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PREFACIO 

El objetivo general de esta tesis es evaluar la posible influencia de la exposición a 

elementos traza como los metales y metaloides, de aquí en adelante por simplicidad “metales”, 

y genes candidatos implicados en el equilibrio redox, así como su inter-relación, en los perfiles 

de metabolitos circulantes y en la fragilidad ósea, mediante la aplicación de un enfoque 

integrador en el campo de la epidemiología. El enfoque integrador intenta obtener una visión 

global de como los genes, la exposición ambiental a metales y los metabolitos actúan juntos 

sobre mecanismos moleculares que podrían alterar el remodelo óseo. El uso de las técnicas 

de análisis bioinformático basado en el enriquecimiento de vías biológicas contenidas en 

bases de datos públicas -que sintetizan el acervo de evidencia científica disponible en 

relación con mecanismos moleculares- permiten la identificación de mecanismos adicionales 

que podrían influir no sólo en la fragilidad ósea, sino además en elementos en común con 

otras enfermedades crónicas propias del envejecimiento. 

En esta tesis doctoral la población de estudio está integrada por los participantes de la 

Cohorte Hortega, que constituye una muestra representativa de la población general de 

Valladolid.  Asimismo, esta tesis doctoral está organizada en torno a tres objetivos específicos. 

El primer objetivo específico se centró en evaluar la asociación entre los biomarcadores de 

exposición a metales con variables relacionadas con la fragilidad ósea (osteopenia e 

incidencia de fracturas óseas relacionadas). Los metales de interés fueron el arsénico, el 

cadmio, el selenio y el zinc, elementos con actividad redox que podrían influir en la 

mineralización ósea, ya que diversos estudios experimentales apuntan al estrés oxidativo 

como un elemento esencial en la desregulación del remodelo óseo, factor esencial implicado 

en la pérdida de densidad mineral que hace al hueso más vulnerable a la fractura.  

El segundo objetivo específico exploró la relación entre un conjunto de metales, que 

muchas veces están correlacionados ya que tienen fuentes comunes de exposición o vías 

metabólicas compartidas, y patrones metabólicos definidos mediante un análisis de 

componentes principales a partir de 54 metabolitos medidos en plasma mediante una técnica 
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metabolómica. Esto permitió identificar cambios metabólicos asociados a los biomarcadores 

de metales. Debido a la influencia de los metales en el equilibrio redox, también se evaluó si 

determinados genes candidatos relacionados con actividad redox podrían actuar como 

factores de interacción en la relación entre los metales y los patrones metabólicos. Para este 

estudio se incluyeron todos los biomarcadores de metales disponibles en los participantes de 

la Cohorte Hortega, ya que fue de interés evaluar interacciones entre los metales esenciales 

y no esenciales y su posible influencia en el metabolismo. Mediante un posterior análisis 

bioinformático de enriquecimiento se identificaron las vías enriquecidas en las que 

participaban genes candidatos que mostraron interacciones estadísticas relevantes.   

En el tercer objetivo específico de esta tesis se evaluó la asociación entre los distintos 

patrones metabólicos previamente identificados, con las variables relacionadas con la 

fragilidad ósea. Asimismo, se evaluó el papel diferencial de los metales asociados a perfiles 

metabólicos en el objetivo específico anterior, así como de variantes genéticas que 

contribuyen en el mantenimiento del equilibrio redox. Los hallazgos de estos análisis sugieren 

que los portadores de algunas variantes genéticas se podrían beneficiar de medidas 

reforzadas orientadas a la prevención de las complicaciones óseas en medicina de precisión 

según las concentraciones de biomarcadores de exposición a ciertos metales.   

Con los resultados obtenidos a partir de estos tres objetivos se infiere que la influencia 

de los metales y de los patrones metabólicos en el remodelo óseo, así como el papel 

modulador de los genes candidatos relacionadas con el equilibrio redox, podría ser 

substancial, y además tener conexiones moleculares con otras enfermedades crónicas. 

Aunque más estudios epidemiológicos y experimentales son necesarios para confirmar 

nuestros hallazgos, las líneas de investigación iniciadas con este trabajo de tesis son 

novedosas ya que no hay estudios previos que integren factores ambientales, genéticos y 

metabólicos orientados a evaluar la fragilidad ósea que ayuden a la identificación de 

estrategias de prevención en poblaciones cada vez más envejecidas. 
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RESUMEN 

Introducción y objetivos 

El equilibro redox puede influir el metabolismo óseo. Algunos estudios experimentales 

sugieren además que la exposición a metales relacionados con la generación o protección 

de especies reactivas del oxígeno, como el arsénico, el cadmio, el selenio y el zinc, podrían 

alterar al remodelado óseo y contribuir a la fragilidad ósea. Pocos estudios han evaluado la 

influencia de un conjunto de metales y de variantes genéticas relacionadas con el equilibrio 

redox en la asociación entre rutas metabólicas y el tejido óseo. El primer objetivo de esta tesis 

fue evaluar la asociación entre las concentraciones del arsénico, cadmio, selenio y zinc con 

la prevalencia de la osteopenia y la incidencia de fracturas, y la asociación diferencial según 

determinantes de la densidad mineral ósea (DMO). El segundo objetivo de esta tesis fue 

evaluar la asociación de once metales con cuatro patrones metabólicos medidos en plasma, 

y examinar la asociación diferencial según variantes genéticas relacionadas con el equilibrio 

redox. El tercer objetivo fue evaluar la asociación de patrones metabólicos con la incidencia 

de fracturas y la prevalencia de osteopenia, y además, examinar la asociación diferencial 

según las concentraciones de biomarcadores de exposición a metales y variantes genéticas.  

Material y métodos 

La población de estudio de este trabajo de tesis es el Estudio Hortega, una muestra 

representativa de la población general de Valladolid (España), que incluye a 1502 

participantes reclutados y examinados en 2001-2003 y seguidos hasta 2015. La DMO se 

calculó en el hueso calcáneo mediante un sistema de imagen de rayos X periféricos y se 

definió osteopenia cuando el T-Score fue menor de -1 desviación estándar. El registro de 

fracturas óseas durante el seguimiento se obtuvo a partir del historial médico de los 

participantes que habían recibido asistencia hospitalario. Las concentraciones en orina de 

antimonio, arsénico corregido por arsenobetaína, bario, cadmio, cromo, cobalto, molibdeno y 

vanadio se obtuvieron mediante una espectrometría de masas (ICP-MS) y las 
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concentraciones en plasma de cobre, selenio y zinc se midieron por espectrometría de 

absorción atómica (AAS). Se midieron 54 metabolitos en plasma mediante espectrometría de 

resonancia magnética nuclear que se agruparon en cuatro componentes principales 

metabólicos (mPC). Los genes candidatos relacionados con la actividad redox se midieron 

mediante ensayos de oligo-ligación.  

Resultados 

Las medias geométricas de las concentraciones urinarias de cobalto fue 0,25 μg/g, de 

molibdeno 26,1 μg/g, de arsénico 6,54 μg/g, de bario 62,04 μg/g, de cadmio, 0,37 μg/g, de 

cromo 3,55 μg/g, de antimonio 0,07 μg/g y de vanadio 2,08 μg/g. Las medias geométricas de 

las concentraciones en plasma de cobre fue 93,8 μg/dL de selenio 83,7 μg/L y de zinc 77,1 

μg/dL. En análisis transversales, las concentraciones de selenio en plasma inferiores a 105 

μg/L se asociaron inversamente con la prevalencia de osteopenia, mientras que las 

concentraciones mayores a 105 μg/L se asociaron positivamente. En análisis prospectivos 

con los participantes mayores de 50 años, el selenio en plasma también presentó una dosis-

respuesta en forma de U con la incidencia de fracturas óseas, principalmente positiva por 

encima de ~105 μg/L. El cadmio y el arsénico en orina y el zinc en plasma no se asociaron 

con las variables relacionadas con la fragilidad ósea. Los subgrupos evaluados según 

determinantes de la DMO no mostraron asociaciones diferenciales. La asociación con el 

mPC1 (que reflejaba los aminoácidos no esenciales y esenciales, incluidos los de cadena 

ramificada, y el co-metabolismo bacteriano frente a los ácidos grasos y las subclases de VLDL) 

fue positiva para el selenio y el zinc, pero inversa para el antimonio, el arsénico y el cobre. La 

asociación con el mPC2 (que reflejaba los aminoácidos esenciales, incluidos los aromáticos, 

y el co-metabolismo bacteriano) fue inversa para el cadmio, el selenio y el zinc. La asociación 

con el mPC3 (que reflejaba las subclases de LDL) fue positiva para el cobre, el selenio y el 

zinc, pero inversa para el cobalto. La asociación con el mPC4 (que reflejaba las subclases de 

HDL) fue positiva para el antimonio, pero inversa para el zinc. Estas asociaciones fueron 

dominadas por el antimonio y el cobre para el mPC1; el selenio, el zinc y el cadmio para el 
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mPC2; el cobalto, el selenio y el zinc para el mPC3. El cobalto y el bario mostraron, en general, 

el mayor número de interacciones gen-metal con variantes implicadas en vías endocrinas, 

cardiovasculares y neurológicas. Las variantes relativamente raras de NOX1 mostraron 

interacciones gen-metal con la mayoría de los metales. La asociación prospectiva con la 

incidencia de fracturas óseas fue inversa para el mPC1 y mPC4 y positiva para el mPC2. 

Estos resultados fueron consistentes en los análisis transversales con la prevalencia de 

osteopenia. Los participantes con concentraciones bajas de selenio y altas de antimonio, 

arsénico y, sugestivamente, cadmio, mostraron un mayor riesgo de fracturas óseas asociado 

al mPC2. Las variantes genéticas anotadas en 19 genes, con la evidencia más fuerte para el 

NCF4, NOX4 y XDH mostraron una asociación diferencial para la relación de los patrones 

metabólicos con las fracturas óseas. 

Conclusiones 

La asociación entre el selenio y las variables relacionadas con la fragilidad ósea fue no 

lineal, incluyendo una fuerte asociación positiva con el riesgo de fracturas óseas en las 

concentraciones más elevadas de selenio. Las exposiciones al antimonio, arsénico, cadmio, 

cobalto, cobre, selenio y zinc se asociaron con varios patrones metabólicos que incluían 

aminoácidos, productos del metabolismo bacteriano, y lípidos implicados en la prevalencia 

de osteopenia y la incidencia de fracturas óseas. A pesar de que el arsénico y el cadmio no 

se asociaron directamente con las variables relacionadas con la fragilidad ósea, si mostraron 

interacciones con la asociación entre los perfiles metabólicos y la fragilidad ósea. En general 

nuestros resultados apuntan a que los portadores de variantes genéticas relacionadas con el 

equilibrio redox podrían presentar una susceptibilidad diferencial a las alteraciones 

metabólicas asociadas a una exposición excesiva a los metales y pudiendo beneficiarse de 

intervenciones intensificadas para la prevención y control de la fragilidad ósea según sus 

concentraciones de antimonio, arsénico, selenio, y, posiblemente, cadmio.  



