded [26]. Incident
cases of osteoporotic fractures through 1st December, 2010 were
identified initially from a systematic, comprehensive and stand-
ardised annual review of all outpatient and inpatient medical re-
cords of each participant. Information on osteoporotic fractures
was updated yearly using medical records. An independent
researcher confirmed all fracture events.

2.5. Statistical analyses

Participants’ baseline characteristics were described with
means (SD) and percentages (number). To take advantage of the
yearly dietary assessments, we averaged the food consumption
from the baseline to the end of the follow-up or to the last follow-
up FFQ before the occurrence of fractures. Then, participants were
categorized into tertiles of total olive oil, EVOO or common olive oil
consumption using the mean value of all FFQs from the beginning
to the last before the incidence of fracture or the end of follow-up in
those not suffering a fracture. Dietary variables were adjusted for
total energy intake using the residuals method [30] and they are
presented in accordance with energy-adjusted tertiles of EVOO
intake. Follow-up time was estimated as the interval from the
beginning of the study up to the date of fracture events, death (for
any reason) or end of follow-up, whichever came first.

The associations between energy-adjusted tertiles of total olive
oil consumption or its different subtypes and the risk of osteopo-
rotic fractures were assessed using time-dependent multivariate
Cox proportional hazards models. We tested the proportionality
of hazards with the use log-rank test. Results are expressed as
hazard ratios (HRs) and 95% confidence intervals (CI). Model 1 was

adjusted for age, sex, BMI, education level (primary education,
secondary education, academic/graduate), leisure time physical
activity (metabolic equivalent of task (MET)-minutes/day), smoking
status (never, former, current smoker) and the intervention group.
As other covariates can interfere with the risk of fractures, Model 2
was additionally adjusted for prevalence of diabetes (yes/no),
prevalence of previous documented osteoporotic fractures (yes/no),
use of insulin (yes/no), use of oral antidiabetic medications (yes/
no), use of diuretic drugs (yes/no), use of oral glucocorticoids (yes/
no), use of anti-osteoporotic drugs (yes/no), use of anticoagulants
(yes/no), use of oestrogen (yes/no) and baseline MedDiet adher-
ence (12-point score). Covariates were selected based on their
biological plausibility of having an association with the risk of
fractures. The same models (excluding the baseline 12-point score)
were used to assess the risk of osteoporotic fractures according to
the dietary intervention group. The associations between MUFA
intake, polyunsaturated fatty acids (PUFA) intake and MUFA:PUFA
ratio with the risk of fractures were assessed using the covariates
included into the Model 3. Nelson-Alen estimator was used to
analyse the increasing failure rates. Sensitivity analysis was con-
ducted excluding early cases observed during the first year of
intervention. The level of significance was P < 0.05 for all statistical
tests for bilateral contrast. Statistical analyses were carried using
SPSS 21.0 for windows (IBM, Chicago, IL, USA) and STATA 14 (Sta-
taCorp, College Station, TX).

3. Results

During a median of 5.2 years of intervention and 8.9 years of
follow-up, we documented 114 incident cases of osteoporosis-
related fractures (40 in MedDiet-EVOO group, 37 in MedDiet-
Nuts group and 37 in control group). Tables 1 and 2 show the
baseline anthropometric and dietary characteristics of the study
participants according to energy-adjusted tertiles of EVOO con-
sumption. There were not significant differences in age, sex, BMI,
previous fractures, prevalence of diabetes, medications, energy
intake, protein intake, alcohol intake, vitamin D or fermented dairy
products intake between tertiles of EVOO consumption. The mean
consumption of total olive oil was 56.5 g/day in participants at the
highest tertile and 37.6 g/day in those in the lowest tertile.

Table 1
Baseline characteristics of study participants according to energy-adjusted tertiles of extra virgin olive oil consumption.
Variable T1 T2 T3
(n =290) (n =290) (n =290)
Age (years)” 67 +6 68 + 6 67+ 6
Men, % (n) 46.6 (135) 42.1 (122) 45.9 (133)
BMI (kg/m?)* 29.7 + 3.2 295 +3.2 29.6 + 3.4
Waist circumference (cm)?* 101.9 + 9.00 100.6 + 8.3 101.1 + 9.1
Leisure-time energy expenditure in physical 255.1 + 265.8 286.3 +281.3 2442 + 2398
activity (MET minutes/day)*
Smoking status, % (never, current, former) 59.3,12.8, 279 61.7,14.1, 242 64.8,9.3, 259
Educational level, % (n)
Primary education 59(17) 6.6 (19) 6.6 (19)
Secondary education 14.5 (42) 18.3 (53) 20.0 (58)
Academic/graduate 79.6 (231) 75.2 (218) 73.4(213)
History of osteoporotic fractures, % (n) 18.3 (53) 14.5 (42) 19.3 (56)
Diabetes, % (n) 51.0 (148) 49.3 (143) 55.5 (161)
Hypertension, % (n) 85.2 (247) 86.2 (250) 85.5 (248)
Medication use, % (n)
Diuretics 26.9 (78) 23.8 (69) 23.8 (69)
Insulin 5.2 (15) 59(17) 6.6 (19)
Oral glucocorticoids 14 (4) 1.0(3) 1.7 (5)
Osteoporosis drugs 9.7 (28) 11.0(32) 13.1(38)
Oral anticoagulants 14 (4) 1.4 (4) 0.3 (1)
Oral antidiabetic drugs 36.2 (105) 30.3 (88) 37.2(108)
Oestrogens 1.7 (5) 2.8(8) 24(7)

2 Data are expressed as means + SD. BMI, body mass index; MET, metabolic equivalent of task.
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Table 2

Baseline dietary characteristics of study participants according to energy-adjusted tertiles of extra virgin olive oil consumption.
Variable T1 T2 T3

(n =290) (n=290) (n=290)

Nutrients
Total energy intake (kcal/day)* 23143 £ 625.2 2327.2 +580.7 22915 + 5716
Proteins (g/day)* 95.1 + 21.8 96.3 +22.5 93.2 + 224
Carbohydrates (g/day)* 240.9 + 79.5 2343 +734 219.7 £+ 67.0
Total fat (g/day)* 100.4 + 30.2 105.0 + 30.1 108.9 + 30.5
Saturated fatty acids (g/day)* 269 +93 278 +£93 275+94
Monounsaturated fatty acids (g/day)* 485 + 15.8 524 +16.2 56.4 + 159
Polyunsaturated fatty acids (g/day)® 16.7 £ 6.8 165 £5.9 164 + 6.1
Fibre (g/day)* 226 +69 241 +85 236+76
Alcohol (g/day)® 9.5 + 149 85+ 13.6 84+ 126
Vitamin D (ug/day)? 58+34 6.0 +3.6 57 +3.1
Calcium (mg/day)? 1044.6 + 362.7 1051.3 + 364.4 992.3 + 341.7
Food
Total olive oil (g/day)? 349 + 169 40.8 +17.6 48.0 £ 15.9
Extra virgin olive oil (g/day)* 20.0 + 19.0 352 +19.2 463 +17.3
Common olive oil (g/day)* 148 + 194 53+12.7 1.5+6.1
Legumes (g/day)* 17.7 + 8.0 181 +9.2 174 +85
Vegetables (g/day)? 2847 + 1163 313.2 +137.0 3221 + 1349
Cereals (g/day)” 256.6 + 101.7 254.0 + 98.0 238.1 +90.4
Fruit (g/day)* 299.5 + 178.0 3156 + 177.2 319.3 + 160.7
No fermented dairy (g/day)* 274.83 + 186.98 258.26 + 186.93 234.96 + 173.84
Fermented dairy (g/day)’ 114.66 + 96.61 113.54 + 95.39 105.29 + 89.80
Meat (g/day)* 142.7 + 549 146.6 + 55.7 146.3 + 65.5
Fish (g/day)* 101.0 + 42.0 103.3 + 45.6 102.1 +42.8
Nuts (g/day)? 10.7 + 12,6 143 + 149 13.6 + 15.5
Modified MedDiet score (12-point score) 64 +1.6 66+ 138 6.6+1.7

2 Data are expressed as means + SD.

According to the intervention group, no significant differences
in the risk of osteoporotic fractures were observed (HR (95%CI)) 1.13
(0.71-1.79) and 1.05 (0.66—1.67) in the MedDiet-EVOO and
MedDiet-Nuts groups compared to control group (Supplemental
file).

Figure 1 shows the survival curve of osteoporotic fractures and
the number of participants at risk by energy-adjusted EVOO tertiles
at different time points. Table 3 shows the HR and 95% CIs for the
association between total olive oil consumption and the specific
subtypes and osteoporosis-related fractures. Total olive oil and
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Fig. 1. Nelson-Aalen curves of cumulative hazard for osteoporotic fracture by tertiles of energy adjusted extra-virgin olive oil intake.
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Table 3
Risk of osteoporotic fracture according to energy-adjusted tertiles of cumulative olive oil intake.

T1 T2 T3 P for trend

(n = 290) (n = 290) (n = 290)
Mean total olive oil intake (g/day) 37.60 + 6.76 48.23 + 1.99 56.52 + 4.32
Fracture event, % (n) 13.80 (40) 13.80 (40) 11.70 (34)
Mean total energy intake (kcal/day) 2240.19 + 450.80 2254.16 + 354.91 2236.28 + 361.21
Crude model 1 (Ref) 0.93 (0.60, 1.44) 0.81(0.51, 1.27) 0.367
Multivariate model 1% 1 (Ref.) 0.78 (0.49, 1.23) 0.73 (0.45, 1.19) 0.202
Multivariate model 2° 1 (Ref) 0.74 (0.47,1.18) 0.69 (0.42, 1.14) 0.141
Mean common olive oil intake (g/day) -0.13 £ 0.12 0.63 + 0.85 12.49 + 8.90
Mean total energy intake (kcal/day) 2000.56 + 209.33 2516.34 + 352.67 2213.73 + 396.01
Fracture event, % (n) 15.90 (46) 10.30 (30) 13.10 (38)
Crude model 1 (Ref.) 0.63 (0.40, 1.00) 0.81(0.53, 1.25) 0.950
Multivariate model 1¢ 1 (Ref.) 0.88 (0.54, 1.42) 0.94 (0.61, 1.46) 0.955
Multivariate model 2" 1 (Ref.) 0.96 (0.59, 1.56) 1.00 (0.64, 1.55) 0.952
Mean extra-virgin olive oil intake (g/day) 28.77 £ 10.27 45.11 + 2.99 55.35 +4.62
Mean total energy intake (kcal/day) 2229.47 + 446.80 2254.69 + 352.28 2246.47 + 368.47
Fracture event, % (n) 15.90 (46) 12.80 (37) 10.70 (31)
Crude model 1 (Ref) 0.73 (048, 1.13) 0.63 (0.40, 0.99) 0.037
Multivariate model 1¢ 1 (Ref) 0.62 (0.39, 0.97) 0.52(0.31, 0.85) 0.007
Multivariate model 2° 1 (Ref) 0.59 (0.37, 0.95) 0.49 (0.29, 0.81) 0.004

Cox regression models were used to evaluate the risk of osteoporotic fracture event by energy-adjusted tertiles of total olive oil (g/day), energy-adjusted tertiles of common
olive oil (g/day) and energy-adjusted tertiles extra-virgin olive oil (g/day). Results were expressed as Hazard Ratios (95% CI) and means + SD or percentage (n).

@ Model: adjusted for age (years), sex, body mass index (BMI) (kg/m?), educational level (illiterate/primary education, secondary education, academic/graduate), leisure time
physical activity (Metabolic Equivalent of Task (MET)-minutes/day), the intervention group and smoking status (never, former, current smoker).

b Model: additionally adjusted for prevalence of diabetes (yes/no), prevalence of previous fractures (yes/no), use of insulin (yes/no), use of oral antidiabetic drugs (yes/no),
use of diuretic drugs (yes/no), use of glucocorticoids drugs (yes/no), use of osteoporotic drugs (yes/no), use of anticoagulant drugs (yes/no), use of estrogen drugs (yes/no) and

baseline Mediterranean diet adherence (12-point score).

common olive oil consumption were not associated with a lower
risk of fractures despite a non-significant trend to a lower reduction
of bone fracture risk was observed in subjects allocated in the
highest tertiles of total olive oil consumption. In contrast, a 51%
reduction in the risk of osteoporosis-related fractures was observed
in the fully-adjusted model for individuals in the highest tertile of
EVOO consumption compared to the reference tertile (HR: 0.49;
95% CI: 0.29 to 0.81). The highest tertile compared to the reference
tertile of MUFA intake (HR: 1.04; 95% CI: 0.66 to 1.65), PUFA intake
(HR: 1.20; 95% CI: 0.76 to 1.90) or the MUFA:PUFA ratio (HR: 0.87;
95% CI: 0.55 to 1.38) showed no association with fracture risk.

The results of the sensitivity analysis were consistent with the
general analysis. When early cases occurred during the first year (7
events were excluded), the risk in the higher tertile of EVOO con-
sumption was relatively 46% lower (HR: 0.54; 95% CI: 0.32 to 0.92, P
for trend = 0.050) than the reference tertile.

4. Discussion

The novel finding of this longitudinal study in an older Medi-
terranean population at high risk for cardiovascular disease is that
high EVOO consumption is associated with a reduced risk of oste-
oporotic fractures, whereas a non-significant trend to a lower risk
was also observed for total olive oil consumption.

The prevalence of osteoporosis and osteoporosis-related frac-
tures is highly variable within European regions, with the lowest
prevalence in the Mediterranean area [31]. These differences might
be attributed to environmental factors and dietary regimens
[10—12,32]. The MedDiet is based on a combination of foods
comprising a complex array of nutrients and bioactive phyto-
chemicals with anti-inflammatory, antioxidant and alkalinising
properties that could all contribute to bone health. Olive oil is one
of the key foods in the MedDiet and its consumption accounts for
one to two thirds of total vegetable fat intake, where MUFA, in the
form of oleic acid, is the most abundant fatty acid consumed. In a
cross-sectional study conducted in Greece, MUFA intake was
associated with a higher BMD [33]. Another study conducted in
adult Greek women found higher total and spine BMD in those

whose diet contained a combination of olive oil and fish with little
meat, but not in association with the full MedDiet pattern [34]. A
higher dietary MUFA:PUFA ratio has also been related to a lower
risk of osteoporotic-related fractures produced by a same-level fall
in elderly subjects [16].

However, in the present study, we found no associations of
MUFA intake or the MUFA:PUFA ratio with fracture risk. These
differences might be due to our study population displaying narrow
ranges of MUFA intake and the MUFA:PUFA ratio compared to
previous studies. In fact, results from prior studies showed no
significant protection against fractures from MUFA intake or
MUFA:PUFA ratios in the ranges of our study population. Moreover,
the differences in the risk of osteoporosis-related fractures between
different types of olive oil observed in our study cannot be
explained by differences in its fatty acid profile, as the fatty acid
composition is not affected by the extraction method used, since all
olive oils are produced from the same variety of olives [35]. This
suggests that other compounds present in olive oil, beyond the
fatty acid composition, might play an important role in bone health.

Common olive oil is a mixture of virgin and (usually) more than
80% of refined oil, with fewer antioxidant and anti-inflammatory
compounds. In contrast, EVOO is the best quality oil, produced by
mechanically pressing ripe olives, and contains the highest amounts
of bioactive and antioxidant components, such as polyphenols, that
by different mechanisms might exert favourable effects on bone
metabolism [35]. Several studies conducted in vitro and in animal
models have assessed the beneficial role of olive oil phenols on the
formation and maintenance of bone through its modulation of both
bone cell differentiation and function [36—38]. Oleuropein, tyrosol
and hydroxytyrosol, the most abundant polyphenols in olive oil,
have been related to several beneficial effects on bone metabolism
in vitro an in animal models [39]. In humans, osteopenic subjects
who consumed 250 mg/day of a polyphenol extract from Olea
europaea for 12 months significantly increased their osteocalcin
levels and stabilized lumbar spine BMD compared to a control group
[18]. Similarly, in a prior PREDIMED sub-study, we found higher
serum levels of osteocalcin and the bone remodelling marker pro-
collagen amino-terminal pro-peptide after 2 years of intervention
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with the MedDiet-EVOO compared to theMedDiet-Nuts or the
control diet [17]. In contrast, we found no significant protective
effect on bone fractures in subjects allocated to the MedDiet-EVOO
group compared to the control diet, as would be initially expected.
This apparent discrepancy could be explained because the differ-
ence in the total consumption of either total olive oil or extra-virgin
olive oil between participants in the MedDiet-EVOO group or con-
trol group was substantially lower than differences between tertiles
of olive oil consumption, as participants had a high MedDiet score at
baseline with olive oil as the main culinary fat. It is also plausible
that exposure time to the intervention diets was not long enough to
improve or delay the age-related changes in bone structure. Thus
far, no other studies have been conducted to assess the relationship
between olive oil consumption and bone-related markers. Our
findings extend the potential beneficial role of EVOO consumption
demonstrated on bone biochemical markers to a lower risk of
osteoporotic-related fractures as clinical outcome. Moreover, our
results also suggest a beneficial role of the phenolic compounds
present in EVOO, as no association was found for the common
refined olive oil, which is depleted of these bioactive compounds.

The strengths of our study are a well-characterized cohort with
long-term follow-up, controlled by several potential confounders,
the analysis of different varieties of olive oil and the use of cumu-
lative mean across all the available FFQs to improve the precision of
the exposure. For the fracture identification we used an objective
score, however, this classification has some potential limitations as
was based on fracture categories identified by standard diagnostic
codes which identifies accurately a total of 94% of cases compared
with the gold standard of medical record review [26]. There are also
limitations to our study. First, the generalizability of our results may
be limited, as the study population was made of older Mediterra-
nean individuals at high cardiovascular risk which increased their
risk for osteoporotic fractures [40]. Second, because of the obser-
vational nature of the study, residual confounding remains a pos-
sibility even though our analyses were extensively adjusted for a
wide range of potential confounders. Third, no bone biochemical
markers or data on BMD were available. Fourth, due to the low
number of fractures and the relative small study size, we cannot
exclude a potential beneficial effect of total olive oil consumption
on the risk of bone fractures as the hazard ratio clearly indicates a
lower risk, although not strong as for EVOO. Finally, although the
FFQ used was validated, measurement errors cannot be discarded,
especially regarding the self-reporting of different varieties of olive
oil. Still, our findings are consistent with the potential beneficial
effects of olive oil on bone health previously described.

In summary, we found that greater consumption of EVOO is
associated with a lower risk of osteoporosis-related fractures in an
older Mediterranean population at high cardiovascular risk. Our
findings highlight the consumption of EVOO, one of the key foods of
the MedDiet, in the prevention of osteoporosis-related fractures.
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RESULTADOS

Resumen
Introduccion

Las concentraciones elevadas de glucosa e insulina parecen tener un
impacto negativo sobre la salud dsea. Sin embargo, la relacion entre el
indice glucémico dietético (IGD) y la carga glucémica dietética (CGD),
que han probado su efectividad modulando las concentraciones de
glucosa en sangre después del consumo de hidratos de carbono, con la
salud dsea no se ha explorado aun.

Objetivo

El objetivo de este estudio fue examinar las asociaciones entre el IGD y
la CGD con el riesgo de fractura por fragilidad en una poblacion
mediterrdnea anciana.

Material y métodos

El estudio fue realizado en 870 individuos de 55 a 80 afios con elevado
riesgo cardiovascular que participaban en el estudio PREDIMED en el
centro de Reus. El IGD y la CGD se estimaron a partir de cuestionarios
de frecuencia de consumo de alimentos validados con el uso del indice
glucémico y valores de carga glucémica internacional, con la glucosa
como referencia. Los datos sobre fracturas osteopordticas se obtuvieron
a partir de una revisidon sistematica de registros médicos. Usamos
modelos de riesgo proporcional de Cox para evaluar el riesgo de
fractura osteopordtica segun terciles de indice glucémico y carga
glucémica promedio.

Resultados

Se documentaron un total de 114 nuevos casos de fracturas relacionadas
con la osteoporosis después de un seguimiento medio de 8.9 afios. Los
participantes en el tercil mds alto de IGD y CGD tenian un riesgo
significativamente mayor de fracturas osteoporoticas que aquellos en el
tercil mas bajo después de ajustar por posibles factores de confusién
(HR: 1.80; IC del 95%: 1.03, 3.15 y HR: 3.20; IC del 95%: 1.25, 8.18,
respectivamente).

Conclusiones
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Un IGD y una CGD elevados se asocian con un mayor riesgo de
fracturas relacionadas con la osteoporosis en wuna poblacion
mediterranea de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular.
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ABSTRACT

Background: High glucose and insulin concentrations seem to have
a negative impact on bone health. However, the relation between the
dietary glycemic index (DGI) and the dietary glycemic load (DGL),
which has proved to be effective at modulating blood glucose con-
centrations after carbohydrate consumption, has yet to be explored
in relation to bone health.

Objective: The aim of the study was to examine the associations be-
tween the DGI or DGL and the risk of osteoporotic-related fractures
in an elderly Mediterranean population.

Design: The study was conducted in 870 subjects aged
55-80 y at high cardiovascular risk participating in the PRE-
vencién con Dleta MEDiterrdnea (PREDIMED)-Reus study. The
DGI and DGL were estimated from validated food frequency
questionnaires with the use of the international glycemic index
and glycemic load values, with glucose as reference. Data on
osteoporotic fractures were acquired from a systematic review of
medical records. We used Cox proportional hazard models to assess
the risk of osteoporotic fracture according to tertiles of average DGI
and DGL.

Results: A total of 114 new cases of osteoporotic-related fractures
were documented after a mean follow-up of 8.9 y. Participants in
the highest tertile of DGI and DGL had a significantly higher risk of
osteoporotic fractures than those in the lowest tertile after adjusting
for potential confounders (HR: 1.80; 95% CI: 1.03, 3.15 and HR:
3.20; 95% CI: 1.25, 8.18, respectively).

Conclusions: A high DGI and DGL are associated with a higher risk
of osteoporosis-related fractures in an elderly Mediterranean popula-
tion at high cardiovascular risk. This trial was registered at isrctn.com
as ISRCTN35739639.  Am J Clin Nutr 2018;107:1-8.

Keywords:  glycemic index, glycemic load, fractures, bone,
Mediterranean population

INTRODUCTION

Osteoporosis is a disease characterized by compromised bone
strength and increased risk of fracture. During aging, bone
mineral density decreases and the risk of osteoporotic frac-
tures increases. Other factors such as genetics, specific diseases,
medication, and lifestyle habits also help increase the risk of
fracture. Many studies have shown that diabetes, controlled and
uncontrolled, has a negative impact on risk of fractures al-
though contradictory results on its impact on bone mineral den-
sity are found in subjects with type 2 diabetes (T2D) com-
pared with control subjects (1-3). This suggests a complex
pathophysiology in diabetes-related bone disease that includes
bone microarchitecture and compromised repair mechanisms
(3) that could be partially mediated by the associated hyper-
glycemia (1, 2, 4). Indeed, high blood glucose concentrations
impact bone health in different ways, including the induction
of inflammation and oxidative stress (5, 6). Hyperglycemia
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reduces osteoblast activity (6), inhibits genes involved in os-
teoblast differentiation and maturation (6), and induces acidosis,
which enhances bone resorption (7). Moreover, hyperglycemia
can induce hypocalcemia by increasing the excretion of urinary
calcium, and it also interferes with the parathyroid hormone and
vitamin D receptors (8). In this regard, diets that lower postpran-
dial hyperglycemia may have an important impact on bone health
and decrease the risk of osteoporotic fractures.

Some clinical trials have reported a significant increase of
blood glucose and insulin concentrations after the intake of diets
high in dietary glycemic index (DGI) and dietary glycemic load
(DGL) (9, 10). Low—glycemic index (GI) diets have also proved
to be postprandially effective at attenuating any increase in blood
glucose after carbohydrate intake (11). Similarly, low-DGI diets
are associated with a healthier inflammatory and oxidative pro-
file, and lowered glycated hemoglobin (11-13). Nevertheless, the
effect of DGI and DGL on the risk of osteoporosis-related frac-
tures has not been studied.

Our aim was to explore the association of the DGI and DGL
with the risk of osteoporotic fractures in a subsample of middle-
aged and elderly Mediterranean participants of the PREven-
ciéon con Dleta MEDiterrdnea (PREDIMED) trial. We hypoth-
esized that higher DGI and DGL increase the risk of osteoporotic
fractures.

METHODS

Study design and subjects

This analysis was nested in the PREDIMED study, a multi-
center and controlled parallel group trial conducted from 2003
to 2010. It includes all participants recruited at the PREDIMED-
Reus center (n = 870) with a follow-up to assess outcome that
lasted until August 2015. The study participants were women
aged 60-80 y and men aged 55-80 y at high cardiovascular risk,
with either T2D or >3 of the following criteria: hypertension
(systolic blood pressure >140 mm Hg or diastolic blood pressure
>90 mm Hg, or antihypertensive drugs), hypercholesterolemia
(high LDL cholesterol >160 mg/dL or medication), low HDL
cholesterol (<50 mg/dL in women or <40 mg/dL in men), over-
weight or obesity [BMI (in kg/mz) >25], current smoking, or
family history of premature coronary heart disease. They were
allocated to 1 of the 3 intervention groups: a Mediterranean diet
(MedDiet) supplemented with extra-virgin olive oil (50 mL/d), a
MedDiet supplemented with mixed nuts (30 g/d), or advice on
a low-fat diet (LFD group). Participants with a BMI >40, severe
chronic illness, drug or alcohol addiction, or a low predicted like-
lihood of changing dietary habits according to Prochaska and Di-
Clemente’s stages-of-change model (14) were excluded from the
study.

The protocol was approved by the institutional review boards
of the respective centers, and all participants provided written in-
formed consent to participate. The PREDIMED trial was regis-
tered at http://www.isrctn.com/ as ISRCTN35739639. A detailed
protocol has been published elsewhere (15) and it is available at
http://www.predimed.es.

Bone fracture assessment

Osteoporotic fractures were adjudicated according to the crite-
ria defined by Warriner and coworkers. Sex, age, and race were all

taken into account and scores ranged from 1 to 9, with the higher
scores representing those fractures most likely due to osteo-
porosis (16). In accordance with the International Classification
of Diseases, Clinical Modification (ICD-CM), we excluded
open clavicle (ICD-CM 810.1-810.3), phalange (ICD-CM
816.1-816.13 and 826.0-826.1), tarsal/metatarsal (ICD-
CM 825.0-825.39), scapula (ICD-CM 811.0-811.19), and
skull/facial (ICD-CM 800.00-804.99) fractures (16). Incident
cases of osteoporotic fractures were initially identified from a
systematic, comprehensive, and standardized annual review of
all the outpatient and inpatient medical records for each partic-
ipant. Information on osteoporotic fractures was updated yearly
through the use of medical records. An independent researcher,
also blinded to the intervention group, confirmed all fracture
events.

Measurements

Data regarding lifestyle habits, medical conditions, and med-
ication use were recorded yearly from baseline to the end of the
intervention. Weight and height were measured with the use of
calibrated scales and a wall-mounted stadiometer and waist cir-
cumference was measured midway between the lowest rib and
the iliac crest. Blood pressure was measured with the use of
a validated oscillometer (Omron HEM705CP; Hoofddorp, The
Netherlands). Fasting blood samples for subsequent biochemical
analysis were taken and frozen until use at —80°C. The validated
Spanish version of the Minnesota Leisure-Time Physical Activity
questionnaire was administered at baseline and yearly (17).

Dietary assessment

A semi-quantitative validated food frequency questionnaire
(FFQ) with 137 items was given to all participants at baseline and
yearly till the end of the intervention (18). The reported frequen-
cies of food consumption were converted into number of intakes
per day and multiplied by the weight of the portion size. Energy
and all nutrient intake were estimated via multiplying each FFQ
item by its nutritional composition according to the Spanish food
composition tables (19, 20). GI values for each food were ex-
tracted from international GI and glycemic load values (21) with
glucose as a reference scale. For foods that were not in the tables,
the mean was calculated for similar foods that were present in the
FFQ.

The total DGL of each meal was determined by multiplying
the total carbohydrates of a specified serving size of the food, the
total number of food portions consumed per day, and its specific
GI. DGI was calculated by dividing glycemic load by total avail-
able carbohydrate intake and multiplying the result by 100 (22,
23). Reproducibility and relative validity, explored via the intra-
class correlation coefficient, were 0.321 and 0.244, respectively,
for DGI (P < 0.001), and 0.846 and 0.525, respectively, for DGL
(P < 0.001) and similar to those of other studies (22) although the
relative validity for DGI was somewhat low. A validated 14-item
MedDiet screening tool was administered to assess the degree of
adherence to the MedDiet (24).

Statistical analysis

The baseline characteristics of participants are shown as means
4 SD and percentages (n). All food consumption data over the
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study period (DGI, DGL, alcohol, total energy, SFAs, MUFAs,
PUFAs, fiber, protein, calcium, and vitamin D) were estimated
as the cumulative average from the baseline to the end of the
intervention period or to the last follow-up FFQ before the occur-
rence of fractures. No significant interaction was found between
the exposure variables and T2D.

Participants were divided into tertiles of cumulative DGI and
DGL via the mean value of all the FFQs available from the base-
line visit to the last FFQ before the fracture event, participant
death (for any reason) or the end of follow-up when participants
had not suffered a fracture. Follow-up time was estimated as the
interval from the baseline visit to the date of the fracture event,
death, or end of follow-up. Multivariate Cox regression analy-
sis was used to assess the relations between cumulative DGI or
DGL in tertiles and the risk of osteoporotic fractures. To assess
the quadratic trend (P-q trend), we assigned the median intake
within each tertile and included the variables into the model as
continuous using a polynomial analysis of the multivariate Cox
regression models. In addition, we estimated the risk of osteo-
porotic fracture using the cumulative DGI and DGL as continu-
ous variables. Results are expressed as HRs and 95% Cls. Covari-
ates were selected based on medical and biological plausibility.
Model 1 was adjusted for age (years), sex, BMI, educational
level (illiterate or primary education, secondary education, or
academic or graduate), leisure time physical activity (Metabolic

TABLE 1

Equivalent of Task-minutes per day), the intervention group, and
smoking status (never, former, or current smoker). Model 2 was
also adjusted for the prevalence of T2D (yes or no), prevalence
of previous fractures (yes or no), use of insulin (yes or no), use
of oral antidiabetic drugs (yes or no), diuretic drugs (yes or no),
glucocorticoids (yes or no), osteoporotic drugs (yes or no), use of
vitamin D supplements (yes or no), and use of estrogens (yes or
no). Model 3 was also adjusted for the yearly updated measure-
ments of intake of alcohol (grams per day) (continuous, adding a
quadratic term), total energy (kilocalories per day), SFAs (grams
per day), MUFAs (grams per day), PUFAs (grams per day), fiber
(grams per day), protein (grams per day), calcium (milligrams per
day), and vitamin D (micrograms per day). In addition, we con-
ducted 2 different sensitivity analyses, first excluding the early
cases of incident osteoporosis (accounted during the first year of
the study) and second by quartiles. All statistical significance lev-
els were set at P < 0.05 for all tests for bilateral contrast. Statisti-
cal analyses were carried out with SPSS 21.0 for Windows (IBM,
Chicago, IL).

RESULTS

We documented 114 incident cases of osteoporosis-related
fractures during a median follow-up of 8.9 y (Supplemental
Figure 1). Tables 1 and 2 show the anthropometric and dietary

Baseline anthropometric characteristics of study participants according to tertiles of cumulative average glycemic index and glycemic load'

Glycemic index

Glycemic load

Variable T1 (n = 290) T2 (n = 290) T3 (n=290) Pvalue TI (n=290) T2 (n = 290) T3 (n=290) P value
Age,y 68 £ 6 68 £ 6 67 £ 6 0.273 68 + 6 68 £ 6 67 £ 6 0.115
Women, % (n) 66.6 (193) 56.9 (165) 42.1(122) <0.001 69.7 (202) 59.3 (172) 36.6 (106) <0.001
Body weight, kg 749 £+ 109 75.0 £ 10.5 77.6 £ 10.6 0.003  75.1 £ 10.8 75.5 £ 10.8 77.0 £ 10.6 0.072
BMI, kg/m? 29.8 + 3.5 29.4 + 3.3 29.7 £+ 3.1 0214  30.0 + 34 29.7 + 3.4 29.3 + 3.0 0.035
Waist circumference, cm  100.4 £ 8.7 100.6 + 8.8 102.6 + 8.8 0.003 100.8 + 8.7 101.2 £ 9.1 101.6 + 8.8 0.617
Leisure-time energy 2589 £+ 2295 2734 4+ 2946 2532 + 2619 0.634 229.1 + 213.0 257.8 £ 251.0 298.7 £ 312.2 0.006
expenditure in physical
activity, MET min/d
Smoking status, % 69.0,7.6,23.4 63.4,12.8,23.8 53.4,15.9,30.7 0.002 70.3,83,214 67.9,9.0,23.1 47.6,19.0,33.5 <0.001
(never, current, former)
Educational level, % (n) 0.781 0.412
Primary education 76.2 (221) 75.9 (220) 76.2 (221) 77.6 (225) 77.6 (225) 73.1(212)
Secondary education 16.6 (48) 17.6 (51) 18.6 (54) 15.5 (45) 16.2 (47) 21.0 (61)
Academic/graduate 7.2 (21) 6.5 (19) 5.2 (15) 6.9 (20) 6.2 (18) 5917)
History of osteoporotic 16.6 (48) 14.1 (41) 21.4 (62) 0.064 16.9 (49) 17.2 (50) 17.9 (52) 0.945
fractures, % (n)
Diabetes, % (n) 68.3 (198) 57.2 (166) 30.3 (88) <0.001 63.8 (185) 56.9 (165) 35.2(102) <0.001
Medication use, % (n)
Diuretics 27.6 (80) 21.4(62) 25.5 (74) 0.212 28.3 (82) 24.5 (71) 21.7 (63) 0.186
Insulin 9.0 (26) 6.9 (20) 1.7 (5) 0.001 9.0 (26) 6.2 (18) 2.4(7) 0.003
Oral glucocorticoids 1.4 (4) 1.0 (3) 1.7 (5) 0.776 1.7 (5) 0.3 (1) 2.1(6) 0.170
Osteoporosis drugs 14.8 (43) 10.3 (30) 8.6 (25) 0.051 13.1 (38) 14.1 (41) 6.6 (19) 0.007
Oral antidiabetic drugs 49.3 (143) 36.9 (107) 17.6 (51) <0.001 43.8 (127) 38.3(111) 21.7 (63) <0.001
Estrogens 3.4 (10) 2.8 (8) 0.7 (2) 0.256 3.4 (10) 2.1(6) 1.4 (4) 0.580
Vitamin D supplement 18.4 (45) 10.7 (31) 10.7 (31) 0.124 13.8 (40) 14.8 (43) 8.3(24) 0.036
Intervention group, % (n) 0.678 0.486
MedDiet + EVOO 33.8 (98) 34.1 (99) 32.4 (94) 32.8 (95) 36.9 (107) 30.7 (89)
MedDiet + nuts 35.9 (104) 31.8 (92) 32.1(93) 32.1(93) 31.4 (91) 36.2 (105)
Control diet 30.3 (88) 34.1 (99) 35.5(103) 35.1(102) 31.7 (92) 33.1 (96)

Data are expressed as means £ SD or % (n) unless otherwise indicated. P value was calculated with ANOVA test (quantitative variables) and chi-square
test (qualitative variables). EVOO, extra virgin olive oil; MedDiet, Mediterranean Diet; MET, Metabolic Equivalent of Task; T, tertile.
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TABLE 3
Risk of osteoporotic fracture according to quality and quantity of carbohydrate consumption'

TI (n =290) T2 (n = 290) T3 (n=290) P g-trend 1-point increase
Mean dietary glycemic index 44.85 £ 1.33 4791 £ 0.81 51.54 £2.03
Fracture event, % (n) 16.20 (47) 9.70 (28) 13.40 (39)
Crude model 1 (Ref.) 0.57 (0.36, 0.92) 0.83 (0.54, 1.27) 0.066 0.97 (0.91, 1.03)
Multivariable model? 1 (Ref.) 0.65 (0.40, 1.04) 1.06 (0.69, 1.64) 0.101 1.00 (0.94, 1.07)
Multivariable model? 1 (Ref.) 0.69 (0.43, 1.10) 1.14 (0.70, 1.83) 0.132 1.01 (0.94, 1.09)
Multivariable model* 1 (Ref.) 0.84 (0.51, 1.40) 1.80(1.03, 3.15) 0.016 1.10 (1.01, 1.20)
Mean glycemic load 81.18 £9.55 104.60 + 5.91 140.07 £ 20.52
Fracture event, % (n) 16.60 (48) 11.70 (34) 11.00 (32)
Crude model 1 (Ref.) 0.69 (0.44, 1.07) 0.67 (0.43, 1.04) 0.122 0.99 (0.98, 1.00)
Multivariable model? 1 (Ref.) 0.75 (0.48, 1.16) 0.94 (0.59, 1.50) 0.411 1.00 (0.99, 1.00)
Multivariable model 1 (Ref.) 0.77 (0.50, 1.21) 1.04 (0.63, 1.70) 0.418 1.00 (0.99, 1.00)
Multivariable model* 1 (Ref) 1.26 (0.70, 2.29) 3.20(1.25, 8.18) 0.022 1.03 (0.99, 1.07)

! Cox regression models were used to evaluate the risk of osteoporotic fracture event by tertiles of the dietary glycemic index and tertiles of glycemic load.
Results are expressed as HRs (95% Cls), means & SDs, or % (n). Ref., reference; T, tertile.