RESUMEN 

Background and objectives 

Redox balance can influence the bone metabolism. Experimental data suggest that 

metals with a role in redox pathways, such as arsenic, cadmium, selenium and zinc, but also 

by metabolic factors, specifically alter the bone remodeling process, potentially resulting in 

bone frailty. Moreover, limited studies have evaluated the joint influence of redox-related 

metals and genetic variants on metabolic pathways and its effect on bone metabolism. The 

first aim of this dissertation was to evaluate the association between arsenic, cadmium, 

selenium and zinc biomarkers with prevalent reduced peripherical bone mineral density (BMD) 

and incident osteoporosis-related fractures, and differential associations by determinants of 

BMD. The second aim was to analyze the association of eleven metals with four metabolic 

patterns, and the interacting role of some genetic variations related to oxidative stress. The 

third aim was to assess the association of plasma metabolic patterns with incident 

osteoporosis-related bone fractures and prevalent reduced BMD, as well as differential 

associations in subgroups defined by redox-related metal exposure levels and candidate 

genetic variants.  

Material and methods 

The study population is a representative sample from Valladolid (Spain), which 

participates in the Hortega Study, a prospective cohort of 1502 adult participants initially 

recruited in 1997 and follow-up until 2015. BMD at the calcaneus was measured using the 

Peripheral Instaneuous X-ray Imaging system (PIXI). Osteoporotic incident fractures were 

diagnosed reviewing clinical records during follow-up. Biomarkers of metals exposure, 

including urine antimony, arsenic (corrected for arsenobetaine to account for inorganic 

arsenic), barium, cadmium, chromium, cobalt, molybdenum and vanadium, and plasma 

copper, selenium and zinc were measured by Inductively Couple Plasma Mass Spectrometry 

(ICP-MS) and Atomic Absorption Spectrometry (AAS), respectively. Plasma metabolites 

levels (N=54), measured with targeted Nuclear Magnetic Resonance-spectrometry, were 
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summarized by estimating metabolic principal components (mPC). Redox-related candidate 

SNPs were measured by oligo-ligation assay.  

Results 

The geometric mean of urine metals were 0.25 μg/g for cobalt, 26.1 μg/g for molybdenum, 

6.54 μg/g for arsenic, 62.04 μg/g for barium, 0.37 μg/g for cadmium, 3.55 μg/g for chromium, 

0.07 μg/g for antimony, 2.08 μg/g for vanadium. The corresponding geometric means for 

plasma metals were 93.8 μg/dL for copper, 83.7 μg/L for selenium, 77.1 μg/dL for zinc.  In 

cross-sectional analysis, plasma selenium was non-linear associated with reduced BMD (T-

score < −1 SD) showing an inverse association below ~105 μg/L, which became increasingly 

positive above ~105 μg/L. In prospective analysis with participants older than 50 years, 

plasma selenium also presented a U-shape dose-response with the incidence of osteoporosis-

related bone fractures, mainly positive above ~105 μg/L. Urine cadmium and arsenic and 

plasma zinc were not related with reduced BMD or bone fractures. The association with mPC1 

(reflecting non-essential and essential amino acids, including branched chain, and bacterial 

co-metabolism versus fatty acids and VLDL subclasses) was positive for selenium and zinc, 

but inverse for antimony, arsenic and copper. The association with mPC2 (reflecting essential 

amino acids, including aromatic, and bacterial co-metabolism) was inverse for cadmium, 

selenium and zinc. The association with mPC3 (reflecting LDL subclasses) was positive for 

copper, selenium and zinc, but inverse for cobalt. The association for mPC4 (reflecting HDL 

subclasses) was positive for antimony, but inverse for plasma zinc. These associations were 

mainly driven by antimony and copper for mPC1; selenium, zinc and cadmium for mPC2; 

cobalt, selenium and zinc for mPC3. For all mPCs Cobalt and zinc showed, overall, the highest 

number of gene-environment interaction with variants involved in endocrine, cardiovascular 

and neurological pathways. NOX1 relatively rare variants, showed gene-environment 

interactions with most of the metals. The prospective association with incident bone fractures 

was inverse for mPC1 and mPC4 but positive for mPC2. Findings from BMD models were 

consistent.  Participants with decreased selenium and increased antimony, arsenic and, 
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suggestively, cadmium exposures showed higher mPC2-associated bone fractures risk. 

Genetic variants annotated to 19 genes, with the strongest evidence for NCF4, NOX4 and 

XDH, showed differential metabolic-related bone fractures risk.  

Conclusions 

These results support that the dose-response of selenium and BMD-related disease was 

non-linear, including a strong positive association with osteoporosis-related bone fractures 

risk at the higher selenium exposure range. Exposures to antimony, arsenic, cadmium, cobalt, 

copper, selenium and zinc were associated with several metabolic patterns, including amino 

acids, microbiota co-metabolism and lipid metabolites involved in reduced BMD and bone 

fractures incidence. Arsenic and cadmium were not associated with variables related to frailty 

bone but show differential association between metabolic patterns and incident fractures. Our 

results suggest that carriers of redox-related variants may benefit from intensified metabolic 

interventions to prevent the bone frailty consequences based on their antimony, arsenic, 

selenium, and, possibly, cadmium, exposure levels. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 EL TEJIDO ÓSEO 

El hueso es un tejido dinámico que sufre un constante proceso de regeneración 

denominado remodelado óseo, regulado por la actividad de las principales células óseas, 

osteoclastos, osteoblastos y osteocitos.1 En una primera fase intervienen los osteoclastos, 

que inician la resorción ósea destruyendo hueso degenerado o dañado, mientras que en una 

segunda fase, se asientan los osteoblastos, que promueven la generación de nuevo tejido 

que terminará sustituyendo al previo.2 Además, existe un tercer tipo celular los osteocitos, 

que equilibran la actividad de los osteoclastos y osteoblastos y la regulación del metabolismo 

del fosfato, esencial para una correcta mineralización ósea.1 

El remodelado óseo es un proceso complejo que se realiza gracias a una intensa 

actividad donde participan múltiples factores reguladores de las células óseas. En todo este 

proceso de regeneración, destaca la actividad del complejo RANK/RANKL/OPG, 

perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), constituido por el receptor 

activador del factor nuclear k B (RANK), junto con su ligando (RANKL) y la osteoprotegerina 

(OPG).2 Este complejo es el principal encargado de la maduración de los osteoclastos ya que 

cuando RANKL, que se encuentra en la superficie de los osteoblastos, se activa por el factor 

estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF) y se une a su receptor RANK, presente en 

las células precursoras de osteoclastos, se activa la diferenciación osteoclástica. Por el 

contrario, cuando es la OPG la que se une a RANKL, se inhibe la diferenciación osteoclástica 

y se paraliza la resorción ósea.3 Asimismo, participan otros factores de crecimiento y 

citoquinas, liberados por los osteoblastos, como la interleucina (IL) 1, IL-6 , IL-11 y TNF, que 

estimulan la diferenciación y reactividad del osteoclasto promoviendo la destrucción ósea.3 

En la fisiología del hueso diversos mecanismos endógenos, principalmente hormonales, 

participan activamente en la regulación del calcio y fosfato, que constituyen elementos 

esenciales en la mineralización ósea. Entre ellos, es de destacar a la 1,25-dihidroxivitamina 

D3 (vitamina D activa), la hormona paratiroidea (PTH), las hormonas sexuales, el factor de 
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crecimiento celular (IGF-1) y el factor 23 de crecimiento de fibroblastos (FGF-23), este último 

secretado por los osteocitos.4 Todos ellos presentan receptores en los osteoblastos que 

cuando son estimulados liberan osteocalcina y fosfatasa alcalina (FA), la señal que inicia la 

síntesis de tejido óseo.4  

Figura 1. Factores involucrados en el remodelado óseo. 

Abreviaturas: OPG, osteoprotegerina; M-CSF, factor estimulador de colonias de macrófagos; IL, interleucina, FA, fosfatasa 
alcalina; RANK, receptor activador del factor nuclear k B; RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear k B; FGF-23, 
factor 23 de crecimiento de fibroblastos. Las células implicadas en el remodelo óseo son los osteoblastos, osteoclastos y 
osteocitos, Los osteoclastos se diferencian cuando RANKL, presente en la superficie de los osteoclastos, se une a RANK 
(estimulado por M-CSF). Cuando RANKL se une a OPG esta diferenciación se paraliza. Otros reguladores son los factores de 
crecimiento y las citoquinas liberados por los osteoblastos. El osteocito contribuye en la regulación del remodelo óseo liberando 
FGF-23, regulador del metabolismo del fosfato. Creación mediante la herramienta Biorender. 

 

La disfuncionalidad de las estirpes celulares implicadas en el metabolismo óseo, o de 

algunos de los factores reguladores, puede propiciar un desequilibrio del remodelo del hueso. 

En estos casos, o bien porque prima una disminución de la síntesis tisular, o bien porque 

aumenta la resorción ósea, se produce una pérdida de densidad mineral ósea (DMO) 

construyéndose tejido con una microarquitectura dañada e inestable que condiciona un hueso 

frágil. Esta situación patológica de pérdida de masa que origina una estructura ósea débil se 

denomina osteopenia cuando la medición de la DMO es inferior a -1 desviación estándar (DE) 

en comparación con una población de referencia y osteoporosis es inferior a -2.5 DE.5  
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En España, en 2010, la prevalencia de la  osteoporosis en aquellos mayores de 50 años 

fue de un 5,4%, exponencialmente más alta en mujeres (22,6%) que en hombres (6,8%).6 

Estas diferencias de género se justifican fundamentalmente por el drástico descenso de los 

estrógenos y progestágenos, que disminuyen el número y la actividad de los osteoclastos y 

por ende, de masa ósea. La mayor prevalencia de la  osteoporosis con la edad se atribuye a 

una afectación progresiva y generalizada de los mecanismos reguladores.7 

La densidad ósea es el principal determinante del desarrollo de fracturas, lo que explica 

que un hueso frágil y debilitado presente menor resistencia a la rotura.8 El riesgo de fracturas 

viene condicionado por factores sociodemográficos, como el sexo y la edad, afectando a su 

vez principalmente a mujeres en edad avanzada,9 pero también por la presencia de una 

fractura previa.10 Suponen un importante problema de salud pública debido a su elevada 

prevalencia y morbimortalidad, que podría por el progresivo envejecimiento demográfico. En 

el año 2017, se contabilizaron en España 200,000 fracturas relacionadas con la fragilidad 

ósea, siendo las de cadera las más numerosas.11 La necesidad de cirugía e ingreso 

hospitalario favorecen la discapacidad a largo plazo y suponen una sustancial pérdida de la 

calidad de vida.11 Otras consecuencias derivadas del desarrollo de fracturas son el 

incremento en la mortalidad y el riesgo de muerte temprana.12 Tampoco se debe minusvalorar 

el impacto económico de las fracturas osteopóroticas en el sistema sanitario, debido al 

consumo de numerosos recursos.11 

La mayor esperanza de vida, y con ello el progresivo envejecimiento de la población, 

hace presagiar un ascenso en la incidencia de las enfermedades crónicas aumentando la 

carga en salud de la sociedad y en el sistema sanitario haciendo imprescindible conocer en 

profundidad aquellos factores que la precipitan, así como sus vías de actuación, con el fin de 

poder generar planes estratégicos de prevención poblacional pero también identificar nuevos 

métodos terapéuticos. 