2Model: Adjusted for age (years), sex, BMI (kg/m?), educational level (illiterate/primary education, secondary education, academic/graduate), leisure time
physical activity [Metabolic Equivalent of Task-minutes per day], the intervention group, and smoking status (never, former, or current smoker).

3Model: In addition, adjusted for prevalence of diabetes (yes or no), prevalence of previous fractures (yes or no), use of insulin (yes or no), use of oral
antidiabetic drugs (yes or no), use of diuretic drugs (yes or no), use of glucocorticoid drugs (yes or no), use of osteoporotic drugs (yes or no), use of vitamin D

supplements (yes or no), and use of estrogens (yes or no).

4Model: In addition, adjusted for alcohol intake (grams per day) (continuous, adding a quadratic term), total energy intake (kilocalories per day), SFA
intake (grams per day), MUFA intake (grams per day), PUFA intake (grams per day), fiber intake (grams per day), protein intake (grams per day), calcium

intake (milligrams per day), and vitamin D intake (micrograms per day).

characteristics of the study participants at baseline, according to
tertiles of DGI and DGL. Participants in the lowest tertile of DGI
were likely to be women and nonsmokers, and had a lower waist
circumference, body weight, and higher prevalence of T2D com-
pared with the participants in the highest tertile. There were no
significant differences in age, BMI, physical activity, intervention
group, education level, medication (except for insulin, which was
significantly lower in the third tertile than in the other tertiles),
previous fractures, fiber, or vitamin D intake between tertiles of
DGI. Likewise, there were no significant differences in age, waist
circumference, intervention group, education level, previous frac-
tures, or dairy product intake between tertiles of DGL.

In Table 3 we show the HRs and 95% ClIs for the associa-
tion between DGI or DGL and osteoporotic fractures. We ob-
served that the risk of osteoporosis-related fractures was higher
in the highest tertile of DGI and DGL than in the reference ter-
tile (DGI HR: 1.80; 95% CI: 1.03, 3.15; DGL HR: 3.20; 95%
CI: 1.25, 8.18) after adjusting for anthropometric, demographic,
and medical variables such as sex, age, BMI, physical activity,
prevalence of T2D, previous fractures, use of insulin, glucocor-
ticoids, or osteoporotic drugs, and nutritional variables such as
total energy intake, consumption of alcohol, protein, fiber, cal-
cium, or vitamin D. The marked amplification of the effect of
DGL in the risk of bone fractures observed in the fully adjusted
model was mainly driven by total energy intake. When analyzed
as a continuous variable, a significant increased risk of osteo-
porotic fractures was observed per 1-point increase in DGI (HR:
1.10; 95% CI: 1.01, 1.20, P value = 0.033), showing a trend to
statistical significance for DGL (HR: 1.03; 95% CI: 0.99, 1.07,
P value = 0.076). Similarly, when we included fasting glucose
concentrations into the full adjusted model instead of the presence
of T2D, the association between DGI and the risk of osteoporotic
fracture remained significant (HR: 1.10; 95% CI: 1.01, 1.20,
P value = 0.032).

The results of several sensitivity analyses were consistent with
the findings of the primary analysis. When the events observed
in the first year were excluded, a trend to a higher risk of os-
teoporotic fractures was observed for both higher DGI and DGL
(DGI HR: 1.62; 95% CI: 0.90, 2.93; DGL HR: 2.56; 95% CI:
0.98, 6.71). When participants were analyzed by quartiles of
exposure variables, results did not reach statistical significance
(Supplemental Table 1).

DISCUSSION

In this prospective study conducted in elderly participants at
high cardiovascular risk, we demonstrated for the first time, to
our knowledge, that higher DGI and DGL are associated with an
increased risk of osteoporotic fractures, even after adjusting for
potential confounders.

The concept of DGI was introduced by Jenkins et al. (25) in
1981 to measure the quality of carbohydrates in relation to the
availability of glucose after food ingestion. DGL was later de-
fined as the mathematical product of the DGI and the carbohy-
drate content of the specific food and is considered the overall
indicator of the glucose response and insulin demand induced
by a serving of food (23). Since then, several epidemiologic and
clinical trials have analyzed the relation between DGI or DGL
and several chronic diseases. A meta-analysis of 37 observational
studies concluded that diets with high DGI or DGL increased the
risk of T2D, heart disease, and several types of cancer (26). Be-
cause bone remodeling processes have mechanisms in common
with other chronic diseases such as T2D or cardiovascular dis-
eases (3), the inverse association between low DGI or DGL and
the risk of osteoporotic fractures observed in our study is not sur-
prising.

T2D is commonly associated with an increased risk of
osteoporosis-related fractures (3, 27) and many studies have
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demonstrated a detrimental role of hyperglycemia uncontrolled
in bone metabolism (4, 28). In this regard, animal and in vitro
studies have demonstrated that high glucose concentrations mod-
ify the osteoblast and osteoclast function by overstimulating the
insulin signaling pathways and have an inhibitory effect on os-
teoblast cells that leads to abnormal bone growth and higher bone
fragility (5, 29-32). Hyperglycemia also stimulates the produc-
tion of advanced glycation end products which increase the pro-
duction of cross-links between collagens and the fragility of the
human bone (33), and induce cellular apoptosis and inflamma-
tion (34-37). Inflammation and oxidation, both of which are in-
volved in the physiopathology of cardiometabolic disorders, have
a deleterious effect on bone metabolism. High serum IL-6 con-
centrations have been associated with osteoporosis (38, 39) and
an increased incidence of nontraumatic fractures in older white
women (38, 40, 41). Similarly, in vitro studies have demonstrated
that IL-6 has a stimulatory effect on osteoclasts, thereby increas-
ing the rates of bone remodeling and bone loss (42, 43). TNF«
was also related to an increased risk of fracture (44), stimulat-
ing bone resorption and inhibiting bone formation in vitro (45).
Other cytokines, commonly recognized as a key regulator of bone
metabolism, such as the osteoprotegerin/receptor activator of NF-
kB/receptor activator of NF-«B ligand (OPG/RANK/RANKL)
triad and osteocalcin, have recently been related to insulin resis-
tance and glucose metabolism (46—49). The modulatory effect
on hyperglycemia, insulin resistance, inflammation, and oxida-
tive stress attributed to low-DGI and -DGL diets could explain
our findings (11, 22). We found that participants in the highest
tertile of DGI and DGL had an increased risk of osteoporotic frac-
ture, independent of other potential confounders including sex or
T2D. Similarly, the continuous model showed a 10% increased
risk of fractures per 1-point increase in DGI. Since the associa-
tion remained significant even after adjusting for fasting plasma
glucose, our results support the contention that other factors be-
yond glucose per se may play a significant role in bone health.
Some limitations of our study need to be mentioned. First, the
lack of information regarding inflammation and oxidative stress
in our study population does not enable us to propose any poten-
tial mechanisms to explain our findings. Second, since the study
was conducted in elderly subjects at high risk of cardiovascular
disease from a Mediterranean region following a diet rich in veg-
etables and fruit in only one recruiting center from the PRED-
IMED study, our results could not be generalized to other popu-
lations. In a similar manner, DGI and DGL are lower than those
in other populations and differences across tertiles are modest.
These differences could be probably explained by the fact that
MedDiet is a plant-based dietary pattern rich in low—glycemic
index food such as whole grains, vegetables, nuts, legumes, and
olive oil. Other populations following high-DGI and -DGL diets
would gain much more benefit in reducing their DGI and DGL
to decrease their risk of osteoporotic fractures. Third, since the
study was observational, we cannot discard some residual con-
founding, although the analysis was adjusted for potential con-
founders. Fourth, some dietary measurement errors derived from
collecting the dietary data via validated FFQs that were not de-
signed to estimate DGI and DGL. Finally, estimations of DGI
values obtained from international DGI tables could be misrep-
resented because food properties may fluctuate across countries.
The major strengths of the study are the long follow-up period
and the use of repeated dietary measurements, which allow us to

reduce the random measurement error produced by within-person
variation and dietary changes during follow-up; the control for
many potential confounding variables; the use of an objective
score to identify fractures although the weakness of this system is
that it is based on fracture groups which were identified by diag-
nostic codes; and the inclusion of sensitivity analyses with similar
trends.

In conclusion, our results suggest that high DGI and high DGL
are associated with a major risk of osteoporosis-related fractures
in an elderly Mediterranean population at high cardiovascular
risk. Further studies are needed to confirm this potential delete-
rious effect of high DGI and DGL diets on bone metabolism and
osteoporotic fractures and to determine the potential mechanisms
underlying these findings.
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RESULTADOS

Resumen
Introduccion

El hueso contribuye a mantener el equilibrio acido-base como sistema
amortiguador del pH sanguineo. La composicion de la dieta también
afecta el equilibrio &cido-base. Varios estudios han relacionado un
desequilibrio en el sistema 4cido-base con cambios en la densidad y
estructura de la masa 6sea, aunque algunos estudios prospectivos y
meta-analisis sugieren que la carga acida no tiene un efecto deletéreo
sobre el hueso.

Objetivo

El objetivo de este estudio fue examinar las asociaciones entre la carga
de 4cido renal potencial (PRAL) y la produccion neta de dcido endogeno
(NEAP) con el riesgo de fracturas osteopordticas y la densidad mineral
0sea (DMO) en 2 poblaciones mediterrdneas de mediana edad y

ancianos.
Métodos

Realizamos un andlisis longitudinal que incluyo a 870 participantes del
estudio PREDIMED y un andlisis transversal que incluy6 a 1134
participantes del estudio PREDIMED-Plus. Los participantes eran
adultos de 55 a 80 afios de edad con alto riesgo cardiovascular
(PREDIMED) o con sobrepeso/obesidad y sindrome metabdlico segun
la definicion de la Federacion Internacional de Diabetes, la Asociacion
Estadounidense del Corazén y la Asociaciéon Nacional del Corazén
(PREDIMED-Plus). El PRAL y NEAP se calcularon a partir de
cuestionarios validados de frecuencia alimentaria. La DMO se midi6
mediante exploraciones DXA. La informacion sobre fracturas se obtuvo
de los registros médicos. La asociacion entre PRAL y NEAP con el riesgo
de fractura se evalué con modelos multivariables de regresion de Cox.
Las diferencias de DMO entre terciles de PRAL y NEAP basales se
evaluaron con ANCOVA.
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Resultados

Se documentaron un total de 114 fracturaa incidentes en el estudio
PREDIMED después de una media de 5.2 afios de intervencion y 8.9
anos de seguimiento total. Los participantes en el primer (T1) y tercer
tercil (T3) de PRAL y NEAP tenian un mayor riesgo de fractura
osteopordtica en comparacion con el segundo tercil (T2), mostrando una
asociacion en forma de U [HR (IC del 95%): 1.73 (1.03, 2.91) en el T1 y
1.91(1.14,3.19) en el T3 para PRAL y 1.83 (1.08, 3.09) en el T1y 1.87 (1.10,
3.17) en el T3 para NEAP]. En comparacion con los participantes del T1,
los participantes en T2 y T3 de PRAL y NEAP tenian una DMO mas baja
[PRAL: DMO media del fémur total: 1.029 + 0.007 y 1.007 + 0.007 g / cm?;
P =0.006 (T1y T3); NEAP: DMO media del fémur total: 1.032 + 0.007 y
1.009 £ 0.007 g / cm?;, P =0.017 (T1 y T3)].

Conclusiones

Los resultados de nuestro estudio sugieren que dietas que inducen tanto
mayor como menor acidez dietética estan asociados con un mayor
riesgo de fracturas osteopordticas, aunque solo se encontré que las
dietas que inducen mayor acidez tienen una relacion negativa con la
DMO en adultos mayores con condiciones de salud cronicas.
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ABSTRACT

Background: Bone contributes to maintaining the acid-base balance as a buffering system for blood pH. Diet
composition also affects acid-base balance. Several studies have linked an imbalance in the acid-base system to changes
in the density and structure of bone mass, although some prospective studies and meta-analyses suggest that acid load
has no deleterious effect on bone.

Objective: The aim of this study was to examine the associations between potential renal acid load (PRAL) and net
endogenous acid production (NEAP) and the risk of osteoporotic fractures and bone mineral density (BMD) in 2 middle-
aged and elderly Mediterranean populations.

Methods: \We conducted a longitudinal analysis including 870 participants from the PREvencion con Dleta
MEDiterranea (PREDIMED) Study and a cross-sectional analysis including 1134 participants from the PREDIMED-Plus
study. Participants were adults, aged 55-80 vy, either at high cardiovascular risk (PREDIMED) or overweight/obese
with metabolic syndrome (PREDIMED-Plus), as defined by the International Diabetes Federation, the American Heart
Association, and the National Heart Association. PRAL and NEAP were calculated from validated food-frequency
questionnaires. BMD was measured using DXA scans. Fracture information was obtained from medical records. The
association between mean PRAL and NEAP and fracture risk was assessed using multivariable-adjusted Cox models.
BMD differences between tertiles of baseline PRAL and NEAP were evaluated by means of ANCOVA.

Results: A total 114 new fracture events were documented in the PREDIMED study after a mean of 5.2 y of intervention
and 8.9 y of total follow-up. Participants in the first and third PRAL and NEAP tertiles had a higher risk of osteoporotic
fracture compared with the second tertile, showing a characteristically U-shaped association [HR (95% Cl): 1.73 (1.03,
2.91) in tertile 1 and 1.91 (1.14, 3.19) in tertile 3 for PRAL, and 1.83 (1.08, 3.09) in tertile 1 and 1.87 (1.10, 3.17) in tertile
3 for NEAP]. Compared with the participants in tertile 1, the participants in the top PRAL and NEAP tertiles had lower
BMD [PRAL: mean total femur BMD: 1.029 + 0.007 and 1.007 & 0.007 g/cm?Z; P = 0.006 (tertiles 1 and 3); NEAP: mean
total femur BMD: 1.032 + 0.007 and 1.009 + 0.007 g/cm?; P = 0.017 (tertiles 1 and 3)].

Conclusions: The results of our study suggest that both high and low dietary acid are associated with a higher risk of
osteoporotic fractures, although only high dietary acid was found to have a negative relation to BMD in senior adults with
existing chronic health conditions. This trial was registered at http://www.isrctn.com/ as ISRCTN3573963 (PREDIMED)
and ISRCTN89898870 (PREDIMED-Plus). J Nutr2020;00:1-10.

Keywords: bone, fracture, dietary potential acid load, aging, bone mineral density
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Introduction

Loss of bone mineral density (BMD) and its associated
complications affects several million people worldwide and has
become a major economic burden on public health systems
(1). There is, therefore, an urgent need to identify risk factors
associated with the microstructure and health properties of
bone. Aside from age-related progressive demineralization,
loss of bone mass and osteoporosis can be exacerbated by
other factors, including metabolic diseases, the use of certain
medications, genetic factors, and modifiable lifestyle factors
such as smoking and dietary habits, which jeopardize bone
strength and increase the risk of fracture (1-4).

Several studies have linked an imbalance in the acid-base
system to changes in the density and structure of bone mass
(5-7). Mild systematic metabolic acidosis could release calcium
from the bone matrix mediated for increasing osteoplastic
resorption in an attempt to maintain homeostasis, weakening
the bone and thus making it susceptible to fracturing (8, 9).