A este respecto, son varios los estudios que sugieren que determinadas exposiciones 

ambientales, en particular, los elementos traza, podrían jugar un papel clave en el 
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metabolismo óseo. Los mecanismos biológicos propuestos mediante los cuales estos 

elementos podrían intervenir en el remodelo óseo se detallan en el siguiente apartado.  

1.2 EL PAPEL DE LOS METALES EN EL REMODELADO ÓSEO 

Los elementos traza se encuentran presentes en el aire, tras la liberación de los mismos 

por la actividad industrial, o en los cultivos procedentes de tierras o aguas que presenten altas 

concentraciones. Aunque no todos los elementos traza de los que nos referimos en esta tesis 

doctoral son estrictamente metales, como el selenio, que es un no-metal y el arsénico, que 

es un metaloide (Figura 2), se usa esta terminología para referirnos a ellos con el fin de 

simplificar el vocabulario.  

 

Figura 2. Tabla periódica de los elementos según su clasificación en metales, no metales, 

metaloides, halógenos o gases nobles.  

Los metales esenciales, como el cobalto, el cobre, el molibdeno, el selenio y el zinc, 

actúan como cofactores enzimáticos claves en diversos procesos celulares, indicando que su 

presencia en el cuerpo es imprescindible para el buen funcionamiento de este, en particular 

para el mantenimiento de estados oxidativos.13,14 Es por ello que, concentraciones deficitarias 

de los mismos se relacionan con el desarrollo de patologías, como un mayor riesgo de fallo 

cardiaco en el caso del zinc.15 Sin embargo, niveles excesivos de estos elementos también 

podrían tener un efecto nocivo al alterar la estructura y funcionalidad de enzimas esenciales 

para el cuerpo humano.16,17 A este respecto, niveles exagerados de cobre y zinc se han 
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relacionado con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular,18,19 metabólica20 y 

neurodegenerativa,21,22 mientras que niveles altos de selenio se han relacionado con un 

mayor impacto cardiometabólico,23,24 y en particular, de riesgo de diabetes.25 

Los metales no esenciales, como el antimonio, el arsénico, el bario, el cadmio, el cromo 

y el vanadio, por el contrario, presentan un papel tóxico y no presentan una función fisiológica 

conocida. Estos elementos divalentes se unen a zonas de anclaje de enzimas y 

transportadores, como grupos sulfhídricos, bloqueando la anexión de cofactores esenciales 

e interfiriendo en procesos metabólicos básicos,14 contrarrestando las propiedades 

antioxidantes del glutatión.26 Además, interfieren en la captura intracelular de glucosa,14 vías 

de traducción de señales13 y con el metabolismo del carbono.27 Los elementos no esenciales 

pueden ser importantes en el desarrollo de varias patologías, como la enfermedad 

cardiovascular para el antimonio28,29 arsénico y cadmio,30 cáncer, disfunción renal y trastornos 

neurológicos para el cadmio31–34 y el arsénico.33,35–37 

Varios estudios subrayan que algunos elementos podrían tener un papel importante en 

la fisiología del hueso, ya sea propiciando la resorción o estimulando su síntesis. A este 

particular, se cree que los metales no esenciales, como el arsénico y el cadmio podrían alterar 

la síntesis de osteoblastos y con ello propiciar osteopenia.38 Por el contrario, los metales 

esenciales como el zinc y el selenio con gran capacidad antioxidante podrían tener un efecto 

beneficioso en el hueso. Respecto al cadmio, la evidencia es extensa. Los efectos nocivos 

de la exposición al cadmio en el metabolismo óseo se conocen desde el brote de Itai-Itai en 

Japón en los años 20, donde aquellos que consumieron arroz cultivado en tierras con alto 

contenido en cadmio, padecieron fallo renal, osteomalacia, osteoporosis y un mayor riesgo 

de fracturas.38 Esto permitió identificar al cadmio como un potente nefrotóxico ya que bloquea 

la activación de la vitamina D e interfiere en la absorción intestinal del calcio y aumenta su 

excreción en orina.39 Asimismo, el cadmio estimularía la expresión de RANKL, promoviendo 

la diferenciación osteoclástica.40 Por otro lado, el arsénico está implicado en la disminución 

de la formación y proliferación de los osteoblastos y favorece la presencia de células 
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destructoras del tejido óseo.41 Aunque la evidencia para otros metales no esenciales es 

escasa, debido a su papel tóxico en el organismo podrían actuar como factores determinantes 

del metabolismo del hueso, favoreciendo la pérdida de masa ósea y el desarrollo de fracturas. 

Respecto a los elementos esenciales, se sospecha que niveles extremos podrían tener un 

papel perjudicial mientras que niveles óptimos serían beneficiosos para el equilibrio óseo. El 

selenio y el zinc actúan como cofactores estructurales en varios procesos biológicos y son 

imprescindibles para el correcto funcionamiento de numerosas enzimas.42  

Hasta el momento ningún estudio ha evaluado la asociación entre un conjunto de 

biomarcadores de exposición a metales y variables de la fragilidad ósea, como la osteopenia 

y la incidencia de fracturas.  

1.3 EL PAPEL DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL REMODELADO ÓSEO 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) tienen el potencial de alterar la homeostasis 

celular propiciando estados proinflamatorios en el seno de varias patologías crónicas, como 

la renal,43 cardiovascular44 o neurológica.45 Esto hace pensar que a su vez la alteración de 

los estados oxidativos pudieran ser factores determinantes en el desarrollo de la osteopenia. 

A nivel molecular, el estrés oxidativo juega un papel esencial en la regulación del remodelado 

óseo, en particular en la diferenciación y supervivencia de las estirpes celulares implicadas.46 

La producción de radicales libres debilita la estructura celular, generando la apoptosis de las 

células formadoras de hueso a la vez que promoviendo la formación y diferenciación de los 

osteoclastos.47 La consecuencia de este aumento de actividad oxidativa es la pérdida del 

balance formación-resorción, primando esta última y propiciando la pérdida de masa ósea.46 

Sin embargo, la evidencia a este respecto es escasa y solo un estudio observacional abordó 

la relación del estrés oxidativo con el metabolismo óseo, encontrando que el riesgo de 

osteoporosis en mujeres se incrementaba en aquellas con niveles elevados de 

biomarcadores del estrés oxidativo.48 En un estudio experimental con ratones se observó que 

la masa ósea aumentaba tras la suplementación con vitaminas antioxidantes,49 lo que sitúa 

al equilibrio redox como una potencial diana terapéutica de interés en la osteopenia. Sin 
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embargo, serían necesarios más estudios epidemiológicos que permitieran comprender el 

papel de la producción de radicales libres en la fisiología del hueso.  

Asimismo, varios metales no esenciales, como el arsénico y el cadmio, son reconocidos 

prooxidantes, con un papel protagonista como productores de ERO, estimulando la apoptosis 

de células osteoblásticas y promoviendo la activación de RANKL, acelerando el remodelado 

óseo. 40 Por el contrario, otros metales esenciales, como el selenio y el zinc, tienen una 

actividad fundamentalmente antioxidante, disminuyendo la producción de radicales libres y 

protegiendo al tejido óseo del daño celular. 40 Debido a su acción antioxidante, llevado a cabo 

por las selenoproteínas, que estimulan la actividad del glutatión peroxidasa, niveles bajos de 

selenio se relacionan con un aumento de radicales libres afectando a la masa ósea.42,50 El 

zinc es un elemento con gran actividad antioxidante cuyo déficit conduce a una disminución 

de la actividad osteoblástica y con ello de la DMO, mientras que niveles altos incrementaría 

la resorción ósea mediada por la actividad osteoclástica.51 

Igualmente, la desregulación del equilibrio redox, que origina una cascada inflamatoria 

liberando citoquinas, podría hacer de mediador en la relación entre distintos productos del 

metabolismo en plasma y el remodelado óseo.52 Aunque se desconocen los mecanismos 

precisos que podrían contribuir a este efecto, se cree que la microbiota intestinal sería clave 

en la regulación de los estados oxidativos,53 y además en la absorción de elementos 

esenciales para el metabolismo óseo.54 Hasta el momento, ningún estudio ha realizado 

análisis de interacción según variantes genéticas relacionadas con el equilibrio redox en la 

asociación entre perfiles metabólicos y el hueso.   

1.4 LOS METALES Y EL METABOLISMO 

Los metales en el organismo podrían relacionarse con productos procedentes del 

metabolismo celular. Por ejemplo, los metales esenciales son necesarios para la regulación 

de la microbiota ya que juegan un papel fundamental en las vías enzimáticas.55 Mientras que 

concentraciones bajas de metales esenciales pueden ejercer un papel nocivo en el 

funcionamiento celular y afectar al metabolismo bacteriano,56 niveles elevados podrían tener 
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un impacto negativo en el perfil metabólico.16,17 Respecto a los metales no esenciales, estos 

pueden interferir en procesos metabólicos al actuar como competidores14 de los esenciales, 

pero además, ciertos metales como el antimonio, el arsénico o el cadmio se han relacionado 

con mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares,28,29 metabólicas57–59 y 

neurológicas.31,35,36 A este respecto, niveles elevados de aminoácidos aromáticos y de 

cadena ramificada se asocian a patologías cardiometabólicas60,61 mientras que niveles 

deficitarios se relacionan con alteraciones neurológicas.62 Similar a las lipoproteínas, donde 

los niveles elevados de triglicéridos y subclases de LDL a la par que deficitarios de HDL se 

consideran factores de riesgo cardiovasculares.63,64 Esto sugiere que los cambios 

metabólicos podrían mediar algunas asociaciones establecidas entre los metales y diversas 

patologías.  