Diet composition affects the acid-base balance in the body.
Foods from animal sources, such as cheese, fish, and meat,
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have more acid precursors, while fruit and vegetables are
net alkalinizing in nature (8). Diet-induced low-grade acidosis
could also affect bone health, reducing BMD and increasing
its fragility (9). Cross-sectional studies suggest that bone could
contribute to the neutralization of the dietary acid load with a
detrimental effect on BMD (10, 11). Both potential renal acid
load (PRAL) and net endogenous acid production (NEAP) are
commonly used as theoretical models to estimate the dietary
intake of certain nutrients in order to measure the acid-base
load of a diet and estimate renal net acid excretion (8, 12).
A prospective analysis conducted in youth found a positive
association between urinary citrate, a biomarker that depends
on both the diet and metabolism acid-base balance, and several
parameters of bone quality and geometry. In addition, 15 y
later, the authors reported that fracture risk was inversely
associated with urinary citrate and positively associated with
urinary PRAL in women but not in men (13). Under this
hypothesis, a high-acid diet would contribute to an increased
risk of osteoporosis and fractures due to the loss of bone
mass, while the intake of base-producing foods could potentially
prevent the acid-related loss of bone (11). In fact, it is possible
that the diet of older people with altered renal function and
renal acid-excretory ability as well as other diseases that
can affect the acid-base balance may result in an imbalance
capable of increasing bone demineralization (14). However,
some observational studies and meta-analyses dispute the claim
that acid load has a deleterious effect on bone in the general
population, which opens the debate about the bone health
benefits of base-forming diets (15-17). In 4672 elderly Dutch
people, energy-adjusted NEAP was inversely associated with
trabecular bone integrity but not with BMD (15). In a cross-
sectional analysis conducted in the NHANES involving 1218
men >60 y old, lower femoral BMD was associated with
a higher PRAL (7). In 8188 women and 6375 men aged
40-79 y from the European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition (EPIC) study, both higher PRAL and
higher NEAP were associated with lower calcaneal broadband
ultrasound attenuation (BUA) in women, but not with incident
fractures (11). Therefore, the present study primarily aimed
to determine whether there are any associations between
PRAL and NEAP, 2 indicators of the dietary acid-base load,
and osteoporotic fractures in a study conducted in a senior
Mediterranean population at high cardiovascular risk. A
secondary aim was to ascertain whether PRAL and NEAP are
related to BMD in another independent study conducted in a
senior Mediterranean population with overweight/obesity and
metabolic syndrome.

Methods

Subjects and study design

Participants from 2 independent studies [PREvencién con Dleta
MEDiterranea (PREDIMED) and PREDIMED-Plus] were included in
the present analysis.

Subjects and study design of the PREDIMED study

A longitudinal analysis of osteoporotic fractures was conducted for
870 participants in the PREDIMED study who were recruited in
our center (Supplemental Figure 1). PREDIMED is a multicenter,
randomized, and parallel-group trial conducted between 2003 and 2010
to assess the effectiveness of a Mediterranean diet in the prevention
of cardiovascular diseases. An extended follow-up for clinical events
ended in August 2015. A total of 56 participants were not randomly
assigned and were assigned to the same intervention group because
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they shared a household. The detailed protocol study is available at
http://www.predimed.es and has been published previously (18). Briefly,
participants were randomly assigned either to a Mediterranean diet
group supplemented with extra-virgin olive oil, a Mediterranean diet
group supplemented with nuts, or a low-fat diet group. Participants
were women aged 60 to 80 y and men aged 55 to 80 y with a high
risk of cardiovascular disease—that is, with either type 2 diabetes
(T2D) or >3 of the following criteria: hypertension (systolic blood
pressure >140 mm Hg or diastolic blood pressure >90 mm Hg, or
antihypertensive drug use), hypercholesterolemia (high LDL cholesterol
>160 mg/dL or medication), low HDL cholesterol (<50 mg/dL in
women or <40 mg/dL in men), overweight or obesity [BMI (in kg/m?)
>25], current smoker, or family history of premature coronary heart
disease.

Subjects and study design of the PREDIMED-PLUS
study

A cross-sectional analysis of bone density parameters was performed
in the PREDIMED-Plus study, a multicenter, randomized, and parallel-
group trial conducted in 6874 overweight or obese women and men
aged 60 to 75 and aged 55 to 75 vy, respectively (Supplemental Figure
2). From the total number of participants, only 1134 underwent a DXA
scan and were included in the present analysis. The participants had a
BMI >27 and <40 and metabolic syndrome defined in keeping with the
updated harmonized criteria of the International Diabetes Federation,
the American Heart Association, and the National Heart Association
(19). The protocol and study information can be found at http:/predim
edplus.com.

Both studies are registered at http://www.isrctn.com/ (PREDIMED:
ISRCTN3573963; PREDIMED-Plus: ISRCTN89898870). The proto-
cols and procedures were conducted according to the ethical standards
of the Declaration of Helsinki and approved by the relevant institutional
ethics review boards at each study center. All participants in both trials
provided written informed consent.

Bone assessment

For the purposes of this study, we considered osteoporotic fractures to
be those that occurred at anatomic sites and under circumstances that
most likely indicate osteoporosis according to the standards determined
by Warriner et al. (19). These standards describe and assign scores for
several fracture-risk groups according to age, sex, and race, with higher
scores representing the most probable fractures due to osteoporosis. For
this study, we included fractures with scores of >5. We did not include
fractures located in the open clavicle [International Classification of
Diseases, Clinical Modification (ICD-CM), 810.1-810.3], phalange
(ICD-CM 816.1-816.13 and 826.0-826.1), tarsal/metatarsal (ICD-CM
825.0-825.39), scapula (ICD-CM 811.0-811.19), or skull/face (ICD-
CM 800.00-804.99) in accordance with the ICD-CM. New cases of
osteoporosis-related fractures were classified following a standardized
systematic annual review of all medical records of each PREDIMED
participant by qualified professionals and were confirmed by an
independent researcher.

BMD (g/cm?) at total femur (TF), lumbar spine (LS; from L1 to
L4), femur neck (FN), trochanter (TR) and femoral diaphysis (FD)
area sites was measured in PREDIMED-Plus participants using DXA
scans (Lunar iDXA and DXA Lunar Prodigy Primo; GE Healthcare)
administered by qualified radiology technicians. The T-scores for TFE, LS,
FN, and TR were estimated using the manufacturer’s reference values
for the Spanish adult population included in the DXA machine and
BMD report. T-scores were estimated considering reference population,
sex, age, weight, and height. The BMD of the femoral area sites was
measured on the nondominant side.

Dietary assessment

Dietary intake was estimated using semi-quantitative food-frequency
questionnaires (FFQs) (20). In the PREDIMED study, we gave a
validated 137-item FFQ to all participants yearly from baseline to
the end of the intervention period. In the PREDIMED-Plus we gave
participants a 143-item FFQ. All dietary characteristics (i.e., mean

PRAL/day, mean NEAP/day, mean energy intake/day, and the nutrients
present in the analysis) were assessed from FFQs (administered in yearly
intervals) and averaged for each subject over his or her own multi-
annual intervention period according to the Spanish nutritional food-
composition tables (21, 22). We have defined these variables as the
yearly mean intake of each dietary characteristic. Both PRAL and NEAP
are theoretical models based on dietary intakes of certain nutrients.
PRAL predicts the renal net acid excretion considering the mineral and
protein composition of foods, their intestinal absorption rates, sulfur
metabolism, and the urinary excretion of organic acids (8). Estimated
dietary NEAP is a reflection of the total amount of acid excreted, which
is higher when the amount of anions exceeds that of cations during
kidney filtration (23). PRAL was estimated with the algorithm defined
by Remer and Manz (8): PRAL (mEq/d) = (0.49 - g protein intake/d)
+ (0.037 - mg phosphorus/d) — (0.021 - mg potassium/d) — (0.013
- mg calcium/d) — (0.026 - mg magnesium/d). NEAP was estimated
using the equation developed by Frassetto et al. (12): NEAP (mEq/d)
= 54.5 . (g protein/mEq potassium) — 10.2. Both estimations were
calculated using individual nutritional values (i.e., protein, phosphorus,
potassium, calcium, and magnesium) obtained from the FFQ. Negative
PRAL values indicate that the diet tends to produce alkalinizing salts,
while positive values indicate an acid-load diet. In the same way, lower
NEAP values are associated with alkaline-load diets while higher values
indicate acid-load diets.

Measurements

Weight and height were taken with calibrated scales and a wall-fixed
stadiometer. BMI was calculated as weight (kilograms) divided by
the square of height (meters squared). Trained staff collected yearly
questionnaires from the participants to obtain information on lifestyle
habits, medical conditions, and medication at baseline and at the end
of the study for both interventions. The validated Spanish version
of the Minnesota Leisure-Time Physical Activity Questionnaire was
applied in the same time frame (24). Based on serum creatinine
measurements, the glomerular filtration rate was estimated (eGFR) in
mL/(min 1.73 m?) using the CKD-EPI (CKD Epidemiology
Collaboration) equation for whites as a measure of kidney
function (25).

Statistical analysis

General and dietary characteristics at baseline are presented as
means + SDs when variables were quantitative and had normal
distribution or as medians (IQR) for non-normal distribution, and
as percentages (n) for categorical variables. Differences between the
2 study populations were tested with 1-factor ANOVA and a chi-square
test.

To evaluate the longitudinal association between PRAL or NEAP
and the occurrence of osteoporotic fracture in the PREDIMED study,
we divided the participants into tertiles for the yearly mean of PRAL or
NEAP from the first FFQ at the baseline visit to the last FFQ before the
fracture occurred, or until the end of follow-up or death in those who
did not have osteoporotic fractures. Similarly, nutritional secondary
adjusting variables (carbohydrate, fatty acids, fiber, and vitamin D
consumption) were estimated as the yearly mean from the baseline visit
to the final visit intervention, the last FFQ before the fracture occurred,
or death. We analyzed the relation between the yearly mean PRAL and
NEAP for tertiles and continuous variables and the risk of osteoporotic
fracture with 3e multivariable Cox proportional regression models with
robust variance estimators and considering intracluster correlations. For
this purpose, the participants who shared a household were defined as
clusters and were considered in the Cox models as a cluster variable. The
first model was adjusted for age (years), sex, BMI (kg/m?), leisure-time
physical activity [metabolic equivalent of task (MET)-minutes/day],
educational level (illiterate/primary education, secondary education,
and academic/graduate), the intervention group, and smoking status
(never, former, current smoker). The second model was also adjusted for
the eGFR [mL/(min - 1.73 m2)], the prevalence of diabetes (yes/no), the
prevalence of previous fractures (yes/no), the prevalence of hypertension
(yes/no), use of insulin (yes/no), use of estrogen drugs (yes/no), use of
vitamin D and calcium supplements (yes/no), use of osteoporotic drugs
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(yes/no), the total yearly mean intake of carbohydrates (grams/day),
fatty acids (grams/day), fiber (grams/day), vitamin D (micrograms/day),
and energy intake (kilocalories/day). Furthermore, we used a Cox
regression analysis to assess the quadratic trend, assigning the median
value of each tertile. Because the means of PRAL and NEAP showed
a significant U-shape and the quadratic trend P values (P g-trend)
were significant, the second tertile was established as the tertile of
reference and the shape of the association was visually inspected using
a restricted cubic spline with 3 knots placed at the 10th, 50th, and
90th percentiles of the PRAL score. The reference value was assigned to
zero as a neutral value of PRAL for calculating HRs and 95% CIs. The
results are presented as HRs and 95% ClIs. The assumption of the Cox
proportional hazard was checked with the Schoenfeld residuals using
the “cox.zph” function in the “Survival” package (P = 0.89 for the
most-adjusted PRAL model and P = 0.91 for the most-adjusted NEAP
model).

To assess the cross-sectional associations between PRAL or NEAP
and BMD in the PREDIMED-Plus study, we categorized participants
into tertiles of baseline PRAL and NEAP values. We used ANOVA and
ANCOVA for the crude and adjusted model, respectively. The latter was
adjusted for sex, age (years), smoking status (never, current, former),
leisure-time physical activity (MET/day), educational level (illiter-
ate/primary education, secondary education, and academic/graduate),
glycated hemoglobin, the prevalence of obesity (yes/no), the prevalence
of osteoporosis (yes/no), eGFR [mL/(min - 1.73 m?)], total energy
intake (kilocalories/day), use of calcium and/or vitamin D supplements
(yes/no), use of hormonal treatment (yes/no), use of osteoporotic drugs
(yes/no), and use of insulin (yes/no). The assumptions of the ANCOVA
models were checked using visual or quantitative methods. All graphs
and tests (Shapiro-Wilk test and Levene’s tests) yielded models that met
the independence of observations, homogeneity of variance (all Levene’s
test P values >0.05), and normality of residuals (all Shapiro-Wilk test
P values >0.05) criteria. Additionally, as described above, we assessed
the quadratic trend, assigning the median score within each tertile,
and using these scores as continuous variables in a multivariable linear
regression model. We used the Tukey test to make multiple comparisons
between tertiles. For this analysis, we used the official PREDIMED-
Plus database updated on 13 June 2017. Possible interactions within
sex x PRAL or sex x NEAP were evaluated using the likelihood
ratio test. The fully adjusted models were compared with the same
models plus interaction product terms. Because there were no effect
modifications (P > 0.05), all of the analyses were performed with the
complete study population in both trials. In addition, we conducted
different sensitivity analyses. First, we repeated the PREDIMED-Plus
database analyses using BMD T-scores (FD was not repeated for
lack of T-score estimations). Second, we excluded participants with a
history of fractures in both databases. Third, we excluded participants
with fractures that occurred during the first year of intervention in
the PREDIMED database. And finally, we excluded participants who
take calcium and/or vitamin D supplements in both populations. The
confounder variables included in the models were considered when
significant differences were found across tertiles, based on known
biological plausibility or considering their statistical influence on the
present data. We considered statistically significant P values <0.05 for
all tests with bilateral contrast. All statistical analyses were performed
using the R software v 3.3.2 (www.r-project.org) (R Development
Core Team, 2012), including the “Survival” v2.41-3 package for the
Cox regression analysis and the “effects” v3.1-2 package for multi-
variable ANCOVA. The restricted cubic spline was constructed using
Stata Statistical Software, release 14 (StataCorp LP, College Station,
TX).

Results

A summary of the main sociodemographic, anthropometric, and
clinical characteristics of the participants from the 2 studies
is presented in Table 1. There were no significant differences
in the percentage of sexes, BMI, physical activity expenditure,
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smoking habit, educational level, previous fractures, or use
of drugs (except for calcium and vitamin D supplements)
between the PRAL tertiles in the PREDIMED trial. Similarly,
there were no significant differences in the percentage of sexes,
prevalence of previous fractures, T2D, hypertension, or the
use of drugs between the PRAL tertiles in the PREDIMED-
Plus trial. However, BMIL, physical activity, smoking status, and
educational level were significantly different between the PRAL
tertiles in the PREDIMED-Plus study participants, unlike in the
PREDIMED study.

Table 2 shows the baseline dietary characteristics in
both studies. The intake of proteins, total fatty acids, both
SFAs and MUFAs, calcium, and phosphorus was significantly
greater, whereas fiber and potassium intake was lower, in
the participants in the highest tertile than those in the lower
2 tertiles in both study populations (P < 0.05). Furthermore, the
intake of carbohydrates, vitamin D, and magnesium was higher
in the third PRAL tertile in the PREDIMED-Plus participants
(P < 0.05) but not in the PREDIMED group. Differences in
the yearly mean nutrient intake according to PRAL tertiles
are shown in Supplemental Table 1. As in the main tables,
Supplemental Table 1 shows that total energy intake and the
yearly mean intake of protein, total fatty acids, vitamin D, and
phosphorus were significantly higher, and fiber and potassium
intakes were lower, in the third PRAL tertile in the PREDIMED
study population (P < 0.05).

Table 3 shows the association between PRAL and NEAP and
the risk of osteoporotic fracture. A total of 114 new fracture
events were documented in the PREDIMED study after a mean
of 5.2 y of intervention and 8.9 y of total follow-up. The
participants in the highest PRAL or NEAP tertiles had a 91%
(HR: 1.91; 95% CI: 1.14, 3.19) or 87% (HR: 1.87; 95% CI:
1.10, 3.17) greater risk of osteoporotic fractures than those
in the middle tertile, respectively. Likewise, the lowest tertile
of the 2 scores showed a 73% (HR: 1.73; 95% CI: 1.03,
2.91) and 83% (HR: 1.83; 95% CI: 1.08, 3.09) higher risk
of fracture compared with the second tertile, respectively, after
adjusting for sociodemographic, anthropometric, and clinical
variables. The restricted cubic spline analysis (Figure 1) suggests
a nonlinear association between PRAL and fracture risk (P-
nonlinearity = 0.007).

The comparative relations between BMD and PRAL are
shown in Table 4 and between BMD and NEAP in Table 5.
The highest PRAL tertile was significantly associated with lower
BMD at the TFE, FN, TR, and FD but not at the LS. Similarly, the
highest NEAP tertile was associated with lower BMD at the TF,
FN, and TR but not at the LS and FD. Supplemental Tables 2
and 3 show the analyses between T-scores and PRAL or NEAP.
In the same trend, the highest PRAL and NEAP tertiles were
significantly associated with a lower T-score at the TF, FN, and
TR in the adjusted models.

None of the results of any of the sensitivity analyses differed
from our principal findings (Supplemental Tables 4-10). When
we excluded subjects with a previous history of fractures
(151 participants in the PREDIMED, 10 participants in the
PREDIMED-Plus), the fracture risk was significantly higher in
the first tertile [HR (95% CI): 1.94 (1.09, 3.02) and 1.99 (1.12,
3.54) for PRAL and NEAP, respectively]. BMD was significantly
lower in the third tertile for all locations except for the LS and
FD. Similar findings were obtained when we excluded incident
cases of osteoporosis-related fractures that occurred during the
first year of follow-up in the PREDIMED study (z = 7) [HR
(95% CI): 1.68 (1.00, 2.84) and 1.77 (1.03, 3.02) for PRAL
and NEAP, respectively].
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TABLE 1 Baseline characteristics of study participants according to tertiles of PRAL’

PREDIMED trial PREDIMED-Plus trial
Variable T1(n=290) T2 (n=290) T3 (n=290) P T1(n=368) T2 (n=367) T3 (n=367) P
Age,y 67 +6 68 +6 67 +6 0.018 66 +5 65+5 64 +5 <0.001
Women, % (n) 56 (163) 58 (169) 51(148) 0.196 52 (190) 47 (174) 44(163) 0.143
BMI, kg/m? 296 +£3.1 299+33 294+35 0.196 322+32 327+33 330+£35 0.006
Leisure-time energy expenditure in 276 £ 274 250 £ 257 260 + 259 0.486 431 + 381 392 + 352 343 £+ 307 0.003
physical activity, MET-min/d
Smoking status, % (n)
Never 60 (175) 68 (196) 58 (168) 0.200 46 (168) 44(161) 36(131) 0.015
Current 15 (42) 8(24) 13(39) 10(38) 11(39) 16 (60)
Former 25(73) 24.(70) 29 (83) 44(162) 45(168) 48(176)
Educational level, % (n)
Illiterate/primary 78 (226) 76 (222) 74(214) 0.776 56 (208) 54 (200) 45 (164) 0.019
Secondary 15 (42) 18(52) 20(59) 27(99) 27 (101) 34(126)
Academic/graduate 7(22) 6(16) 6(17) 17 (61) 18 (67) 21(77)
Previous fractures, % (n) 15(42) 22(63) 16 (46) 0.050 1(5) 0(1) 1(4) 0.269
Diabetes, % (n) 46 (134) 52 (152) 57 (166) 0.029 25(92) 19(70) 22(79) 0.143
Arterial hypertension, % (n) 90 (261) 85 (246) 82 (238) 0.022 83 (306) 83(305) 81(296) 0.624
eGFR, mL/(min - 1.73 m?) 772 +174 755+ 16.4 795 +17.1 0.021 84.6 £132 85.7 £12.7 85.0+13.0 0.453
Medication use, % (n)
Insulin 7(19) 4(12) 7(20) 0.305 4(14) 2(7) 4(14) 0.234
Calcium and vitamin D supplements 12 (35) 14.(41) 8(22) 0.039 4(16) 4(15) 5(17) 0.934
Oral anticoagulants 1(2) 2(5) 1(2) 0.364 16 (59) 11(42) 13(48) 0.104
Oral antidiabetic drugs 32(93) 33(95) 39(113) 0.157 19(69) 14 (53) 15 (56) 0.236
Estrogens 2(7) 2(5) 3(8) 0.604 2(7) 21(6) 3(9) 0.655

Values are means + SDs or % (n). eGFR, estimated glomerular filtration rate; MET-min, metabolic equivalent of task minutes; PRAL, potential renal acid load; PREDIMED,
PREvencion con Dleta MEDiterranea; T, tertile.
2 Pvalues for comparisons of baseline parameters between 3 groups tested by 1-factor ANOVA for the continuous variable or Pearson’s chi-square test for categorical variables.

Discussion To our knowledge, the U-shaped association between dietary
acid load and osteoporotic fractures has never been reported
before. Previous epidemiological studies have reported a U-
shaped relation between dietary acid load and all-cause and
cardiovascular mortality as well as T2D risk (26-28). Data from
2 prospective cohorts, the Swedish Mammography Cohort and
the Cohort of Swedish Men, which included 81,697 men and
women aged 45-84 y, showed that both excess diet alkalinity
and acidity were associated with higher mortality risk after a

In the present study, we found a significant U-shaped association
between PRAL and risk of osteoporotic fractures in a middle-
aged and elderly population at high cardiovascular risk. Both
high and low PRAL and NEAP values are associated with higher
fracture risk. Nonetheless, the acid-forming potential of the diet
was only associated with a lower BMD at different sites in a
middle-aged and elderly population with metabolic syndrome.

TABLE 2 Baseline dietary characteristics of study participants according to tertiles of PRAL'

PREDIMED ftrial PREDIMED-Plus trial

Variable T1(n=290) T2 (n=290) T3 (n=290) P T1(n=2368) T2 (n = 368) T3 (n=367) P

Total energy intake, kcal/d 2260 + 594 2260 + 574 2405 + 600 0.004 2400 + 595 2370 + 521 2610 + 627 <0.001
Protein, g/d 90 + 22 94 + 21 101 + 23 <0.001 92+ 22 96 + 20 108 + 24 <0.001
Carbohydrates, g/d 234 + 76 224 + 69 236 £ 76 0.114 256 & 74 236 + 66 260 + 85 <0.001
Total fatty acids, g/d 100 £ 29 104 £ 31 M £ 31 <0.001 103 £ 30 106 + 26 118 + 30 <0.001
SFAs, g/d 2%+8 27+9 30 £ 10 <0.001 24 + 8 26 +8 32+ 10 <0.001
MUFAs, g/d 51 £ 16 52 + 16 55 £+ 17 0.006 54 £+ 16 54 + 15 60 £+ 16 <0.001
PUFAs, g/d 16+ 6 16 £6 17+£6 0.251 17+8 17 +£7 18+7 0.147
Alcohol, g/d 3(0,11) 2(0,11) 4(0,11) 0914 5(1,14) 6(1,17) 4(1,15) 0.189
Fiber, g/d 2%+8 23+7 22 £7 <0.001 30+8 2% +8 24+ 9 <0.001
Vitamin D, jug/d 6+4 6+3 6£3 0.169 6+3 6£3 743 0.005
Calcium, mg/d 987 + 347 1030 + 350 1070 £ 370 0.021 1020 + 377 993 + 306 1090 + 376 <0.001
Potassium, mg/d 4460 + 1160 4190 + 1018 4080 + 1017 <0.001 4940 + 1083 4290 + 902 4170 + 983 <0.001
Phosphorus, mg/d 1620 + 398 1690 + 399 1820 + 451 <0.001 1710 + 444 1710 + 392 1900 + 466 <0.001
Magnesium, mg/d 372 + 98 364 & 95 370 &+ 101 0.610 425 £ 105 391 + 98 403 & 108 <0.001
PRAL, mEqg/d —10 + 14 —-1+2 9+£12 <0.001 —18+9 —-1+3 13+8 <0.001

"Values are means 4 SDs or medians (IQRs). PRAL, potential renal acid load; PREDIMED, PREvencién con Dleta MEDiterranea; T, tertile.
2 pvalues for comparisons of baseline parameters between 3 groups tested by 1-factor ANOVA for variables with normal distribution or Kruskal-Wallis test for variables with
non-normal distribution.
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TABLE 3 Risk of osteoporotic fracture by tertiles of PRAL and NEAP in the PREDIMED trial’

T1(n=290) T2(n=290) T3 (n=290) Pg-trend

Follow-up: mean PRAL, mEq/d —82+52 1.1+20 10.0 £ 4.7

Fracture event, % (n) 14.5(42) 10.3(30) 14.5(42)

Crude model 1.46(0.91,2.32) 1 (Ref) 1.48(0.93, 2.37) 0.068

Multivariable model? 1.65(1.03, 2.63) 1 (Ref) 1.79(1.11,2.87) 0.013

Multivariable model® 1.73(1.03,2.91) 1 (Ref) 1.91(1.14,3.19) 0.007
Follow-up: mean NEAP, mEq/d 335+28 38.7+1.1 445+29

Fracture event, % (n) 14.5(42) 10.3(30) 14.5(42)

Crude model 1.83(1.15,2.94) 1 (Ref) 1.59(0.98, 2.60) 0.014

Multivariable model® 1.82(1.14,2.91) 1 (Ref) 1.76 (1.07, 2.89) 0.008

Multivariable model® 1.83(1.08, 3.09) 1 (Ref) 1.87(1.10,3.17) 0.007

Values are means + SDs, % (n), or HRs (95% Cl). eGFR, estimated glomerular filtration rate; MET, metabolic equivalent of task; NEAP, net endogenous acid production; P
o-trend, quadratic trend P value; PRAL, potential renal acid load; PREDIMED, PREvencién con Dleta MEDiterranea; Ref, reference; T, tertile.

2Model adjusted for age (years), sex, BMI (kg/m?), leisure-time physical activity (MET-minutes/day), educational level (illiterate/primary education, secondary education, and
academic/graduate), intervention group, and smoking status (never, former, current smoker).

3Model additionally, adjusted for the eGFR [mL/(min - 1.73 m?)], prevalence of diabetes (yes/no), prevalence of hypertension (yes/no), prevalence of previous fractures (yes/no),
use of insulin (yes/no), use of estrogen drugs (yes/no), use of calcium and/or vitamin D supplementation (yes/no), total yearly mean carbohydrate intake (grams/day), total yearly
mean fatty acid intake (grams/day), total yearly mean fiber intake (grams/day), total yearly mean vitamin D intake (micrograms/day), and total yearly mean energy intake

(kilocalories/day).

15-y follow-up period (26). Similarly, a systematic review of
7 prospective cohort studies with 319,542 participants found
a U-shaped association between PRAL and risk of T2D (27).
Acid-base balance is regulated within a tight interval in
which any imbalance in blood pH or the bicarbonate buffer
can affect health. The potential relation between the impact of
diet-induced acid-base imbalance and several chronic diseases
has attracted the attention of researchers for some time (26-30).
Metabolic acidosis can also influence bone health in other ways,
such as disrupting insulin sensitivity and glucose homeostasis,

which can induce inflammation and oxidative stress (31, 32).
Based on several measures of femoral BMD, our results showed
that participants in the highest PRAL and NEAP tertiles had
lower femoral BMD, with both scores within the range of
values found in previous studies (11, 15, 16). Consistently high
PRAL and NEAP values were associated with an increased
risk of osteoporotic fracture, even after adjusting for major
potential confounders such as sex, BMI, age, eGFR, and vitamin
D and calcium supplementation. In vitro studies have shown
that metabolic acidosis stimulates fibroblast growth factor 23

5 P g-trend = 0.007 7

3 4
1 1 1

1

15 2

HR (95% Cl) of fracture risk

1

T T T T T T T T T T T
25 20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25
PRAL (mEg/day)

FIGURE 1 HRs (solid line) and 95% Cls for fracture risk associated with PRAL in the PREDIMED population (n = 870). The model was made
with restricted cubic spline with 3 knots placed at the 10th, 50th, and 90th percentiles. A measure of 0 mEqg/d was selected as the reference value.
The model was adjusted for age (years), sex, BMI (kg/m?), leisure-time physical activity (metabolic equivalent of task-minutes/day), educational
level (illiterate/primary education, secondary education, and academic/graduate), intervention group, smoking status (never, former, current
smoker), the eGFR [mL/(min - 1.73 m?)], prevalence of diabetes (yes/no), prevalence of hypertension (yes/no), prevalence of previous fractures
(yes/no), use of insulin (yes/no), use of estrogen drugs (yes/no), use of calcium and/or vitamin D supplementation (yes/no), total yearly mean
carbohydrate intake (grams/day), total yearly mean fatty acid intake (grams/day), total yearly mean fiber intake (grams/day), total yearly mean
vitamin D intake (micrograms/day), and total yearly mean energy intake (kilocalories/day). The curved solid line represents the HR, the horizontal
solid line is the reference line, and dashed lines represent the 95% Cls. eGFR, estimated glomerular filtration rate; P g-trend, quadratic trend P
value; PRAL, potential renal acid load; PREDIMED, PREvencién con Dleta MEDiterranea.
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TABLE 4 Comparisons of covariate-adjusted mean of BMD by tertiles of PRAL in the PREDIMED-Plus trial’

T1 (n = 368) T2 (n=367) T3 (n=367) P-Diff? Pg-trend®

Total femur, n 368 367 367

PRAL, mEq/d —17.61 + 9.16 —1.38 £ 320 12.90 &+ 7.76

Adjusted BMD,*5 g/cm? 1.030 £ 0.007 1.040 + 0.007 1.010 £ 0.007 0.004 0.019
Lumbar spine: L1-L4, n 328 327 327

PRAL, mEq/d —17.23 + 9.06 —1.45 £ 3.15 12.95 + 7.73

Adjusted BMD,* g/cm? 1.170 £ 0.010 1.180 £ 0.010 1.160 £ 0.010 0.387 0.269
Femur neck, n 376 375 375

PRAL, mEq/d —17.68 + 9.04 —149 £ 321 1285 £ 7.72

juste S g/em . + 0. . + 0. . + 0. . .

Adjusted BMD,*® g/cm? 0.930 + 0.007 0.940 + 0.007 0.910 + 0.007 0.012 0.017
Trochanter, n 376 376 375

PRAL, mEqg/d —17.76 + 9.09 —1.48 £ 323 1287 £ 7.72

Adjusted BMD,* %6 g/cm? 0.870 + 0.006 0.870 + 0.006 0.840 + 0.006 0.002 0.116
Femoral diaphysis, n 368 367 367

PRAL, mEq/d — 1761 + 9.16 —1.38 £ 320 12.90 + 7.76

Adjusted BMD,*® g/cm? 1.240 + 0.008 1.250 £ 0.008 1.210 £ 0.009 0.016 0.035

"Values are means + SDs. BMD, bone mineral density; eGFR, estimated glomerular filtration rate; MET, metabolic equivalent of task; P-Diff, P value between tertiles; P
o-trend, quadratic trend P value; PRAL, potential renal acid load; PREDIMED, PREvencién con Dleta MEDiterranea; T, tertile.

2P value for comparisons between tertiles was tested by ANCOVA.
3P g-trend was tested by multivariable linear regression using the median of each PR

AL tertile.

“Model adjusted for sex, age (years), smoking status (never, current, former), leisure-time physical activity (MET-minutes/day), educational level (illiterate/primary education,
secondary education, and academic/graduate), glycated hemoglobin, prevalence of obesity (yes/no), prevalence of previous fractures (yes/no), eGFR [mL (min - 1.73 m?)], total
energy intake (kilocalories/day), use of calcium and/or vitamin D supplementation (yes/no), use of hormonal treatment (yes/no), and use of insulin (yes/no).

5P < 0.05 for comparisons between T2 and T3 with Tukey test.
8P < 0.05 for comparisons between T1 and T3 with Tukey test.

(FGF23) and osteoblastic cyclooxygenase 2 (COX2) activity,
which are both important mediators of bone resorption and
suppressors of serum concentrations of 1,25-dihydroxyvitamin
D, which leads to weaker bone structure (33, 34).

Beyond the buffering capacity of bone, other mechanisms,
including insulin resistance and inflammation, could contribute
to explaining the association found between acidity and bone
health. Low-grade metabolic acidosis has been related to
reduced insulin secretion, higher insulin resistance (31), higher

blood pressure, and increased hypertension risk (9), all risk
factors for osteoporotic fractures. Moreover, in a recent study
conducted with 172 elderly subjects, higher tertiles of NEAP
were associated with lower concentrations of type I collagen
cross-linked C-telopeptide (CTX-1) (35), but further research
is necessary to determine whether dietary acid load could
modulate bone cross-linkers.

A recent meta-analysis showed that alkaline supplementa-
tion had a protective effect on bone metabolism, reflected as a

TABLE 5 BMD according to tertiles of NEAP in the PREDIMED-Plus trial’

T T2 T3 P-Diff? P-trend®
Total femur, n 368 367 367
NEAP, mEq/d 29.27 + 3.73 37.02 + 1.83 4590 + 5.07
Adjusted BMD,* %6 g/cm? 1.030 £ 0.007 1.030 £ 0.007 1.010 £ 0.007 0.012 0.010
Lumbar spine: L1-L4, n 328 327 327
NEAP, mEq/d 29.36 + 3.76 36.98 + 1.80 4595 + 5.14
Adjusted BMD,* g/cm? 1.170 £ 0.010 1.180 £ 0.010 1.160 £ 0.010 0.612 0.437
Femur neck, n 376 375 375
NEAP, mEq/d 29.28 + 3.69 36.98 + 1.83 4590 + 5.07
Adjusted BMD,*® g/cm? 0.930 £ 0.007 0.940 + 0.007 0.910 £ 0.007 0.024 0.037
Trochanter, n 376 376 375
NEAP, mEq/d 29.25 + 3.70 36.97 + 1.83 4590 + 5.07
Adjusted BMD,* %6 g/cm? 0.870 + 0.006 0.870 + 0.006 0.840 + 0.006 <0.001 <0.001
Femoral diaphysis, n 368 367 367
NEAP, mEq/d 29.27 + 373 37.02 + 1.83 4590 + 5.07
Adjusted BMD,* g/cm? 1.240 + 0.008 1.240 £ 0.008 1.220 + 0.008 0.068 0.042

"Values are means + SDs. BMD, bone mineral density; eGFR, estimated glomerular filtration rate; MET, metabolic equivalent of task; NEAP net endogenous acid production;
P-Diff, P value between tertiles; PREDIMED, PREvencion con Dleta MEDiterranea; T, tertile.
2P values for comparisons between tertiles were tested by ANCOVA for the adjusted model.
3P trend was tested by multivariable lineal regression using the median of each NEAP tertile.
“Model adjusted for sex, age (years), smoking status (never, current, former), leisure-time physical activity (MET-minutes/day), educational level (illiterate/primary education,

secondary education, and academic/graduate), glycated hemoglobin, prevalence of obesity (yes/no), prevalence of previous fractures (yes/no), eGFR [mL (min - 1.73 m?)], total

energy intake (kilocalories/day), use of calcium and/or vitamin D supplementation (yes/no), use of hormonal treatment (yes/no), and use of insulin (yes/no).

5P < 0.05 for comparisons between T2 and T3 with Tukey test.
8P < 0.05 for comparisons between T1 and T3 with Tukey test.
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decrease in renal calcium excretion without an impact on either
bone formation markers or BMD (36).

However, lower PRAL and NEAP dietary acid loads were
associated with an increased risk of osteoporosis fractures in
the PREDIMED study. These results were supported by 2
different sensitive analyses excluding subjects with a previous
history of fractures and those who developed osteoporotic
fractures during the first year of the study. Although it is
not clear why the excess base-forming potential of the diet
was associated with a higher risk of osteoporotic fractures,
the difference in the quantity and quality of dietary protein
intake could partly explain this association, although our data
do not support this possible explanation (37). Protein intake
has a positive effect on the release of several hormones, such
as insulin-like growth factor I (IGF-I) and growth hormone,
which stimulate bone formation and could reduce the impact
of protein-related acidity (38). Discrepancies observed in the
association between dietary acid load and osteoporotic fractures
or densitometry parameters might be explained by differences
in total leisure-time physical activity, which is substantially
higher in the PREDIMED-Plus study subjects (39, 40). Although
low BMD is an important conditioning factor for osteoporotic
fractures, at equal BMD values, fractures occur more easily
in some bones than others, implying that bone strength is
also conditioned by bone geometry and microarchitecture
(41). Further working hypotheses and research are necessary
to determine whether the acid- or base-forming potential
of diet could affect bone strength beyond differences in
BMD.