Algunos estudios han evaluado la asociación entre la exposición individual a metales, en 

su mayoría esenciales, con determinadas subclases de metabolitos, incluyendo lipoproteínas 

y ácidos grasos,65–69 pero también otros biomarcadores de inflamación y productos derivados 

del metabolismo bacteriano.70–74 Sin embargo, pocos estudios epidemiológicos han abordado 

la influencia global de un conjunto de biomarcadores de exposición a metales con un panel 

de metabolitos medidos en plasma. A este respecto, solo un pequeño estudio con 

participantes de la cohorte americana del Strong Heart Study encontró correlación entre un 

conjunto de metales medidos en orina, incluyendo el molibdeno, el selenio, el zinc, el arsénico 

o el antimonio, con aminoácidos, ácidos grasos y productos del metabolismo lipídicos.75 

Productos metabólicos, incluyendo aminoácidos, productos derivados de la microbiota 

o lipoproteínas podrían también ser determinantes en la fragilidad ósea52–54,76,77. Estudios 

experimentales han observado que los aminoácidos esenciales estimulan la diferenciación 

de los osteoclastos y promueven la síntesis ósea.77  El balance de la microbiota intestinal es 

imprescindible para la absorción de elementos esenciales para el metabolismo óseo,54 y por 

tanto, su desregulación podrían favorecer estados tisulares alterados. A su vez, el perfil 

lipoproteico se ha relacionado con la pérdida de masa ósea en estudios in vitro,76,78 en 
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particular el colesterol LDL oxidado y la deficiencia de HDL podrían fomentar la maduración 

de los osteoclastos e inhibir el crecimiento de los osteoblastos. Sin embargo, la mayoría de 

la evidencia al respecto gira en torno a estudios de metabolitos singulares en diseños 

transversales sin considerar el efecto global de patrones metabólicos.   

La metabolómica, es la disciplina que estudia la identificación y cuantificación de los 

metabolitos, que son los productos finales de los procesos celulares que tienen lugar en el 

organismo,79 en particular permite desgranar los cambios en la concentración de los 

metabolitos en respuesta a estímulos fisiológicos o patológicos. Las distintas aproximaciones 

metabolómicas pueden generar perfiles de entre decenas y cientos de metabolitos, lo que 

requiere que habitualmente los estudios que relacionan estos paneles metabolómicos con 

resultados de salud necesiten de un gran esfuerzo de síntesis de los resultados. Mediante 

análisis bioinformáticos de enriquecimiento se pueden identificar aquellas vías biológicas con 

las que se encuentran relacionadas. El empleo de estos métodos novedosos aporta una 

visión global de la relación entre las exposiciones ambientales y la fisiología del hueso 

permitiendo comprender el impacto biológico de los metales en el metabolismo celular y de 

la misma manera en la salud. Hasta el momento, son varios los estudios que han analizado 

el papel de los metabolitos como biomarcadores en diversas patologías como las renales,80,81 

cardiometabólicas82,83 y neurológicas.84 Sin embargo, son pocos los estudios epidemiológicos 

que han utilizado la metabolómica para evaluar la influencia de cambios metabólicos 

asociados a la exposición a metales y su posible inter-relación con factores genéticos en 

relación con  la prevalencia de osteopenia y desarrollo de fracturas.   

Con estos antecedentes, el objetivo general de esta tesis doctoral fue estudiar la 

asociación entre un conjunto de biomarcadores de exposición a los metales y patrones 

metabólicos definidos a partir de los componentes principales de 54 metabolitos medidos en 

plasma (incluyendo aminoácidos aromáticos, de cadena ramificada, subclases de 

lipoproteínas, ácidos grasos y productos de la microbiota, del metabolismo energético y del 

balance hídrico),  con el desarrollo de la fragilidad ósea, definida según la prevalencia de 
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osteopenia y la incidencia de fracturas óseas relacionadas en el estudio Hortega, una muestra 

representativa de la población general de Valladolid. También se evaluaron posibles 

asociaciones diferenciales según diversos polimorfismos de nucleótido único (SNPs, single 

nucleotide polymorphism) en genes candidatos involucrados en el equilibrio redox. 
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2. OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

2.1 OBJETIVOS 

Objetivo 1. Evaluar la asociación entre biomarcadores de exposición al arsénico, cadmio, 

selenio y zinc con variables relacionadas con la fragilidad ósea, incluyendo la prevalencia de 

osteopenia y la incidencia de fracturas óseas relacionadas con la osteoporosis. Además, 

como parte de este objetivo, evaluar la asociación diferencial según subgrupos de factores 

biológicamente relevantes para la DMO definidos por categorías de sexo, edad, función renal, 

actividad física y el consumo de tabaco y alcohol.  

Objetivo 2. Evaluar la asociación conjunta e individual entre los biomarcadores de 

exposición a metales esenciales, cobre, cobalto, molibdeno, selenio,  zinc, y no esenciales, 

antimonio, arsénico, bario,  cadmio,  cromo y  vanadio, con patrones metabólicos medidos en 

plasma. Además, debido al papel de la exposición de los metales en el equilibrio redox, 

evaluar la interacción según variantes genéticas candidatas relacionadas con procesos redox.  

Objetivo 3. Evaluar la asociación entre los perfiles metabólicos medidos en plasma y las 

variables relacionadas con la fragilidad ósea, incluyendo la reducción de DMO y la incidencia 

de fracturas óseas relacionadas con la osteoporosis.  Además, debido a la contribución 

conocida del estrés oxidativo en la alteración del remodelado óseo, evaluar la asociación 

diferencial según subgrupos definidos por las concentraciones de biomarcadores de 

exposición a los metales y genes relevantes a partir de los resultados observados en objetivos 

anteriores.  
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2.2 HIPÓTESIS 

Hipótesis 1. Los metales no esenciales como el arsénico41 y el cadmio,40 y los niveles 

extremos, por déficit o exceso, de metales esenciales, como el selenio42,50 y el zinc,51 se 

asocian positivamente con la prevalencia de osteopenia e incidencia de fracturas. Asimismo, 

existe una asociación diferencial según determinantes biológicamente definidos de DMO, 

siendo está asociación más fuerte en participantes de mayor edad, mujeres, con peor función 

renal, menos activos y con mayor consumo de tabaco y alcohol.   

Hipótesis 2. Los metales no esenciales en general, y el antimonio, el arsénico y el cadmio 

en particular, y los niveles extremos, por déficit o exceso de metales esenciales, se relacionan 

positivamente con patrones metabólicos relacionados con el riesgo cardiovascular,28,29 como 

por ejemplo, los aminoácidos aromáticos y de cadena ramificada, los triglicéridos y las 

subclases de LDL, e inversamente con patrones metabólicos que engloban subclases de HDL. 

Para el resto de metabolitos incluidos en el análisis no se tienen hipótesis a priori. Además, 

existe una asociación diferencial según portadores de variantes genéticas relacionadas con 

el estrés oxidativo.  

Hipótesis 3. Los patrones metabólicos que engloban aminoácidos esenciales,77 

subclases de HDL76 y productos de la microbiota intestinal54 se relacionan con menor 

prevalencia de la  osteopenia e incidencia de fracturas mientras que los patrones metabólicos 

que engloban subclases de LDL76 se asocian con mayor prevalencia de la  osteopenia e 

incidencia de fracturas. Para el resto de metabolitos no se tiene una hipótesis a priori. 

Asimismo, la asociación positiva entre los patrones metabólicos y la incidencia de fracturas 

se acentúa según niveles elevados de metales no esenciales y deficitarios de metales 

esenciales. Además, los portadores de variantes genéticas relacionadas con el estrés 

oxidativo presentan una susceptibilidad diferencial al desarrollo de fracturas según patrones 

metabólicos. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS  

3.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO 

La población de estudio pertenece al estudio Hortega, un estudio prospectivo diseñado 

para identificar determinantes en salud involucrados en el desarrollo de enfermedades 

crónicas, principalmente de carácter cardiovascular.85 La cohorte Hortega está constituida por 

beneficiarios del sistema público de salud pertenecientes al área del Hospital Universitario 

Rio Hortega en Valladolid. Se corresponden con una muestra representativa de las 

características individuales del área poblacional incluidas en el censo oficial obtenida 

mediante un muestreo multietápico aleatorizado. 

En una primera fase iniciada en 1997, se aleatorizó una muestra del 20% de 179,600 

individuos incluidos en el registro local, a los que se les invitó por correo postal a participar 

en el estudio. Del total, el 33% aceptó colaborar en el mismo completando una encuesta inicial 

sobre hábitos de vida y factores de riesgo cardiovasculares. En 1999-2000 se llevó a cabo la 

segunda fase del muestreo con aquellos participantes que habían completado la encuesta. 

Posteriormente, se categorizó a la población en seis estratos según el sexo y la edad y se 

seleccionaron aleatoriamente 250 individuos de cada estrato. Aquellos que fueron 

seleccionados acudieron a la realización de una entrevista y un examen médico llevado a 

cabo por personal cualificado. No se observaron diferencias sustanciales en el nivel 

socioeconómico, hábitos de vida o factores de riesgo cardiovasculares entre respondedores 

y no respondedores. Aquellos que no respondieron fueron sustituidos por individuos de la 

primera frase con características similares. En 2001-2003 se realizó el examen físico, 

incluyendo finalmente 1502 individuos que constituyen la visita basal de la cohorte Hortega. 

Éstos participantes que se incluyeron en la visita basal del estudio fueron seguidos hasta el 

30 de Noviembre del 2015.  El registro de eventos incidentes durante el seguimiento en los 

participantes se revisaron por un comité compuesto por dos médicos que asignaron los 

eventos. En caso de discrepancia intervino un tercero.   
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El protocolo de investigación para constituir esta cohorte fue aprobado por el Comité de 

Ética del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid. Todos los participantes incluidos 

en este estudio firmaron un consentimiento informado.  

3.2 VARIABLES RELACIONADAS CON LA FRAGILIDAD ÓSEA 

Densidad mineral ósea 

A todos los participantes se les realizó una densitometría ósea periférica en el hueso 

calcáneo derecho con un sistema de energía dual de rayos X instantánea, obteniéndose las 

mediciones de DMO en gr/cm2. Para favorecer la comparabilidad entre individuos, se calculó 

el T-Score restando los niveles de DMO de cada participante con el valor medio de DMO, y 

dividiéndolo por la DE de una población de referencia española, proporcionada por los 

fabricantes. Se siguieron los criterios establecidos por la Organización Mundial de la Salud 

para definir osteopenia, cuando el T-Score fue inferior a -1 DE, y osteoporosis , cuando el T-

Score fue inferior a -2,5 DE.5  El punto de corte para definir osteopenia con la densitometría 

ósea en el hueso calcáneo demostró una sensibilidad del 85% y un valor predictivo negativo 

del 79%.86 

Incidencia de fracturas  

El registro de las fracturas óseas durante el seguimiento se llevó a cabo por un clínico 

que revisó los historiales médicos de los participantes que habían sido atendidos en el centro 

hospitalario por algún signo de fractura ósea relacionada con niveles bajos de DMO, siendo 

estas principalmente de cadera, húmero, vértebra y muñeca.  