This study benefits from 2 population-based prospective
trials with detailed data on dietary intake and potential
confounders, a large number of participants, long-term follow-
up in the PREDIMED trial, and the use of yearly mean values
for PRAL and NEAP in the prospective analysis, which allowed
for a more accurate estimation of dietary changes during
the follow-up and reduced the within-person variation. Other
strengths are the use of a DXA scan for measuring BMD and
an impartial score for recognizing fractures despite being based
on fracture sets identified by diagnostic codes. The sensitive
analysis findings also contribute to strengthening our results.
Nevertheless, our results should be interpreted in the context
of some limitations. We used 2 well-established, accepted, and
validated algorithms to estimate PRAL and NEAP that have
proven to be well correlated with renal net acid excretion
and body acidity, but we do not have specific biomarkers
in urine or plasma. Similarly, we did not have circulating
biomarkers for vitamin D, glycated hemoglobin (only available
for PREDIMED-Plus participants), or calcium, which would
allow us to rule out their possible influence. As this is an
observational analysis, and although we adjusted for major
potential confounders, we cannot dismiss the role of residual
confounding by unknown factors, such as mechanical loading,
muscle area, sarcopenic obesity, or others, which makes it
more difficult to draw causal conclusions. Since fractures were
assessed in the context of a dietary intervention trial, we cannot
completely rule out a potential residual effect of nutritional
interventions on PRAL estimation. To decrease this potential
bias as well as others related to the use of FFQs to estimate
PRAL, we used the yearly mean for PRAL estimation along
with the trial, and all of the analyses were adjusted for the
intervention group. However, we cannot dismiss the possibility
that the low PRAL values reflected a less bone-protective
nutritional pattern unrelated to acid-base status. Additionally,
to take a critical view of our work, our analyses are secondary
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objectives in the context of 2 cohort studies with well-defined
objectives not related to bone metabolism. For this reason, we
cannot rule out the possibility of an increased likelihood of
false positives and type I errors after randomization. A final
consideration is that the analyses were conducted with middle-
aged and elderly subjects at high cardiovascular risk living in a
Mediterranean country and might not be generalizable beyond
this population.

In summary, the results of our study suggest that both
high and low dietary acid loads are associated with a higher
risk of osteoporotic fractures, although only high dietary acid
showed an inverse relation with BMD in a senior population at
high cardiovascular risk and metabolic syndrome. The potential
mechanism that would explain the association between low
dietary acid and fracture risk could also be mediated by
mechanisms other than lower BMD and needs to be researched
further.
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RESULTADOS

Resumen
Introduccion

La inflamacién podria desempefiar un papel clave en el dafio tisular y
el metabolismo 0seo. La puntuacion inflamatoria dietética modificada
(M-DIS) es una herramienta validada para estimar el potencial

inflamatorio de la dieta.
Objetivo

En el presente estudio, evaluamos las asociaciones entre el M-DIS y la
densidad mineral 6sea (DMO) en una poblacion mediterranea senior

con sobrepeso/obesidad y sindrome metabdlico.
Métodos

Se evalud la asociacion transversal basal entre el M-DIS y la DMO en
1134 participantes de 55 a 75 afos de edad con sobrepeso u obesidad y
sindrome metabdlico del ensayo multicéntrico PREDIMED-Plus. La
DMO se midié mediante escaneres de absorciometria de rayos X de
energia dual (DXA) y los participantes respondieron un cuestionario de
frecuencia alimentaria (FFQ) para determinar el M-DIS. La DMO se
clasificd como “DMO baja” cuando la puntuacion T era igual o inferior
a -1 y “DMO normal” en otro caso. Las asociaciones entre DMO y M-
DIS se evaluaron mediante regresiones lineales y logisticas ajustadas

por otras covariables como sexo, edad, IMC y actividad fisica.
Resultados

Después de ajustar por posibles factores de confusidn, los participantes

en el tercil superior del M-DIS tenian una DMO mas baja en el fémur
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total [B (IC del 95%): -0.02 (-0.03, -0.01)], el trocanter [ (IC del 95%): -
0.03 (-0.05, -0.01)] y la columna lumbear [ (IC del 95%): -0.03 (-0.07, 0.00)]
(en el altimo caso, las medidas fueron menos precisas y, por lo tanto, no
estadisticamente significativas) en comparacion con los del tercil M-DIS
inferior. Los analisis de regresion logistica multiple mostraron que las
probabilidades de osteopenia/osteoporosis del fémur total y del
trocanter femoral fueron mayores en los participantes del tercil superior
en comparacion con los del tercil mas bajo de M-DIS [OR (IC del 95%):
1.74 (1.14, 2.68), P para la tendencia 0.012; OR (IC del 95%): 2.07 (1.32;

3.28), P para la tendencia 0.002, respectivamente].
Conclusiones

Una dieta proinflamatoria, medida por el M-DIS, se asocia con una
DMO mas baja en una poblacion mediterranea de edad avanzada con

sindrome metabdlico.
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Abstract: Inflammation could play a key role in tissue damage and bone metabolism. The modified
dietary inflammatory score (M-DIS) is a validated tool to estimate the inflammatory potential of the
diet. In the present study, we evaluate the associations between the M-DIS and bone mineral density
(BMD) in a senior Mediterranean population with overweight/obesity and metabolic syndrome.
Baseline cross-sectional association between the M-DIS and bone mineral density was assessed in
1134 participants of the multicenter PREDIMED-Plus trial (aged 55-75 with overweight/obesity and
metabolic syndrome). BMD was measured using Dual-energy X-ray Absorptiometry scans and par-
ticipants answered a food frequency questionnaire to determine the M-DIS. BMD was categorized
as low BMD when T-score was equal or lower than -1 and normal BMD in another case. Associations
between BMD and M-DIS were evaluated by using linear and logistic regressions adjusted by other
co-variates. Participants in the top tertile of the M-DIS had a lower BMD at total femur [S (95% CI):
-0.02 (-0.03, -0.01)], trochanter areas [ (95% CI): -0.026 (-0.05, -0.01)] and lumbar spine area [B (95%
CI): -0.03 (-0.07, 0.00)] (but in the last case, measures were less precise and hence not statistically
significant) compared to those in the lower M-DIS tertile. Multiple logistic regression analyses
showed that the odds of the total femur and femoral trochanter osteopenia/osteoporosis were
higher in participants in the top tertile compared to those in the lowest tertile of M-DIS [OR (95%
CI): 1.74 (1.14, 2.68), P for trend 0.012; 2.07 (1.32, 3.28), P for trend 0.002, respectively]. A high pro-
inflammatory diet, measured by the M-DIS, is associated with lower BMD in a senior Mediterranean
population with metabolic syndrome.
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1. Introduction 50

Osteoporosis is an age-related chronic disease characterized by the loss of bone mass 51
and trabecular alterations that decline bone strength and increases the risk of fractures. 52
These changes are influenced by genetic factors and age-related hormone changes, but 53
also by other modifiable factors related to lifestyle such as diet quality, physical activity, 54
sedentary lifestyle and smoking habits [1, 2]. 55

Several epidemiological studies have associated systemic inflammation with in- 56
creased risk of developing non-communicable chronic diseases, especially obesity, Type 57
2 Diabetes (T2D), and cardiovascular diseases, but also to osteoporosis, frailty and sarco- 58
penia [3-6]. In this regard, inflammation could play a key role in tissue damage and 59
bone metabolism [7]. Some pro-inflammatory cytokines, such as Tumor Necrosis Factor 60
alpha (TNF-a) or interleukin 6 (IL-6), may exert an inhibitory effect on osteoprotegerin 61
(OPQG) increasing Receptor Activator for Nuclear Factor « B Ligand (RANKL) concentra- 62
tions, and consequently, increasing the osteoclastic activity, bone resorption and the risk 63
of osteoporosis incidence [8, 9]. 64

Diet plays an important role in the modulation of inflammation and, consequently, 65
may have a relevant role in the prevention of osteoporosis. Healthy dietary patterns rich 66
in fruits, vegetables, whole grains, and fish have demonstrated anti-inflammatory effects 67
and reduced bone re-absorption [10], while the consumption of specific nutrients, like fi- 68
ber, omega-3 and monounsaturated fatty acids, and vitamin D among others, has been 69
associated with lower concentrations of circulating inflammatory markers [10, 11]. Con- 70
trary, other studies have linked a higher adherence to pro-inflammatory dietary patterns 71
rich in processed food, fat, and red meat with lower bone mineral density (BMD) and 72
increased peripheral inflammation [10-13]. 73

In this context, the modified dietary inflammatory score (M-DIS) is a validated tool 74
to estimate the inflammatory potential of the diet [14]. Previous studies have shown that 75
higher M-DIS scores are significantly associated with higher circulating inflammatory 76
markers and increased risk of metabolic alterations and chronic diseases such as obesity, 77
metabolic syndrome, T2D, cardiovascular disease and osteoporosis [14-18]. A recent 78
meta-analysis of epidemiological studies have reported an inverse association between 79
M-DIS and BMD at lumbar spine and total hip both in men and women, but not at femoral 80
neck, together with an increased risk of osteoporosis and fractures [19]. However, the cer- 81
tainty of the evidence derived from this meta-analysis is low because of the high hetero- 82
geneity between studies, their low number of studies included and done mainly between 83
post-menopausal females, and the lack of studies in a Mediterranean population. There- 84
fore, it is necessary more prospective studies involving other populations of diverse places 85
and genders are warranted to assess the generalization of the results and increase the level 86
of evidence of these associations. 87

In the present study, we evaluated the associations between the M-DIS score and 88
bone mineral density in a senior Mediterranean population with overweight/obesity and 89
metabolic syndrome. 90

2. Materials and Methods 91

This is a cross-sectional analysis conducted in a subset of 1134 participants from the 92
PREDIMED-Plus study, a multicenter, randomized, and parallel-group clinical trial in- 93
cluding 6874 women and men, aged 55-75 years old with overweight or obesity and met- 94
abolic syndrome. Participants were recruited between October 2013 and October 2016 in 95
four of the twenty-three PREDIMED-Plus recruiting centers. 9%

Detailed protocol and study information was previously published [20] and is avail- 97
able at http://predimedplus.com. Both the protocol and procedures were implemented 98
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following to the ethical standards of the Declaration of Helsinki and approved by the in- 99

stitutional ethics review boards of each study center. In addition, all participants provided 100
a written informed consent. The PREDIMED-Plus study was registered at 101
http://www.isrctn.com/ (ISRCTN89898870). 102

2.1. Bone assessment: 103

A Lunar Prodigy X-ray Bone Densitometer (DXA) (DXA Lunar Prodigy Primo and 104
Lunar iDXA; GE Healthcare, Madison, WI) was used to assess bone mineral density 105
(BMD) (g/cm?2). For this analysis, it was used the bone measurements obtained in the fol- 106
lowing areas: total femur (TF), lumbar spine (from L1 to L4) (LS), and trochanter (TR). The 107
BMD at the femoral area was measured on the non-dominant side. The T-score of these 108
three measurements (TF, LS and TR) were calculated using the reference values for the 109
Spanish adult population included in the DXA software considering sex, age, weight, and 110
height of reference population. 111

2.2. Dietary assessment: 112

Dietary intake was estimated using a validated semi-quantitative food frequency 113
questionnaire (FFQ) composed of 143 items [21]. Energy and nutrient intakes were calcu- 114
lated using Spanish nutritional food composition tables [22, 23]. The method used to esti- 115
mate the M-DIS scores has been previously described and published [14]. In short, the M- 116
DIS is a score calculated using previous articles published that assessed the effect of 45 117
foods, nutrients (macro and micro) and flavonoids on several inflammatory biomarkers. 118
Each food parameter was scored according to its influence on these inflammatory bi- 119
omarkers (+1 if the parameter increased the inflammatory biomarkers, 0 if it did not have 120
any effect or -1 if it decreased them). To estimate the individual M-DIS score, the intake of 121
every food item was standardized using the world means and SD provided in the proce- 122
dure [14]. The final score is the sum of all its components for each participant. This allows 123
us to classify the participant's diet as an anti-inflammatory (negative values) or pro-in- 124
flammatory (positive values) diet. Like previous studies [17], the following 32 nutri- 125
ent/food parameters were used to compute the M-DIS score: caffeine, alcohol, vitamin B1, 126
vitamin B2, vitamin B3, vitamin B6, vitamin B12, vitamin A, vitamin C, vitamin E, vitamin 127
D, carbohydrates, protein, cholesterol, total fatty acids, monounsaturated fatty acids, pol- 128
yunsaturated fatty acids, saturated fatty acids, trans fatty acids, energy intake, fiber, folic 129
acid, garlic, iron, magnesium, selenium, zinc, n-3 fatty acids, n-6 fatty acids, beta-caro- 130
tenes, onions and tea. 131

2.3. Other variables measurements: 132

Registered dietitians collected information about lifestyle habits, health status condi- 133
tions, and medication used. Leisure-time physical activity was evaluated with the vali- 134
dated Spanish version of the Minnesota Leisure-Time Physical Activity Questionnaire 135
[24]. Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) divided by the square of height 136
(m2). Both weight and height were measured with calibrated scales and light closes. 137

2.4. Statistical analysis: 138

Participants were categorized by tertiles of the M-DIS score. Baseline characteristics 139
were described according to these tertiles as mean + standard deviations (SD) when vari- 140
ables were quantitative or percentages (n) when variables were categorical and differences 141
between tertiles were tested using analysis of variance (ANOVA) or chi-square test, re- 142
spectively. A dichotomic “low BMD status” variable was categorized from the BMD con- 143
sidering the established World Health Organization (WHO) cut-offs for each area points 144
[2]: low BMD status (1) when T-score of TF, TR or LS was equal or lower than -1; normal 145
BMD status (0) when T-score values were higher than -1. 146

Several models were used to evaluate the association between M-DIS and BMD. 147
Analysis of covariance (ANCOVA) was used to compare differences between tertiles of 148
M-DIS of BMD in TF, TR and LS. All models were adjusted for sex (woman/man), preva- 149
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lence of T2D (yes/no), age (years), BMI (kg/m2), educational level (illiterate/primary edu- 150
cation, secondary education, and academic/graduate), smoking status (never/current/for- 151
mer), physical activity (METs/day), recruitment center and total energy intake (kcal/day). 152
The assumptions of the ANCOVA models were checked using visual or quantitative 153
methods. All graphs and tests yielded models that met the independence of observations, 154
homogeneity of variance, and normality of residuals criteria. Additionally the Tukey test 155
was used to make multiple comparisons between M-DIS tertiles. 156

Linear and logistic regression models were fitted to assess the associations between 157
M-DIS and BMD in TF, TR and LS (linear regression models) or low BMD status (logistic =~ 158
regression). For these analyses, we used tertiles of M-DIS in both linear and logistic mod- 159
els, considering first tertile (low M-DIS) as the reference. Multivariable models were ad- 160
justed for sex (woman/man), prevalence of T2D (yes/no), age (years), BMI (kg/m2), edu- 161
cational level (illiterate/primary education, secondary education, and academic/gradu- 162
ate), smoking status (never/current/former), physical activity (METs/day), recruitment 163
center and total energy intake (kcal/day). 164

Several stratified logistic regression analyses were conducted in TF and LS measures 165
as sensitivity analyses, according to participants by age (< 70y/= 70y), sex, BMI (< 30 166
kg/m2/ > 30 kg/m2) and type II diabetes groups. Models were adjusted by the same vari- 167
ables used in the main analyses. 168

To assess the P for trend in both linear and logistic models, the M-DIS score was 169
modeled as a continuous variable. Interactions with sex, T2D and BMI were evaluated 170
using the likelihood ratio test including the interaction product term as covariables. Be- 171
cause there were no effect modifications (P > 0.05), all the analyses were performed with 172
the complete study population. 173

For these analyses, we used the official PREDIMED-Plus database updated on 13 174
June 2017. It was considered statistically significant all P-values <0.05. The present statis- 175
tical analyses were performed with the R software v3.6.1 (www.r-project.org) (R Devel- 176
opment Core Team, 2012). 177

3. Results 178

Table 1 shows the baseline characteristics of the studied population by tertiles of the 179
M-DIS score. Participants in the lowest M-DIS tertile (highest anti-inflammatory capacity) 180
had higher physical activity than those in the top tertile. Education was also significantly 181
different across M-DIS tertiles. No differences across M-DIS tertiles were observed in re- 182

lation to age, sex, BMI, smoking status and prevalence of T2D or osteoporosis. 183
Table 1. Baseline characteristics of PREDIMED Plus participants by tertiles of M-DIS. 184
Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 P-value
(n=2368) (n=368) (n=368)
M-DIS -9.61+3.39 -3.36 +1.18 144 +221
Age, years 65.43 +4.83 64.86 + 4.94 64.90 +5.19 0.229
Sex, women % (n) 45.40 (167) 46.20 (170) 51.60 (190) 0.182
BMI (kg/m?) 32.57 +3.46 32.53+3.27 32.82 +3.38 0.448
Physical activity, METs/d =~ 438.19 +376.57  377.60 £339.40  326.83 +289.02 <0.001
Smoker, % (n) 0.089
Never 41.60 (153) 39.70 (146) 43.20 (159)
Current 10.10 (37) 12.50 (46) 14.70 (54)
Former 48.30 (178) 47.80 (176) 42.10 (155)
Education, %, (n) 0.043
Illiterate/primary 52.40 (193) 48.70 (189) 54.40 (200)
Secondary 25.00 (92) 34.20 (126) 29.60 (109)

Academic/graduate 22.60 (83) 17.10 (63) 16.00 (59)
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Type 2 Diabetes, % (n) 22.80 (84) 20.40 (75) 22.30 (82) 0.701

Osteoporosis, % () 1.10 (4) 0.30 (1) 1.40 (5) 0.269

Total energy intake, 2839.50 + 555.80 2450.50 = 2108.60 +473.20  <0.001

kcal/d 514.40

Values are presented as mean = SD or percentage (n). P-values were calculated with ANOVA test (quanti- 185
tative variables) and chi-square test (qualitative variables). M-DIS, modified dietary inflammatory score; 186
BMD, bone mineral density; BMI, body mass index 187

188

Table 2 shows the beta-coefficients () and trends of associations between tertiles of 189
M-DIS score and BMD. Compared to those in the lowest M-DIS tertile, participants in the 190
highest tertile had a lower BMD at total femur [ (95% CI): -0.02 (-0.043, -0.01)], trochanter 191
[B (95% CI): -0.026 (-0.05, -0.01)] and lumbar spine area [(3 (95% CI): -0.03 (-0.07, 0.00)] after 192
adjusting for potential confounders. However, the last area were less precise and hence 193
not statistically significant. Moreover, the M-DIS showed a significant inverse association 194
with BMD in total femur (P-value: 0.049), trochanter (P-value: 0.012) and lumbar spine (P- 195
value: 0.044) areas. Higher M-DIS scores were also associated with lower BMD status in = 196
all three BMD measured sites after adjustment for potential confounders [(mean + SD, T1 197
vs T3) TF: 1.04 £ 0.15 vs 1.02 + 0.14, P-value: 0.021; TR: 0.88 + 0.15 vs 0.85 + 0.15, P-value: 198

<0.001; LS: 1.19 £ 0.19 vs 1.16 + 0.21; P-value: 0.032]. 199
200
Table 2. Associations of BMD by tertiles of M-DIS in the PREDIMED-Plus trial. 201
Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 P for
trend
n 368 368 368
Total Femur, g/cm?2 1.04+0.15 1.02 +£0.14t 1.02+0.14t 0.021
Crude model 0 (reference) -0.02 (-0.04, -0.01) -0.02 (-0.04, -0.01) 0.047
Adjusted model* 0 (reference) -0.02 (-0.04, -0.01) -0.02 (-0.04, -0.01) 0.049
n 377 376 376
Trochanter, g/cm2 0.88+0.15 0.85+0.14+ 0.85+0.15t <0.001
Crude model 0 (reference) -0.03 (-0.05, -0.01) -0.03 (-0.05, -0.01) 0.002
Adjusted model* 0 (reference) -0.03 (-0.04, -0.01) -0.03 (-0.05, -0.01) 0.012
n 328 328 328
Lumbar Spine L1 - 1.19+0.19 1.16 +0.18 1.16 +0.21 0.032
L4, g/cm2
Crude model 0 (reference) -0.03 (-0.06, 0.01) -0.03 (-0.06, -0.01) 0.042
Adjusted model* 0 (reference) -0.04 (-0.06, -0.01) -0.03 (-0.07, 0.01) 0.044

ANCOVAs were used to compare covariate-adjusted mean of bone mineral density with tertiles of M-DIS. Linear = 202
regression models were used to evaluate the association between bone mineral density and tertiles of M-DIS. Results 203
are expressed as {3 coefficients (95% Cls), and means + SDs. M-DIS, modified dietary inflammatory score. 204
t P <0.05 for comparisons between Tertile 2/Tertile 3 and Tertile 1 with Tukey Test. 205
* Models adjusted for sex (woman/man), prevalence of T2D (yes/no), age (years), BMI (kg/m2), smoking status 206
(never/current/former), physical activity (met/day), educational level (illiterate/primary education, secondary edu- 207
cation, and academic/graduate), recruiting center, and total energy intake (kcal/day). 208
209

The distribution of total low BMD events was unlike between BMD measures. The 210

first tertile of TF, TR, and LS had 71, 54, and 99 events, while the third tertile of TF, TR, 211

and LS had 97, 86, and 119 events, respectively. The odds ratios (OR) and 95% CI for low 212

BMD status across tertiles of the M-DIS score are shown in Table 3. The M-DIS score was 213

associated with low BMD status in both the TF (OR: 1.74, 95% CI: 1.14 - 2.68; P-trend: 214
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0.012) and the TR sites (OR: 2.07, 95% CI: 1.32 - 3.28; P-trend: 0.002) when comparing those
participants in the third tertile versus those in the first tertile. Those participants in the top
M-DIS tertiles had a non-significant increased odds of low BMD status compared to those
in the reference tertile (OR: 1.44, 95% CI: 0.96 - 2.18, P-trend: 0.090).

Table 3. Odds ratio and 95% Confidence Intervals between low BMD and tertiles of M-DIS.

Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 P for trend
Total Femur, n 362 361 361
Low BMD, % (n) 19.60 (71) 24.90 (90) 26.90 (97)
Crude model 1 (reference) 1.36 (0.96,1.94)  1.51 (1.06, 2.14) 0.022
Adjusted model* 1 (reference) 1.46 (0.99,2.16) 1.74 (1.14, 2.68) 0.012
Trochanter, n 377 376 376
Low BMD, % (n) 13.50 (54) 19.70 (74) 22.90 (86)
Crude model 1 (reference) 1.47(1.00,2.15)  1.78 (1.22, 2.60) 0.003
Adjusted model* 1 (reference) 1.60 (1.06, 2.44)  2.07 (1.32, 3.28) 0.002
Lumbar Spine L1 -1L4, n 324 323 323
Low BMD, % (n) 30.60 (99) 36.50 (118) 36.80 (119)
Crude model 1 (reference) 1.31(0.94,1.82)  1.33(0.96, 1.84) 0.093
Adjusted model* 1 (reference) 1.43(0.99,2.07)  1.44(0.96,2.18) 0.090

Logistical regression models were used to evaluate the association between low BMD and tertiles of the

dietary inflammatory score. Results are expressed as odds ratio (95% Cls), and % (n). BMD was considered

low for all participants with a T-score less than -1 in every BMD measure. M-DIS, modified dietary inflam-

matory score; BMD, bone mineral density.

* Models adjusted for sex (woman/man), prevalence of T2D (yes/no), age (years), BMI (kg/m2), smoking
status (never/current/former), physical activity (met/day), educational level (illiterate/primary education,
secondary education, and academic/graduate), recruiting center and total energy intake (kcal/day).

Results from the sensitivity analyses did not differ from the general ones (Figure 1
and Figure 2). BMD at the TF showed significant association between M-DIS's tertiles and
low BMD status, when participants were younger than 70 years (OR: 1.66, 95% CI: 1.02 -
2.71), presented overweight (OR: 2.99, 95% CI: 1.26 - 7.32) and were not diabetics (OR:
1.91, 95% CI: 1.20 - 3.08), when comparing those participants in the third versus those in
the first tertile. No significant differences in the associations between M-DIS tertiles and

low BMD status were found in LS.
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Low BMD Total Femur OR (95% IC)
(events/N)
=70y 741218 — 1.91(0.74, 5.07)
<70y 185/867 —— 166 (1.02,2.71)
Women 152/518 —— 1.47 (0.84,2.59)
Men 107/567 P 1.81(0.92,3.61)
> 30 kg/m2 183/825 = 1.31(0.79,2.17)
< 30 kg/m2 76/260 — 2.99(1.26,7.32)
Diabetics 42/236 | 1.11(0.38, 3.26)
No Diabetics 217/849 = 1.91(1.20, 3.08)
0% 0% an 10 1 20 "o

236
Figure 1. Odds ratios (ORs) and 95% Confidence Intervals (95% CI) for low BMD in total femur 237

comparing tertile 3 versus tertile 1 of the M-DIS score stratified by age, sex, BMI, and T2D status. 238
ORs were adjusted by sex, the prevalence of T2D, age, BMI, smoking, education, recruiting center, 239

physical activity, and energy intake. 240
241
Low BMD Lumbar Spine OR (95% IC)
(events/N)
=70y 76/194 e 1.12 (0.41, 3.02)
<70y 2601777 —— 1.54 (0.98, 2.44)
Women 2211477 k——a— 1.37 (0.80, 2.37)
Men 115/494 T 1.33(0.67,2.64)
> 30 kg/m2 525/746 e 1.34(0.84,2.15)
< 30 kg/m2 84/225 P 1.44 (0.59, 3.53)
Diabetics 50/200 t i 1.06 (0.38,2.97)
No Diabetics 2861771 h—e— 1.46 (0.93,2.31)
os om om 1o e W
242

Figure 2. Odds ratios (ORs) and 95% Confidence Intervals (95% CI) for low BMD in lumbar spine 243
comparing tertile 3 versus tertile 1 of the M-DIS score stratified by age, sex, BMI, and diabetes status. ~ 244
ORs were adjusted by sex, the prevalence of T2D, age, BMI, smoking, education, recruiting center, 245
physical activity, and energy intake. 246

4. Discussion 247

In the current cross-sectional analysis, we report a significant association between a 248
high M-DIS score and low bone mineral density at different sites (total femur, trochanter 249
and lumbar spine), along with an increased risk of osteopenia or osteoporosis, in a senior 250
Mediterranean population with metabolic syndrome. These results suggest that a pro-in- 251
flammatory diet favors an adverse bone context that promotes bone loss mechanisms. 252

The concept of M-DIS was introduced to provide a tool that could link individuals' 253
intakes and the overall inflammatory potential of their diets [14]. From now on, several 254
epidemiological trials have investigated the relationship between the M-DIS score and 255
bone health. In a recent Korean study including 2778 elderly postmenopausal women 256
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aged > 50 years [25], a higher M-DIS score was associated with low femoral BMD. Mean- 257
while, in the Women’s Health Initiative study, postmenopausal women with a lower M- 258
DIS score showed to have low baseline hip BMD and less BMD losses after 6 years of 259
follow-up, compared to those who had a high M-DIS score [26]. In the context of the 260
NHANES (United States National Health and Nutrition Examination Survey Study), an 261
increased M-DIS score was also found to be associated with a decreased BMD across most 262
of the measured bone sites (total femur, femoral neck, trochanter, intertrochanter, Wards 263
triangle, total spine, lumbar vertebrae L3, and lumbar vertebrae L4) in both, men and 264
women [27]. Our findings are consistent with these previous studies. The M-DIS score 265
was inversely associated with BMD measurements in both the femur (total femur and 266
trochanter) and lumbar spine (lumbar spine L1 — L4) considering in the analysis both sexes 267
merged. 268

Osteoporosis is a chronic condition that can be influenced by various food and nutri- 269
ents intake. In our study, participants in the highest tertile of the M-DIS score presented 270
an increased risk of osteopenia or osteoporosis in the femur but no in the lumbar spine. 271
Previous studies have obtained similar results. In a cross-sectional study conducted on 272
Korean women, it was observed that a high M-DIS score was significantly related to 273
higher ORs for low BMD status (osteopenia cases + osteoporosis cases) in the total femur 274
and femoral neck but not in the lumbar spine [25]. Similarly, in another Korean longitu- 275
dinal study including representative data of 59291 men and 114502 women, participants 276
with higher inflammatory potential diets had an increased risk of osteoporosis compared 277
to those with a low M-DIS score, although the authors do not specify the measured loca- 278
tions [28]. It should be highlighted that the relative risk of osteoporosis changes depend- 279
ing on bone site and age. For example, the incidence of osteoporosis cases in the femur 280
increases with age [29]. In our study with a mean participant's age of 65 years, it can spec- 281
ulate that inflammatory diets have a higher effect on bone sites as femur with a relatively 282
higher risk of developing osteoporosis in comparison to other sites such as the lumbar 283
spine. 284

Higher M-DIS scores have also been associated with an increased risk of fractures, 285
the most devastating consequence of osteoporosis [26, 30]. Unfortunately, our study did 286
not have data to explore it. 287

The mechanisms underlying the association between BMD and inflammatory effect 288
of diet are not completely understood. Several studies have shown that the M-DIS score 289
was positively associated with numerous inflammatory biomarkers [18, 31]. The quality 290
of diet is a modifiable lifestyle factor that can affect bone metabolism and health [19, 32, 291
33]. The consumption of specific nutrients and some healthy dietary patterns have been 292
associated with better concentrations of cytokines and specific anti-inflammatory bone 293
biomarkers [10, 34, 35]. Carbohydrate and saturated fatty acids are nutrients associated 294
with a positive M-DIS score that can promote osteoporosis development and associated 295
fractures [36]. In addition to disrupt the normal function of osteoblasts by modifications 296
in the glucose and insulin secretion homeostasis [37, 38], high saturated fatty acid and 297
added sugars diets promote a chronic low-grade activation of pro-inflammatory path- 298
ways that benefit the osteoclastogenesis and bone resorption processes [39]. Inflammatory 299
cytokines can mediate bone loss via stimulation of osteoclast formation and promotion of 300
the OPG/RANK/RANKL pathway [8, 9, 40]. High serum concentrations of the inflamma- 301
tory cytokines IL-6 and TNF-a have been associated with osteoporosis [5, 7, 9]. Addition- 302
ally, in vitro studies have evidenced that both molecules have a stimulatory effect on os- 303
teoclasts by stimulating bone resorption [41-44]. Oxidative stress as exacerbating circum- 304
stance of inflammatory process also has a key role in bone degeneration [45]. High con- 305
centrations of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS), result- 306
ing from the cellular redox process reduce bone mass, inhibit the osteoblastogenesis [46, 307
47] and increase osteoblast apoptosis by stimulation of RANKL and TNF-a expression 308
[47]. The ability of the organism to produce antioxidants declines with age. Anti-inflam- 309
matory diets (i.e., negative M-DIS diets rich in vegetables and fruits) have an important 310
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quantity of anti-oxidative compounds that can protect against these processes. Our find- 311
ings are in line with existing similar studies, in which some food components or the whole 312
diet have shown to have the ability to regulate and modify the inflammatory processes 313
modulating the risk of bone disease. 314

Certain limitations of our study required to be mentioned. First, we cannot establish 315
a cause-effect relation because of the cross-sectional nature of the analyses. Additionally, 316
we cannot discard a possible role of secondary factors in spite to adjust the models by 317
potential confounders. Second, this study was carried out in a Mediterranean elderly pop- 318
ulation with metabolic syndrome, and our results cannot be generalized to other popula- 319
tions. In similar manner, this analysis was cross-sectional, so causal inference between 320
BMD and the M-DIS score is limited. Finally, the lack of inflammatory markers in our 321
study does not enable us to confirm any potential mechanism that can explain our results. 322
However, the mayor strengths of the study are the use of a DXA scan for measuring BMD, 323
the control for many potential confounding variables, and the inclusion of sensitivity anal- 324
yses with similar results trends. 325

5. Conclusions 326

In conclusion, the results of our study suggest that a high pro-inflammatory diet, 327
measured with an M-DIS score, is associated with lower BMD in a Mediterranean popu- 328
lation with metabolic syndrome. The potential mechanism that would explain this associ- 329
ation needs further research. 330
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6.1. Discusion General

Desde hace décadas se viene valorando el papel que ejerce la
alimentacion en el desarrollo de patologias crénicas asociadas a
procesos del envejecimiento como la osteoporosis. La presente Tesis
Doctoral proporciona nuevas evidencias en el campo de Ila
epidemiologia nutricional que demostran la existencia de asociaciones
entre algunos aspectos relacionados con la alimentacion y la salud dsea.
A lo largo de esta Tesis Doctoral se exponen asociaciones entre el
consumo de AOVE (como un alimento propio de la DietMed con
reconocidos beneficios sobre la salud cardiometabdlica), el IG/CG
(como indicadores de la calidad de los HC), el PRAL/NEAP (como
reflejo de la acidez de la dieta) y el M-DIS (como marcador general de
la calidad de la dieta) con el riesgo de fracturas osteoporoéticas y la DMO

dentro del contexto de los estudios PREDIMED y PREDIMED-Plus.

Parte del presente trabajo se ha realizado en uno de los centros
reclutadores del estudio PREDIMED como un andlisis post-hoc y
considerando toda la muestra del centro como una cohorte. Tras el
seguimiento medio de 9 afios, se observa que el consumo de AOVE y el
IG/CG de la dieta se asocian inversamente con la incidencia de fracturas
por fragilidad, mientras que los indicadores PRAL/NEAP muestran una
asociacion en forma de U con la incidencia de fracturas en una poblacion
anciana, mediterranea y con un elevado riesgo de ECV. En el mismo
contexto, el consumo total de aceite de oliva también muestra una
asociacion inversa no significativa con el riesgo de desarrollar una
fractura osteporotica. Hasta la fecha y para nuestro conocimiento, no se
han publicado otros trabajos en que se valoren las propiedades del
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AOVE o el IG/CG sobre el riesgo de fracturas, ni se han observado
asociaciones en U entre el PRAL/NEAP y el riesgo de fracturas. Asi
pues, la conexion entre estos indicadores y el metabolismo 6seo aun

requiere de mayor investigacion para poder generalizar los resultados.

La otra parte del trabajo se ha realizado dentro del contexto del estudio
PREDIMED-Plus mediante el uso de analisis transversales en la visita
inicial con los participantes de los cuatro tnicos centros que han
recogido medidas de DMO. En esta poblacion anciana, mediterranea,
con sobrepeso/obesidad y SM, se observo que el PRAL/NEAP y el M-

DIS se asociaban inversamente con la DMO.

La alimentacion, por medio de diferentes procesos, puede producir
alteraciones en las vias metabolicas que perjudiquen el metabolismo
6seo y aceleren los procesos de degradacion oOsea, ya de por si
favorecidos por el envejecimiento (Figura 3). El incremento de los
procesos pro-inflamatorios y oxidativos, asi como las alteraciones en el
sistema dcido-base del organismo y del metabolismo de la glucosa e
insulina, también involucrados en otras fisiopatologias como las ECV,
la DT2 y el SM, han demostrado inhibir la formaciéon de hueso y
estimular la resorcion Osea, acelerando la aparicion de la osteoporosis y
sus consecuencias mas directas. Todos estos procesos pueden verse

potenciados por la alimentacion.
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Figura 3. Conexidn entre los procesos metabolicos, la alimentacion, los

indicadores de calidad dietéticos y la salud osea.

El AOVE es un alimento rico en AGM y compuestos bioactivos con
compuestos antioxidantes como los polifenoles. La proteccion frente a
las fracturas por parte del AOVE observada en nuestros resultados y no
asi con el aceite de oliva comun podria deberse al mayor contenido de

estos compuestos bioactivos.