Para los participantes que presentaron una fractura durante el seguimiento, se calculó el 

tiempo hasta el evento considerando la edad del participante en la visita basal y la edad en 

el momento del diagnóstico radiológico (radiografía, tomografía computarizada o resonancia 

magnética nuclear). Para aquellos que no presentaron una fractura ósea, el tiempo hasta el 

evento se estimó a partir de la edad del participante en la visita basal y la edad al final del 

seguimiento (30 de noviembre de 2015) o edad al fallecimiento si este ocurrió durante el 

estudio.  
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3.3 BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN A METALES  

En 2012 se midieron las concentraciones plasmáticas de cobre, selenio y zinc mediante 

espectrometría de absorción atómica (AAS) con horno de grafito en los Laboratorios Zeeman 

(Varian Inc,, EE.UU) en Cerba International Laboratories Ltd. Los límite de detección y el 

coeficiente de variación (CV) fue de 0,63 mg/dL (7,2%) para el cobre, 29,9 mg/L (5,6%) para 

el selenio y 0,65 mg/dL (4,2%) para el zinc. Todos los individuos presentaron concentraciones 

dentro de estos límites. En 2013 se midieron las concentraciones urinarias de antimonio, 

arsénico, bario, cadmio, cromo, cobalto, molibdeno y vanadio, y las especies de arsénico, 

como arsenito, arsenato, metilarsonato, dimetilarsinato y arsenobetaína, mediante 

espectrometría de masas acoplado a plasma inducido (ICPMS) en un Agilent 7500CEx 

ICPMS (Agilent Technologies, Tokio, Japón) y cromatografía líquida de intercambio aniónico 

(IEC-HPLC) acopladas a ICPMS con células de reacción de octapolo, siguiendo un protocolo 

estandarizado en el Laboratorio de Química Ambiental y Bioanálisis de la Universidad de 

Huelva. Los límites de detección (CV) fueron de 0,003 mg/L (5,27%) para el antimonio, 0,024 

mg/L (6,5%) para el arsénico, 0,0005 mg/L (1,90%) para el bario, 0,005 mg/L (5,2%) para el 

cadmio, 0,038 mg/L (4,31%) para el cromo, 0,001mg/L (2,96%) para el cobalto, 0,01 mg/L 

(1,79%) para el molibdeno, y 0,008 mg/L (3,58%) para el vanadio. El porcentaje de individuos 

por debajo de estos límites fue de 1,81% para el antimonio, 0,07% para el cadmio y 0,14% 

para el cobalto. Para el resto de metales no se detectaron concentraciones por debajo del 

límite de detección. Se disolvió 1 ml de orina en 5 ml al 5% (v/v) de HNO3 control de Ultra 

Trazas de Elementos traza y se añadieron 100 ng/ml de Rh solución acuosa como estándar 

interno para las muestras y sus calibrantes. Se realizó un control de calidad usando el material 

de referencia control de orina Clinchek liofilizado (RECIPE) Nivel I y Nivel II, y Referencia 

Estándar Material® 2670 para metales tóxicos en orina del Instituto Nacional de Estándares 

y Tecnología (NIST).  

La arsenobetaína es una especie orgánica del arsénico no tóxica.87 Se encuentra en el 

marisco y dado que el consumo del mismo en la población española es muy elevado, fue 
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necesario definir un biomarcador que reflejara las concentraciones totales de arsénico tóxicas 

para el organismo. Para ello se ajustaron los niveles de arsénico totales en orina sobre la 

arsenobetaína, mediante una regresión lineal utilizando un método que tomara en cuenta los 

residuos88. Las concentraciones de especies de arsénico, incluido la arsenobetaína, se 

determinaron sólo en una submuestra aleatoria de 295 individuos por lo que fue necesario 

una imputación múltiple de los datos faltantes. Para ello se realizó un muestreo de Gibbs 

Markov Chain Monte Carlo (MCMC) utilizando un modelo lineal, para generar una distribución 

posterior de los valores de arsenobetaína para cada uno de los participantes sin especiación 

de arsénico completamente al azar (MCAR del término en inglés “Missing completely at 

random”).89 Posteriormente se realizó la imputación MCAR de arsénico como el percentil 50 

de las distribuciones posteriores de arsénico específicas de cada sujeto. Finalmente, la media 

de las concentraciones totales de arsénico entre los participantes con baja arsenobetaína 

(definidos como individuos con niveles de arsenobetaína medidos o imputados por debajo del 

segundo percentil de la distribución de arsenobetaína [4,72 g/L]) se añadió a los residuos 

para obtener los niveles de exposición al arsénico inorgánico significativos para la población 

si se hubiera minimizado el consumo de marisco. Los biomarcadores de exposición a metales 

en orina en g/L se dividieron por la creatinina en orina en g/L para tomar en cuenta la dilución 

urinaria.   

3.4 MEDICIÓN DE METABOLITOS EN PLASMA MEDIANTE TÉCNICAS 

METABOLÓMICAS 

Los perfiles metabolómicos se detectaron en plasma mediante espectroscopia de 

resonancia magnética nuclear (RMN) sin estar los participantes en ayunas. Se añadieron 82 

μl de D2O a 418 μl de plasma sanguíneo y se colocaron en un tubo de RMN de 5 mm. Los 

espectros de RMN de 1H se registraron utilizando un espectrómetro Bruker Avance DRX 600 

(Bruker GmbH, Rheinstetten, Alemania). Se adquirió un experimento de pre-saturación de un 

solo pulso en todas las muestras. Las mediciones se realizaron a 37ºC. Los espectros se 

referenciaron utilizando el doblete de la alanina a 1,478 ppm. Se calculó la región alifática de 
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los espectros. Para eliminar las diferencias en la concentración total de metabolitos, los 

espectros se normalizaron al área espectral alifática total. Las señales pertenecientes a los 

metabolitos seleccionados se cuantificaron utilizando rutinas semiautomatizadas de 

integración y ajuste de picos en MATLAB 6,5 (The MathWorks Inc, Natick, Massachusetts). 

Para identificar y posteriormente confirmar la evaluación de los metabolitos, utilizamos el 

software Chenomx NMR Suite 4,5 y la tecnología de RMN bidimensional, que incluye la 

espectroscopia de correlación homonuclear y la espectroscopia de correlación cuántica 

simple heteronuclear. Utilizamos la base de datos del metaboloma humano90 y experimentos 

de RMN bidimensional para ayudar a la identificación estructural de los metabolitos relevantes. 

Además, se enviaron 500 μl de muestras de plasma sanguíneo en hielo seco a Biosfer 

Teslab en Reus, para realizar un perfil avanzado de lipoproteínas mediante el test 

LIPOSCALE®, una metodología comercialmente disponible basada en la espectroscopia 1H-

NMR ordenada por difusión 2D.91 La caracterización del perfil lipoproteico incluyó el contenido 

lipídico, el tamaño de las principales clases de lipoproteínas (lipoproteína de muy baja 

densidad [VLDL], lipoproteína de baja densidad [LDL] y lipoproteína de alta densidad [HDL]), 

y la concentración de partículas de sus respectivas subclases (grandes, medianas y 

pequeñas).  

3.5 AISLAMIENTO DE ADN, SELECCIÓN DE SNPS Y GENOTIPADO 

Se obtuvo ADN diluido en una concentración de 100 ng/ml a partir de células de sangre 

periférica mediante el sistema Chemagic (Chemagen). La calidad del ADN se estimó con el 

reactivo de cuantificación PicoGreen dsDNA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Con una 

búsqueda bibliográfica se identificaron un total de 341 SNPs de 79 genes candidatos 

relacionados con actividad redox.92 Estos genes codifican proteínas relacionadas con 

reacciones de la cadena respiratoria y mitocondrial y otras vías implicadas en los procesos 

de estrés oxidativo. A continuación, se realizó un ensayo de oligo-ligación (SNPlex®, Applied 

Biosystems, Foster City, CA) para genotipar los SNPs siguiendo las recomendaciones 
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adecuadas.93 Todos estos SNPs se han asociado a cambios funcionales en la expresión de 

los nucleótidos según las bases de datos públicas de anotación de genes.  

3.6 OTRAS VARIABLES 

Los participantes rellenaron cuestionarios estandarizados donde se recogieron 

características sociodemográficas, como el sexo, la edad y los estudios completados, estilos 

de vida, como la actividad física y la dieta, y factores de riesgo cardiovasculares, como el 

consumo de alcohol y tabaco. Se consideró que aquellos participantes con el graduado 

escolar tenían estudios superiores.  

Los patrones dietéticos de los participantes se obtuvieron mediante un cuestionario semi-

cuantitativo donde se incluyó la frecuencia de consumo de cada alimento y un detallado 

registro dietético de 24 horas. Asimismo, se recogió el consumo total de pescado, marismo y 

productos cárnicos.  

La actividad física se estimó mediante cuestionarios de puntuación estandarizada de 

intensidad, incluyendo la cantidad y la frecuencia semanal dedicada a cada actividad usando 

como unidad los METs (que refleja la energía consumida al realizar una determinada 

actividad física en comparación con la referencia, como permanecer sentado o en reposo) 

por minuto/semana siguiendo las equivalencias del compendio de actividades físicas.94 La 

actividad física se categorizó en 3000 METs minuto/semana ya que la evidencia demuestra 

que niveles por encima de esta cifra se corresponden con menor riesgo cardiovascular.95  

El consumo de alcohol y tabaco se clasificó en habitual, pasado o nulo a lo largo de la 

vida. A aquellos que refirieron ser fumadores se les calculó el consumo acumulado de tabaco 

en paquetes-años. Se midió la cotinina en orina, metabolito ampliamente utilizado como 

biomarcador de exposición a tabaco, mediante una técnica de ensayo por inmunoabsorción 

ligado a enzimas (ELISA)(Kit “Análisis DRI cotinina”, ref.0395 Laboratorios de Microgenética). 

El límite de detección se estableció en 34 ng/mL, encontrándose el 77% de los participantes 

por debajo del mismo.  
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En la visita basal se recogió una muestra de sangre en ayunas de tres horas con la que 

se determinaron los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c) con un analizador DCA 2000 

HbA1c (Bayer Diagnostics, EE.UU), y los niveles de glucosa, con un autoanalizador Hitachi 

704 (Roche Boehringer, Alemania) mediante el método de la glucosa oxidasa. Los niveles de 

glucosa en ayunas solo se calcularon en aquellos participantes con niveles glucémicos 

iguales o mayores a 140 mg/dL y que por tanto fueron sugestivos de presentar diabetes tipo 

2. En aquellos participantes que cumplían uno de los siguientes criterios: diagnóstico previo 

de diabetes tipo 2, tratamiento con medicación oral para la diabetes o insulina, niveles de 

glucosa en ayunas iguales o mayores de 126 mg/dL o niveles de HbA1c iguales o mayores a 

6,5% se diagnosticaron de diabetes. 