La capacidad del organismo para producir antioxidantes disminuye con
la edad. El estrés oxidativo produce un aumento de los niveles de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrégeno
(RNS) que acttan inhibiendo la actividad de la fosfatasa alcalina y las
células osteoblasticas, ademads de inhibir la expresion del gen de

colageno tipo I'*8. Asi mismo, el incremento del proceso REDOX inhibe
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la osteoblastogénesis y aumenta la apoptosis de los osteoblastos a través
de la via RANKL y, como proceso agravante de los procesos
inflamatorios, incrementa la modulacion de las moléculas pro-
inflamatorias TNF-a'#>-1°1. El hidroxitirosol, presente en el AOVE, ha
demostrado reducir los niveles de H2O2 mientras que los compuestos
fendlicos favorecen la proliferacion y maduracion de los osteoblastos
incrementando la actividad de la fosfatasa alcalina, el deposito de iones
de calcio en la matriz extracelular, la transcripcion de factores de
transcripcion relacionados con el metabolismo 6seo como Cbfal/Runx2
o la sintesis de proteinas implicadas en el proceso de remodelacion dsea

como la osteocalcinal®.

Los resultados obtenidos en este trabajo en relacion al IG/CG,
demuestran que las dietas con elevado IG/CG se asocian con un mayor
riesgo de fracturas por fragilidad. El contenido y la calidad de HC de la
dieta modulan las concentraciones de glucosa sanguineas e
indirectamente, las demandas de insulina. Los niveles elevados de
glucosa pueden modificar el metabolismo 6seo por diferentes vias,
incluyendo la modulacién de los procesos de inflamacién, el estrés
oxidativo y la acidosis metabodlica®*. Las hiperglucemias reducen la
actividad osteblastica inhibiendo su diferenciacion y maduracion
ademds de favorecer un estado crénico de acidosis que facilita la
resorcion dsea®®*, lo que conduce a un crecimiento 6seo anormal que
disminuye la resistencia del hueso a los impactos. También estimula la
produccion de productos finales de glicacion avanzada (AGEs)
aumentando la produccion de enlaces cruzados entre los coldgenos e

induciendo apoptosis celular e inflamacion'*>1%. Ademads, algunas
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citoquinas reguladoras del metabolismo 6seo como la OPG vy la
osteocalcina parecen estar vinculadas con el metabolismo de la glucosa
y la resistencia a la insulina'®!97-1%, Todas estas conexiones metabolicas
moduladas por el IG/CG de la alimentacion, en su conjunto, podrian

explicar nuestros hallazgos.

El desequilibrio del sistema dcido-base es otro de los procesos asociado
al envejecimiento que se relaciona con cambios en la DMO y la MMO.
En nuestro trabajo, hemos observado que aquellos individuos que
siguieron una alimentaciéon que favorecia un estado de acidosis
metabdlica, medido con los indicadores PRAL/NEAP, presentaron
mayor riesgo de sufrir una fractura por fragilidad y menor DMO en el
fémur. La acidosis metabdlica, aunque sea leve, facilita la liberacion de
calcio de la matriz 6sea en un intento por mantener la homeostasis,
debilitando la estructura del hueso y disminuyendo su resistencia'®!1%,
También acta alterando otras vias y procesos metabolicos, como la
sensibilidad a la insulina y el metabolismo de la glucosa®®, que, a su vez,
favorecen la inflamacién y el estrés oxidativo, produciendo un efecto
sinérgico perjudicial para el hueso?®2!. Algunos estudios han
demostrado que la acidosis metabolica estimula la actividad de
determinados mediadores de la resorcion o6sea como el factor de
crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) o la ciclooxigenasa 2 (COX2)20220,
lo que podria explicar la disminucién de DMO vy el incremento de la
incidencia de fracturas en estos participantes. En nuestro estudio,
también observamos que los participantes con una puntuacion de los
indicadores PRAL/NEAP baja presentaban un mayor riesgo de

fracturas, aunque no pudimos observar esta asociacion con la DMO.
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Estas discrepancias en los resultados podrian deberse, en parte, a la
calidad de la ingesta proteica [menor ingesta, menor liberacion
hormonal del factor de crecimiento similar a la insulina I (IGF-I) y de la
hormona del crecimiento (GH), estimuladores de la formacién de
hueso?*] y/o por las diferencias en la actividad fisica total en el tiempo
libre, sustancialmente mayor en los participantes del estudio
PREDIMED-Plus?5. No obstante, la ausencia de biomarcadores
especificos y de medidas cualitativas mas exactas y precisas de
actividad fisica nos impiden dar una explicacion mas plausible de esta
parte de nuestros resultados, haciendo necesario una mayor
exploracion de estos y otros potenciales mecanismos en futuros

estudios.

La edad también induce una respuesta inflamatoria que favorece el
desarrollo de la pérdida o6sea, la osteoporosis y las fracturas y puede
verse agravada por la alimentacion. Aunque estos mecanismos no son
del todo comprendidos, el consumo de determinados alimentos y
nutrientes se ha asociado con mayores concentraciones de citoquinas y
biomarcadores 6seos antiinflamatorios?-2%, La citoquinas inflamatorias
estimulan la formacion de osteoclastos y varios estudios han asociado
niveles séricos elevados de algunas de ellas con osteoporosis®®-?!1. Las
concentraciones elevadas de IL-6 se han asociado con la osteoporosis y
con una mayor incidencia de fracturas?®210212213, y se ha demostrado que
aumentan la tasa de remodelaciéon y pérdida o6sea?4?!>. De manera
similar, el TNF-a también se ha relacionado con un mayor riesgo de
fractura?l. Nuestros resultados con el M-DIS van acorde con lo

observado previamente en otros estudios realizados sobre poblaciones
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con otras caracteristicas!”-17>216218 pero hasta ahora no se habian
realizado estudios en una poblacion mediterranea con su particular
patréon alimentario rico en alimentos vegetales, granos integrales,
AQOVE, lacteos fermentados y con un bajo consumo de alimentos

procesados, carnes rojas y alimentos refinados.

En resumen, los resultados presentados en los diferentes estudios que
forman esta Tesis Doctoral apoyan los beneficios de evaluar y seguir
una dieta con alimentos y nutrientes de calidad en aras de ralentizar los
inevitables procesos de degradacion dsea asociados a la edad y con el
fin de mejorar la calidad de vida del individuo durante la vejez. Una
dieta equilibrada basada en alimentos de proximidad, poco procesados
y en los que se potencie el consumo de grasas saludables de origen
vegetal, frutas y verduras, asi como otros alimentos con elevada
densidad nutricional podria producir efectos beneficiosos no solo en el
metabolismo dseo, sino también en la prevencién y ralentizacion de

otros procesos fisiopatoldgicos asociados a la edad.
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6.2. Limitaciones y fortalezas

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral deben interpretarse

con cierta cautela, considerandose sus limitaciones y fortalezas.

En primer lugar, la generalizacion de nuestros resultados es limitada,
ya que la poblacion de estudio estaba compuesta por una poblacion
senior envejecida con alto riesgo de ECV reclutados en un tinico centro
(PREDIMED) o individuos ancianos con sobrepeso/obesidad y SM
reclutados en cuatro centros (PREDIMED-Plus) todos pertenecientes a
una region mediterrdnea y con una elevada adherencia a la DietMed por
lo que los resultados podrian variar si se replican con otras poblaciones

sin estas patologias y con una menor adherencia a la DietMed.

En segundo lugar, la naturaleza observacional de los estudios no
permite establecer una relacion causal. Asimismo, pese haber ajustado
los andlisis por diversos factores de confusion, existe la posibilidad de
que haya factores confusores residuales no determinados o
desconocidos que no se han incluido (como la carga mecanica, el area
muscular...) en los modelos. También hay que considerar que algunos
de los valores de los indices de calidad (IG/CG y PRAL/NEAP), de
forma general, son mas bajos a los de otras poblaciones y las diferencias

entre los terciles, en general, son modestas.

En tercer lugar, no se disponia de marcadores bioquimicos dseos en
orina o plasma para ninguno de los estudios que nos permitan explicar
a través de qué mecanismos nuestros resultados pueden explicarse.
Tampoco disponiamos de datos sobre la DMO en la poblacion del

estudio PREDIMED, ni datos de incidencia de fracturas en la poblacion
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del estudio PREDIMED-Plus. Asimismo, no se disponia de informacion
con respecto a los niveles de vitamina D o calcio sérico, no permitiendo
estimar o descartar su influencia en los resultados del estudio. De forma
especifica, en el caso del andlisis del IG/CG, PRAL/NEAP y M-DIS, no
se disponia de informacién sobre pardmetros de inflamacion y/o el
estrés oxidativo por lo que no fue posible implicar alguno de los

mecanismos sugeridos en la literatura.

En cuarto lugar, aunque el CFC utilizado esta validado, no se pueden
descartar errores en la medicion por sobre o infra-estimacion en el
consumo de alimentos. De la misma manera, estos cuestionarios no
fueron disefiados para estimar las puntuaciones de IG/CG, PRAL/NEAP
y M-DIS, por lo que también pueden existir errores de precision en la
estimacion de estos indices de calidad de la dieta. En este mismo punto
y en lo que respecta a los analisis longitudinales, los analisis fueron
realizados dentro del contexto de un estudio de intervencion nutricional
con objetivos bien definidos y no relacionados con el metabolismo dseo.
Por esta razén, tampoco se puede descartar la posibilidad de que haya
una mayor probabilidad de falsos positivos y errores de tipo I tras la
aleatorizacion ni tampoco se puede descartar un potencial efecto
residual de las intervenciones nutricionales, aunque se ajustaran los

modelos considerando los grupos de intervencion.

En quinto lugar, de forma especifica para los andlisis de IG/CG, las
estimaciones de los valores de IG se obtuvieron a partir de tablas
internacionales publicadas, por lo que no se puede descartar que la
composicion nutricional y las propiedades de los alimentos puedan

fluctuar entre paises e incluso regiones dentro del mismo pais.
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Por otro lado, también deben considerarse una serie de puntos fuertes
de nuestros estudios. El estudio PREDIMED es una cohorte bien
caracterizada con un seguimiento a largo plazo. La identificacion de las
fracturas se realizd utilizando codigos de diagnostico estandar
objetivos. En todos los estudios se controlaron varios potenciales
factores de confusion y se utilizaron medias de consumo acumulado
como medida de exposicion considerando todos los CFC disponibles
con la finalidad de mejorar la precision. Asimismo, todos los estudios
incluyeron andlisis de sensibilidad que reforzaron los hallazgos
obtenidos ya que los resultados fueron similares y, en el caso del analisis

del AOVE, se consideraron diferentes variedades de aceite de oliva.
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CONCLUSIONES

La principal conclusion de esta Tesis Doctoral es que una mejor calidad
de la alimentacion valorada con diferentes marcadores o indices se
asocia con una mejor salud dsea determinada a través de la DMO en una
poblacién anciana mediterranea con sobrepeso/obesidad y SM, y a una
disminucion del riesgo de fracturas por fragilidad en una poblacién

anciana mediterranea con elevado riesgo cardiovascular.

Ademas, respondiendo a cada una de las hipotesis, se ha llegado a las

siguientes conclusiones:

Hipétesis 1: Un mayor consumo de AOVE, alimento rico polifenoles y eje de
la DietMed, se relaciona con un menor riesgo de padecer fracturas relacionadas

con la osteoporosis.

Un mayor consumo de AOVE se asoci6 a un menor riesgo de fracturas
por fragilidad en una poblacién anciana mediterrdnea con alto riesgo

cardiovascular.

Hipotesis 2: Una peor calidad de los hidratos de carbono de la dieta y su
disponibilidad mas rdpida en forma de glucosa tras su ingesta se asocia con el

aumento del riesgo de fracturas relacionadas con la osteoporosis.

Un alto IG y una alta CG de la dieta se asociaron prospectivamente con
un mayor riesgo de fracturas relacionadas con la osteoporosis en una
poblacion mediterranea de edad avanzada con alto riesgo

cardiovascular.

Se necesitan mas estudios para confirmar este posible efecto deletéreo

sobre el metabolismo dseo y las fracturas osteoporoticas de las dietas de
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IG y CG elevados y especialmente para determinar los posibles

mecanismos subyacentes a estos hallazgos.

Hipoétesis 3: La dieta como elemento que altera el equilibrio dcido-base
sanguineo se relaciona con alteraciones en la DMO y facilita la produccion de

fracturas dseas relacionadas con la osteoporosis.

Las dietas asociadas a la produccion de cargas altas y bajas de acido
medidas a través del PRAL/NEAP se asocian con un mayor riesgo de
fracturas osteoporoticas, aunque solo las dietas asociadas a una
produccion al alto de acido mostraron una relacion inversa con la DMO

en una poblacién de adultos mayores con obesidad y SM.

El posible mecanismo que explique la asociacion entre las dietas
relacionadas a una produccion de cargas de acido bajas y el riesgo de
fractura por fragilidad podria estar mediado por otros mecanismos no

contemplados en estos andlisis y requiere de futuras investigaciones.

Hipétesis 4: Una dieta con mayor contenido de elementos proinflamatorios se

asocia con una menor DMO.

Una dieta proinflamatoria, estimada mediante el indice M-DIS, se asoci6
con una DMO mads baja en una poblacién mediterranea con sindrome

metabdlico.

El mecanismo potencial que explicaria esta asociacion necesita futuras

investigaciones.
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Se estd produciendo un cambio sociodemografico que, no solo esta
modificando la forma en que viven las personas, sino también la forma
en la que padecen las patologias. Las consecuencias de la osteoporosis,
a pesar de ser una enfermedad silenciosa, son bien reconocibles y tiene
efectos muy significativos en la salud. Su incidencia aumentara en las
proximas décadas y no solo como consecuencia del aumento de la
poblacion a riesgo, sino también por los cambios existentes en el estilo
de vida y la alimentacion consecuencia al desarrollo y occidentalizacion
de la sociedad. Las evidencias cientificas sugieren que actuando sobre
los determinantes dietéticos asociados a la osteoporosis se podria
conseguir disminuir sustancialmente su prevalencia y la incidencia de
sus complicaciones, contribuyendo en la mejora de la calidad de vida de
las personas que la padecen y permitiendo un proceso de

envejecimiento mas saludable.

En esta Tesis Doctoral se proporcionan nuevas evidencias a las
existentes dentro de la epidemiologia nutricional que permiten
aumentar la compresion de las asociaciones existentes entre la calidad
de la alimentacion y la salud dsea, asi como con la prevencion de
pérdida de DMO e incidencia de fracturas en dos poblaciones ancianas

mediterraneas con varias patologias y factores de riesgo cardiovascular.

A partir de estos resultados y junto con otra literatura cientifica ya
publicada previamente sobre el mismo tema, existen varias cuestiones
aun por responder para futuras investigaciones, todas ellas necesarias

para definir el papel que puede tener la alimentacion y el estilo de vida
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sobre la alteracion del curso normal del metabolismo 6seo, el desarrollo

de la osteoporosis y sus consecuencias:

e Son necesarios mas estudios prospectivos y de intervencion en
otras poblaciones de otras regiones que puedan confirmar
nuestros resultados respecto al beneficio de consumir AOVE y
no otro tipo de aceite como medida de prevencion contra la
osteoporosis y el riesgo de fracturas, asi como determinar los
mecanismos por los cuales puede producirse su efecto protector,
permitiendo asi extrapolar los resultados obtenidos. Estos
estudios no solo deberian incluir la incidencia de fracturas, sino
que también seria interesante que valoraran los cambios en el
tiempo de la DMO y de los biomarcadores especificos del
metabolismo 6seo.

e De la misma manera, son necesarios mas estudios que puedan
explicar los mecanismos implicados en el metabolismo de la
glucosa y la insulina tras la ingesta de alimentos y su
repercusion sobre el metabolismo dseo, siendo especialmente
interesante que las futuras investigaciones se centren en como la
calidad de los HC y por medio de que vias metabdlicas
interaccionan respecto con la oxidacidn, el sistema acido-base y
la inflamacion.

e También se requieren mas estudios prospectivos y ensayos
clinicos con grandes muestras y seguimientos prolongados que
consideren la complicidad de detectar la osteoporosis, asi como
las dificultades conocidas con el cumplimiento de la dieta para

aclarar la existencia de asociaciones entre la calidad de la
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alimentacion usando biomarcadores especificos y el riesgo de
desarrollar osteoporosis y/o sufrir una fractura.

e En ese sentido y siguiendo con el punto anterior, se deben
mejorar las herramientas de valoracion del consumo alimentario
utilizadas en los estudios epidemioldgicos actualizando las
bases de datos de alimentos existentes con las nuevas
formulaciones o la inclusion de nuevos alimentos de uso
habitual como los alimentos endulzados artificialmente, los
alimentos reducidos en grasas o alimentos enriquecidos con
otros nutrientes y cuyos efectos sobre el organismo apenas ahora
se empiezan a considerar. También seria interesante el
desarrollo de nuevos marcadores especificos que permitan
valorar adecuadamente y de forma objetiva la calidad de un
alimento.

e Conel fin de disminuir los limites inherentes a la generalizacion
de los resultados, se hace necesario que nuestros resultados con
los diferentes marcadores de calidad de la dieta sean replicados
de forma longitudinal (en el caso de M-DIS) y/o en otras
poblaciones (en el caso del IG y CG) para confirmar sus
beneficios. Esto requiere de grandes cohortes que recojan entre
sus resultados medidas de DMO/MMO, incidencia de fracturas
y otras mediciones computarizadas y/o bioquimicas
relacionadas con el metabolismo ¢éseo en un porcentaje
considerable de poblacién y durante un periodo de tiempo

prolongado.
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e Finalmente, el desarrollo de las ciencias dmicas pueden aportar
nuevos conocimientos sobre vias metabolicas y sefalizacion
bioquimica que tiene lugar no solo en el organismo sino también
con el microbioma intestinal, ayudando a identificar y explicar
asociaciones novedosas y potenciales lineas de investigacion que

permitan el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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