El índice de masa corporal (IMC) se calculó a partir del peso en kilogramos dividido entre 

la altura en metros al cuadrado (kg/m2), diagnosticándose de obesidad a aquellos con un IMC 

mayor de 30 kg/m2. Se diagnóstico de hipercolesterolemia cuando el participante refirió estar 

en tratamiento con estatinas o bien con niveles altos de colesterol iguales o mayores a 

200mg/dL.  

La función renal se determinó mediante la estimación del filtrado glomerular renal a partir 

de la fórmula de CKD-EPI,96 tomando en cuenta los niveles de creatinina en suero, la edad y 

el sexo de los participantes. La creatinina sérica se midió a través del método cinético 

modificado de Jaffé, por espectrometría de masas por dilución isotópica (IDMS) en un 

analizador Hitachi 917 (Diagnósticos Rocher, GmbH, Manheim, Alemania). Se consideró que 

la función renal estaba deteriorada cuando la tasa de estimación del filtrado glomerular fue 

inferior a 60/ml/min/1,73m2.  
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3.7 MÉTODOS ESTADÍSTICOS 

Para la realización de los análisis estadísticos se empleando el software R usando la 

librería "survey" para tomar en cuenta el carácter representativo de la muestra del estudio. 

3.7.1 Asociación entre los biomarcadores de exposición a metales y las 

variables relacionadas con la fragilidad ósea 

Análisis descriptivo. La distribución de las concentraciones de arsénico, cadmio, selenio 

y zinc se describieron mediante la mediana y el rango intercuartílico según las características 

de los participantes. Entre estas, se incluyeron características sociodemográficas como la 

edad (categorizada en menores de 50, entre 50 y 64 años y mayores de 65), el sexo (hombre, 

mujer), y el haber completado estudios superiores (sí, no); los estilos de vida como la actividad 

física ( inferior a 3000 METs min/semana, igual o superior a 3000 METs min/semana), el 

padecer obesidad (sí, no), los niveles de cotinina en orina (categorizada en inferior a 34 mg/dl, 

entre 34 y 500 mg/dl e igual o superior a 500 mg/dl) el consumo de alcohol y tabaco (nunca, 

actual o pasado) y el consumo acumulado de tabaco (0 paquetes/año, entre 0 y 12 y más de 

12 paquetes/año); y el deterioro de la función renal (sí, no). Asimismo, se describieron las 

características de los participantes según la distribución en terciles de las mediciones de la 

DMO en la población mediante la media y el error estándar para las variables continuas (la 

edad, el IMC, la actividad física y las concentraciones de los metales) y la frecuencia relativa 

y el error estándar para las variables categóricas (el sexo, el consumo de tabaco y alcohol y 

la función renal). 

Análisis transversal entre los biomarcadores de los metales y la prevalencia de 

osteopenia. Se usaron regresiones logísticas para evaluar la asociación entre las 

concentraciones de arsénico, cadmio, selenio y zinc, por separado, incluyéndolas en el 

modelo como variables independientes, y la prevalencia de osteopenia, incluyéndola en el 

modelo como variable dependiente. Las concentraciones de los biomarcadores de exposición 

a los metales se introdujeron en el modelo de forma categórica, comparando el tercil más alto 

con el más bajo de la distribución, y continua, log-transformada, comparando el percentil 80 
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con el percentil 20 de la distribución. Los correspondientes coeficientes de regresión se 

exponenciaron para estimar los intervalos de confianza. Se usaron dos modelos de ajuste 

progresivos. El primero se ajustó por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no) 

y el IMC (kg/m2). El segundo se ajustó adicionalmente por la actividad física (METs-

min/semana), los niveles de cotinina en orina (categorizada en inferior a 34 mg/dl, entre 34 y 

500 mg/dl e igual o superior a 500 mg/dl), el consumo acumulado de tabaco (paquetes-año), 

el hábito tabáquico (nunca, pasado y actual), el consumo de alcohol (nunca, pasado, actual) 

y el filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2).  

Se evaluó la asociación diferencial de la exposición a metales con la prevalencia de 

osteopenia en análisis estratificados por subgrupos definidos según la edad (menor de 50 

años, mayor o igual a 50 años), el sexo (mujer, hombre), el hábito tabáquico (nunca, actual o 

pasado), el consumo de alcohol (nunca, actual o pasado), el deterioro de la función renal (sí, 

no) y la actividad física (inferior a 3000 METs-min/semana, igual o superior a 3000 METs-

min/semana). 

Dado el papel fundamental del riñón en el metabolismo óseo, y conociendo el efecto 

nefrotóxico de los metales como el arsénico y el cadmio,97 se realizó un análisis de 

sensibilidad incluyendo la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2) en los modelos de 

ajuste. Asimismo, en análisis preliminares se consideraron el consumo de pescado y carne 

en los modelos de ajuste sin observar diferencias en los resultados, por lo que se excluyeron 

de los modelos finales debido al alto número de participantes sin datos al respecto. La 

asociación entre los biomarcadores de exposición a los metales y la prevalencia de 

osteopenia se estudió también en una submuestra de participantes de mayores de 50 años.  

Análisis prospectivo entre los biomarcadores de los metales y la incidencia de fracturas. 

En los análisis prospectivos se excluyeron a los participantes menores de 50 años 

empleándose modelos de regresión proporcional de Cox introduciendo el arsénico, el cadmio, 

el selenio y el zinc como variables independientes en modelos separados e introduciendo la 

edad en los modelos de supervivencia como escala temporal. La razón para restringir el 

análisis prospectivo a los participantes de más edad fue que el número de fracturas 
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relacionadas con la osteoporosis en individuos menores de 50 años fue bajo. A su vez, se 

realizó un análisis de sensibilidad excluyendo a participantes con prevalencia de osteopenia 

al considerar que pudiera estar actuando como factor confusor. 

3.7.2 Asociación entre los biomarcadores de exposición a los metales y sus 

mezclas con ciertos patrones metabólicos: interacción con genes candidatos  

Análisis descriptivo. Los niveles de metabolitos se ajustaron por el tiempo de ayuno, 

registrado en horas, para eliminar la variabilidad introducida por el mismo, recalibrándose la 

distribución de los residuos resultantes a la media de las concentraciones plasmáticas de los 

metabolitos. Se describió la distribución de las concentraciones de metabolitos mediante la 

mediana y el rango intercuartílico para el total de la muestra y según las características de 

los participantes, incluyendo la edad (menores de 50 años e iguales o mayores a 50 años), 

el sexo (hombre, mujer), el consumo de tabaco (nunca, pasado o actual), la obesidad (sí, no) 

y la diabetes (sí, no). 

Debido a la alta correlación entre los niveles de metabolitos en plasma, se llevó a cabo 

un análisis de componentes principales. Esta técnica permite la agregación de metabolitos 

según características relacionadas. Para ello, se calculó el z-score con los residuos de los 

metabolitos y se maximizaron las varianzas de la carga factorial mediante la rotación varimax. 

Una vez obtenidos los distintos componentes principales metabólicos (mPC, metabolic 

principal component) se seleccionaron aquellos con un valor eigen mayor a dos, resultando 

en cuatro mPCs que explicaron un 79% de la variabilidad. Se describieron las características 

de los participantes según la distribución de los niveles de cada mPC (por debajo y por encima 

de la mediana), expresando la media y error estándar para las variables continuas (edad, 

consumo de alcohol, niveles de triglicéridos y filtrado glomerular), y la frecuencia relativa y el 

error estándar para las variables categóricas (sexo, consumo de tabaco, diabetes, obesidad, 

hipercolesterolemia y actividad física). 

Análisis transversal entre los biomarcadores de exposición a metales y los perfiles 

metabolómicos en plasma. Se evaluó la correlación entre los biomarcadores de metales y los 
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metabolitos en toda la población usando el método de correlación de Pearson y se dibujaron 

unos diagramas de cuerdas para describir las correlacionadas encontradas estableciendo un 

P valor de Bonferroni de 5x10-4, calculado a partir de 0,05 dividido entre el número de metales 

(N=11) por el número de grupos de metabolitos (N=9). Asimismo, se evaluó la asociación 

transversal para cada metal individualmente y para el conjunto de los metales, con cada perfil 

metabólico. 

Para la asociación individual con cada metal se incluyó este como variable independiente 

de manera continua (log-transformada) y cada mPC como variable dependiente en modelos 

de regresión lineal. Los coeficientes que se obtuvieron se escalaron para comparar el 

percentil 80 con el percentil 20 de la distribución de los metales. El modelo estadístico se 

ajustó por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de cotinina en 

orina  (categorizada en inferior a 34 mg/dl, entre 34 y 500 mg/dl e igual o superior a 500 mg/dl), 

el consumo acumulado de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y 

pasado), el consumo de alcohol (gr/día), el filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), el 

tratamiento con estatinas (sí, no), la actividad física (METs min/semana) y los niveles de 

triglicéridos en plasma (mg/dL). 

Aquellos metales que se encontraron estadísticamente asociados con algún mPC se 

incluyeron en los modelos de ajuste multivariables progresivos. En análisis preliminares 

además se ajustó por el consumo calórico diario de grasas, hidratos de carbono y proteínas 

(kcal/día) y por el IMC, sin observar un cambio sustancial en los resultados. Es por ello que, 

para evitar excluir a participantes sin esta información se decidió finalmente no incluir dichas 

variables en los modelos de ajuste. 

Para evaluar el impacto de la mezcla de metales en el perfil metabólico, se usó un modelo 

flexible de regresión bayesiano, denominado BKMR (Bayesian Kernel Machine Regression), 

para cada mPC por separado. Esta técnica permite detectar interacciones entre los distintos 

elementos incluidos en la mezcla así como asociaciones no lineales.98,99 En este particular, 

se dibujaron las gráficas dosis-respuesta de la mezcla de metales para cada mPC y análisis 

bivariados, obteniendo la diferencia de cada mPC según un metal considerando la 
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distribución de un segundo metal en el percentil 25, 50 y 75 y fijando el resto de componentes 

de la mezcla en su percentil 50, lo que permite identificar potenciales interacciones entre los 

mismos.  

Asimismo, el BKMR permite estimar las probabilidades de inclusión posteriores (PIPs) 

que dan información sobre cómo de probable es que cada componente de la muestra esté 

dominando la asociación con cada mPC. Las PIPs calculan la contribución de cada metal en 

la mezcla indicando cuánto los datos favorecen que la exposición a un particular metal sea 

incluida en el modelo final. Para el uso del BKMR se utilizó el algoritmo MCMC, procedente 

del paquete BKMR del software R.98,99  

Interacción con genes relacionados con el estrés oxidativo. Entre los 341 SNPs 

involucrados en genes relacionados con actividad redox, se excluyeron 33 SNPs que no 

presentaban 2 alelos, y 17 SNPs porque no tenían 3 genotipos, dejando un número final de 

291. La cobertura media de los 291 SNPs incluidos fue del 96,9%. Se evaluó la potencial 

interacción de estos en la asociación entre cada metal y mPC mediante modelos de regresión 

lineal. Los niveles de biomarcadores de los metales se introdujeron en el modelo de forma 

continua (log-transformada) escalando los coeficientes para comparar el percentil 80 con el 

percentil 20 de la distribución de los metales. Para cada SNP se asumieron modelos aditivos 

(0, 1, o 2, dosis alélica menor), determinando que la interacción era sugestiva cuando el P 

valor de interacción fue <1x10-3 y significativa cuando el P valor de Bonferroni era <1,7x10-4 

(calculado como 0,05 dividido por el total de SNPs [N=291]). 

Análisis bioinformático de enriquecimiento. Se realizó un análisis de enriquecimiento con 

aquellos genes anotados a SNPs que interactuaban entre los biomarcadores de metales y 

los perfiles metabólicos (mPCs). Este análisis permite identificar aquellas vías biológicas en 

las que dichos genes participan, a partir de la evidencia actual disponible en la enciclopedia 

de genes y genomas de Kyoto (KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) que liga 

la información procedente de fuentes genéticas, genómicas y biológicas.100 Se realizaron 

análisis de enriquecimiento para el conjunto de los mPCs y también para cada mPC por 

separado incluyendo el total de los genes anotados a SNPs que presentaban asociación 
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diferencial sugestiva o significativa. En base a ello, se dibujaron redes de enriquecimiento 

recogiendo aquellas vías identificadas en la base de datos KEGG donde los genes detectados 

juegan un papel mayoritario al establecer un P valor de enriquecimiento ≤0,05 mediante el 

test exacto hipergeométrico a dos colas. Asimismo, se estimó un estadístico Kappa en 0,6 

que permite definir las relaciones entre las distintas rutas biológicas identificadas en los 

términos KEGG y los grupos funcionales según los genes compartidos.101,102 Para los análisis 

de enriquecimiento se utilizó Cytoscape (versión 3.8.2)103 con la extensión de ClueGO 

(versión 2.5.8) y CluePedia (versión 1.5.8)101,102. 

3.7.3 Asociación entre ciertos patrones metabólicos y las variables 

relacionadas con la fragilidad ósea: interacción con genes candidatos 

Análisis descriptivo. Se describieron las concentraciones de los metabolitos, mediana y 

rango intercuartílico, en aquellos participantes con datos de fracturas durante el seguimiento 

(N=467) según la presencia o no de una fractura óseas. Asimismo, se describieron las 

características de los participantes y los niveles de mPC según la incidencia de fracturas, 

incluyendo la media y el error estándar para las variables continuas (edad, cotinina en orina, 

consumo de alcohol, filtrado glomerular renal) y la frecuencia para las variables categóricas 

(sexo, nivel educativo, consumo de tabaco, obesidad, actividad física, medicación con 

estatinas e hipercolesterolemia). 

Análisis prospectivo entre los mPC y la incidencia de fracturas. Se utilizaron modelos de 

regresión de Cox incluyendo los niveles de mPC como variable independiente y la incidencia 

de fracturas osteoporóticas como variable dependiente, considerando la edad como escala 

temporal en los modelos de supervivencia. Los mPC se introdujeron categóricos, comparando 

el tercil más alto de la distribución con el más bajo, y continuos, comparando el percentil 80 

con el 20 de la distribución de los mPC. Se emplearon dos modelos estadísticos que se 

ajustaron de manera progresiva. El primer modelo se ajustó por el sexo, el IMC (kg/m2), los 

estudios superiores (sí, no) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL); y el segundo 

modelo se ajustó además por el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico y el 
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consumo de alcohol (nunca, actual y pasado), los niveles de cotinina en orina (mg/dL), la 

actividad física (METs-min/semana), el filtrado glomerular renal (ml/min/1 73m2), el 

tratamiento con estatinas (sí/no) y el consumo de diario grasas, carbohidratos y proteínas 

(gr/día). 

Se realizó un análisis de sensibilidad excluyendo a los participantes que presentaban 

osteopenia al comienzo del estudio para descartar que la asociación entre algún mPC y la 

presencia de fracturas pudiera verse afectada por aquellos participantes con baja DMO en la 

visita basal.  

Interacción de los biomarcadores de metales y los SNPs relacionados con el equilibrio 

redox. Se estudió la asociación diferencial entre los distintos perfiles metabólicos y la 

incidencia de fracturas en subgrupos definidos según la mediana de los niveles de 

biomarcadores de exposición a metales y los SNPs anotados a los genes candidatos 

involucrados en actividad redox. Para el conjunto de participantes incluidos en estos análisis, 

de los 341 SNPs inicialmente medidos, se excluyeron 63 SNPs que no presentaban 2 alelos, 

y 18 cuya frecuencia del alelo menor fue inferior al 5%, resultando en 260 SNPs. La cobertura 

media de los 260 SNPs incluidos fue del 96,9%. Con ello, se llevaron a cabo modelos de 

regresión lineal para cada mPC y SNPs asumiendo un modelo aditivo (0, 1 o 2, dosis de 

alelos menores). Se estableció un P valor sugestivo <1x10-2 y un P valor de Bonferroni para 

determinar asociaciones estadísticamente significativas <1,9x10-4 (calculado a partir del 0,05 

entre el número de SNPs finalmente incluidos en los análisis [N=260]). 

Análisis bioinformático de enriquecimiento. Se realizó un análisis de enriquecimiento con 

aquellos genes anotados a SNPs que interactuaban de manera sugestiva y significativa entre 

los patrones metabólicos y la incidencia de fracturas, permitiendo identificar rutas biológicas 

en las que dichos genes participan mayoritariamente (P valor de enriquecimiento ≤0,05 

mediante el test exacto hipergeométrico a dos colas). Se dibujó una red de enriquecimiento 

para aquellas vías biológicas detectadas para el global de los perfiles metabólicos. Se estimó 

un estadístico Kappa de 0,6. Para el análisis de enriquecimiento se utilizó Cytoscape (versión 

3.8.2)103 con la extensión de ClueGO (versión 2.5.8) y CluePedia (versión 1.5.8).101,102  
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4. RESULTADOS 

4.1 ASOCIACIÓN ENTRE LOS BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN A LOS METALES 

Y LAS VARIABLES RELACIONADAS CON LA FRAGILIDAD ÓSEA 

Análisis descriptivo  

Las medias geométricas de las concentraciones en orina de arsénico y cadmio, y en 

plasma de selenio y zinc fueron de 6,71 μg/g, 0,38 μg/g, 84,7 μg/L y 79,0 μg/dL, 

respectivamente (Tabla 1). Los hombres y los participantes entre los 50 y 65 años presentaron 

las concentraciones más altas de los biomarcadores de exposición a los metales. Las 

concentraciones de cadmio fueron elevadas mayoritariamente entre los fumadores y ex-

fumadores. Los participantes que hacían más actividad física presentaron concentraciones 

más bajas de arsénico y cadmio y más altos de selenio, en comparación con aquellos que 

eran más sedentarios. 

De los 1365 participantes incluidos en estos análisis, 448 (32.8%) presentaron osteopenia 

al comienzo del estudio. Esta cifra se eleva a un 46,1% cuando incluimos solo a aquellos 

participantes mayores de 50 años. La mediana de las mediciones de la DMO fue menor en 

las mujeres (0,47 g/cm2) que en los hombres (0,59 g/cm2). Los participantes con la mayor 

densidad ósea fueron principalmente los hombres, jóvenes, con un mayor IMC, y con los 

estilos de vida más cardiosaludables (Tabla 2).
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Tabla 1. La mediana y el rango intercuartílico de las concentraciones de los metales según 

las características de los participantes 

 N 
Arsénico  

en orina, μg/g  
Cadmio  

en orina, μg/g  
Selenio  

en plasma, μg/L 
Zinc en 

plasma†, ug/dL 

Total 1365 61.3 (23.4, 176.9) 6.53 (4.05, 11.38) 0.39 (0.23, 0.65) 78,9 (65,4, 97,4) 

Edad, años      

  <50 663 49.5 (20.3, 132.7) 6.07 (3.92, 10.87) 0.37 (0.22, 0.64) 81,5 (67,5, 99,6) 

  50-65 212 81.3 (32.6, 223) 7.33 (4.60, 12.32) 0.43 (0.26, 0.70) 75,0 (61,6, 94,0) 

  ≥65 490 104.6 (34.2, 287.4) 6.74 (4.04, 12.09) 0.39 (0.23, 0.66) 76,7 (65,1, 94,2) 

Sexo      

  Hombre 684 69.1 (25.3, 189.6) 6.57 (4.26, 11.39) 0.42 (0.25, 0.68) 79,7 (66,1, 100,3) 

  Mujer 681 54.0 (21.6, 162.1) 6.31 (3.75, 11.21) 0.37 (0.20, 0.61) 78,2 (65,1, 93,9) 

IMC, kg/m2      

  <30 1115 61.7 (23.4, 178.8) 6.62 (4.15, 11.82) 0.39 (0.23, 0.66) 79,0 (65,5, 97,5) 

  ≥30 250 58.6 (23.8, 157.7) 5.89 (3.57, 9.92) 0.38 (0.21, 0.65) 78,8 (65,1, 96,7) 

Hábito tabáquico      

  Nunca 640 57.1 (22.9, 188.4) 6.31 (3.86, 10.83) 0.35 (0.20, 0.59) 79,2 (66,4, 97,5) 

  Pasado 407 80.1 (27.1, 205.2) 6.69 (4.32, 12.43) 0.41 (0.25, 0.70) 77,6 (63,1, 97,8) 

  Actual 318 53.4 (22.2, 135.9) 6.31 (4.13, 11.86) 0.45 (0.26, 0.69) 79,3 (66,4, 96,3) 

Consumo de tabaco, 
paquetes-año 

    
 

  0 654 57.2 (22.3, 189) 6.31 (3.89, 10.89) 0.35 (0.20, 0.59) 79,3 (66,3, 97,5) 

  0-12 361 52.4 (20.4, 157.9) 6.36 (4.09, 11.81) 0.37 (0.23, 0.63) 78,4 (64,1, 98,6) 

  ≥12 350 75.7 (32.0, 185.9) 6.86 (4.28, 12.02) 0.52 (0.3, 0.80) 78,9 (63,9, 97,5) 

Cotinina en orina, 
mg/dl 

    
 

  <34 1048 64.0 (23.7, 200.7) 6.55 (4.02, 11.14) 0.37 (0.22, 0.62) 79,0 (65,0, 97,5) 

  34-500 72 50.5 (18.8, 126.3) 4.99 (2.65, 9.80) 0.31 (0.19, 0.63) 84,4 (69,0, 93,6) 

  ≥500 245 56.7 (22.6, 135.5) 6.62 (4.49, 12.07) 0.48 (0.27, 0.78) 78,6 (65,9, 98,8) 

Consumo de alcohol      

  Nunca 560 57.2 (22.8, 165.4) 6.46 (3.78, 11.70) 0.40 (0.23, 0.63) 80,1 (66,7, 95,8) 

  Pasado 113 54.5 (17.6, 222.2) 6.38 (4.25, 10.45) 0.37 (0.23, 0.66) 75,2 (60,7, 93,8) 

  Actual 692 63.3 (24.3, 178.7) 6.54 (4.17, 11.29) 0.38 (0.23, 0.66) 78,9 (64,8, 98,6) 

Filtrado glomerular 
renal, ml/min/1,73m2 

    
 

  ≥60  1227 61.0 (23.4, 176.7) 6.61 (4.15, 11.58) 0.40 (0.23, 0.66) 79,1 (65,2, 97,5) 

  <60 138 66.1 (22.9, 187.0) 4.92 (3.04, 9.18) 0.33 (0.19, 0.59) 75,9 (67,6, 94,6) 

Estudios superiores      

  No 382 72.2 (25.7, 236.6) 6.55 (3.77, 11.23) 0.40 (0.23, 0.64) 77,0 (65,9, 93,1) 

  Yes 983 59.2 (22.5, 163.4) 6.48 (4.08, 11.44) 0.39 (0.23, 0.65) 79,4 (65,0, 98,9) 

Actividad física, 
METs-min/semana 

    
 

  <3000 844 62.5 (25.1, 183.2) 6.56 (4.16, 11.20) 0.40 (0.23, 0.67) 79,0 (65,2, 98,9) 

  ≥3000 521 58.8 (20.9, 164.9) 6.34 (3.86, 11.41) 0.37 (0.23, 0.63) 78,9 (65,5, 95,2) 

Abreviaturas: IMC, índice de masa corporal 
†En una muestra de 1355 participantes con datos de concentraciones de zinc en plasma.  
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Tabla 2. Las características de los participantes según la medición de la DMO (g/cm2) 

Características de los 
participantes 

DMO (g/cm2) 

Total 
Tercil 1 
(≥0,33) 

Tercil 2 
(0,33-0,66) 

Tercil 3 (>0,66) P valor 

N 1365 445 465 445  

Mujer, %(EE) 48.69 (0.30) 56.15 (0.73) 47.24 (0.82) 43.96 (1.30) <0.001 

Edad (años) 51.0 (1.6) 82.4 (5.2) 53.4 (5.4) 21.0 (4.7) <0.001 

Estudios superiores, %(EE) 26.15 (0.30) 24.36 (0.50) 25.94 (0.46) 27.64 (0.67) <0.001 

IMC (kg/m2), Media (EE)      

Hábito tabáquico, %(EE) 44.7 (4.1) 36.3 (7.6) 41.5 (6.6) 42.3 (7.7) 0.27 

  Nunca 28.4 (3.4) 28.3 (6.5) 33.1 (5.6) 31.1 (6.2) 0.50 

  Pasado 27.0 (3.8) 35.4 (7.5) 25.4 (6.0) 26.6 (7.2) 0.07 

  Actual 8.46 (0.88) 10.85 (1.43) 9.58 (1.47) 9.23 (1.80) 0.33 

Consumo acumulado de 
tabaco, paquetes-año, Media 
(EE) 

1.48 (0.07) 1.60 (0.13) 1.47 (0.11) 1.48 (0.14) 0.10 

Cotinina en orina >500 mg/dl, 
%(EE) 

     

Consumo de alcohol, %(EE) 37.9 (3.8) 38.5 (7.5) 37.8 (6.2) 35.0 (7.1) 0.40 

  Nunca 8.7 (2.4) 8.1 (4.3) 9.4 (4.0) 9.1 (4.6) 0.78 

  Pasado 53.5 (4.0) 53.5 (7.6) 52.8 (6.5) 55.9 (7.5) 0.53 

  Actual 7.0 (1.7) 8.4 (3.5) 6.0 (2.7) 6.5 (3.1) 0.61 

Función renal alterada, %(EE) 77.6 (2.2) 75.6 (4.0) 78.6 (3.8) 81.0 (3.9) 0.05 

Actividad física (METs 
min/semana), Media (EE) 

3262 (275) 2947 (366) 3036 (393) 3653 (676) 0.02 

Niveles de los metales; media 
geométrica (IC del 95%) 

     

Arsénico en  la orina, μg/g 
6.71 

(5.80, 7.77) 
6.28 

(4.75, 8.31) 
6.98 

(5.51, 8.84) 
6.77 

(5.13, 8.92) 
0.51 

Cadmio en orina, μg/g 
0.38 

(0.33, 0.45) 
0.41 

(0.30, 0.54) 
0.38 

(0.30, 0.49) 
0.39 

(0.30, 0.52) 
0.97 

Selenio en plasma, μg/L 
84.7 

(81.2, 88.3) 
82.8 

(76.6, 89.4) 
84.7 

(79.8, 90.0) 
85.7 

(78.7, 93.3) 
0.29 

Zinc en plasma, μg/dL† 
79,0 

(75,5, 82,7) 
77,6 

(71,1, 84,8) 
78,5 

(73,3, 84,0) 
79,1 

(72,1, 86,8) 
0,85 

Abreviaturas: DMO, densidad mineral ósea; EE, error estándar; IMC, índice de masa corporal; IC: intervalo de 
confianza 
†En una muestra de 1355 participantes con datos de concentraciones de zinc en plasma.  
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Asociación entre los biomarcadores de exposición a los metales y la prevalencia de la  

osteopenia 

Las concentraciones de arsénico, cadmio y zinc no se asociaron a la prevalencia de 

osteopenia en la población a estudio. La odds ratio (OR)(intervalo de confianza [IC] al 95%) 

ajustada, comparando el tercil más alto con el más bajo de la distribución del arsénico fue 

0,89 (0,72, 1,10), del cadmio 0,99 (0,81, 1,21), y del zinc 1,09 (0,89, 1,34) (Tabla 3). Las 

concentraciones de selenio en plasma se asociaron de manera no lineal a la prevalencia de 

osteopenia (P valor de no linealidad = 0,01). La odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de 

osteopenia comparando el percentil 80 con el percentil 20 de la distribución del selenio para 

modelos no lineales fue de 0,63 (0,44, 0,90). La relación entre el selenio y la prevalencia de 

osteopenia fue inversa en las concentraciones por debajo de 105 mg/L y positiva a partir de 

105 mg/L (Figura 3). 

En los análisis estratificados por las características sociodemográficas y los estilos de 

vida se observó una asociación diferencial sugestiva para la asociación entre selenio y la 

osteopenia según el consumo de tabaco (P valor de interacción= 0,06). La odds ratio (IC al 

95%) de la prevalencia de osteopenia comparando el percentil 80 con el percentil 20 de la 

distribución del selenio en los participantes que no habían fumado nunca fue de 0,57 (0,35, 

0,94), y para los fumadores fue de 0,68 (0,41, 1,14). No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en la asociación entre otros metales y la prevalencia de 

osteopenia entre los subgrupos analizados (Tabla 4). 

 



4. RESULTADOS 

  54 

Tabla 3. Odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia según la distribución de los 

biomarcadores de exposición a los metales 

Metales 

OR (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia 
(N=1365) 

Casos/ 
No casos 

Modelo 1 Modelo 2 

Arsénico en orina, μg/g     

   Tercil 1 149/304 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 152/303 0,78 (0,57, 1,08) 0,78 (0,56, 1,07) 

   Tercil 3 147/310 0,82 (0,59, 1,14) 0,80 (0,58, 1,10) 

   Percentil 80 vs 20 448/917 0,91 (0,74, 1,12) 0,89 (0,72, 1,10) 

   Valor P   0,37 0,27 

Cadmio en orina, μg/g    

   Tercil 1 143/308 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 134/320 0,78 (0,56, 1,09) 0,78 (0,56, 1,09) 

   Tercil 3 171/289 1,09 (0,80, 1,49) 1,06 (0,77, 1,45) 

   Percentil 80 vs 20 488/917 1,01 (0,83, 1,24) 0,99 (0,81, 1,22) 

   Valor P  0,91 0,96 

Selenio en plasma, μg/L    

   Tercil 1 163/297 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 142/315 0,81 (0,59, 1,11) 0,80 (0,58, 1,11) 

   Tercil 3 143/305 0,83 (0,60, 1,14) 0,79 (0,57, 1,09) 

   Percentil 80 vs 20* 488/917 0,66 (0,46, 0,94) 0,63 (0,44, 0,90) 

   Valor P  0,03 0,01 

Zinc en plasma, μg/dL 149/304 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 1 152/303 1,16 (0,84, 1,60) 1,13 (0,81, 1,56) 

   Tercil 2 147/310 1,14 (0,83, 1,58) 1,12 (0,80, 1,55) 

   Tercil 3 448/917 1,11 (0,90, 1,37) 1,09 (0,89, 1,34) 

   Percentil 80 vs 20†  0,33 0,42 

   Valor P    
Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; OR, odds ratio 
Para los análisis con zinc se excluyeron a diez participantes sin datos de las concentraciones en plasma. 
La odds ratio y los intervalos de confianza se estimaron comparando el percentil 80 con el percentil 20 de la 
distribución de cada biomarcador de la exposición a los metales. Los percentiles 80 y 20 de la distribución de los 
biomarcadores urinarios de metales fue 13,6 y 3,5 μg/g para el arsénico, 0,76 y 0,20 μg/g para el cadmio, 104,8 y 
69,4 μg/L para el selenio y 100,85 y 62,55 μg/dL para el zin. 
El modelo 1 se ajustó por la edad (años), el sexo, el IMC (kg/m2) y el nivel educativo superior (sí, no) 
El modelo 2 se ajustó adicionalmente por la actividad física (METs-min/semana), los niveles de cotinina en orina 
(<34, 34-500, ≥500 mg/dL),la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), el consumo de tabaco (paquetes-
año), el hábito tabáquico y el consumo de alcohol (nunca, pasado y actual). 
El punto de corte de los terciles fue de 4,7 y 9,2 μg/g  para el arsénico, 0,28 y 0,54 μg/g para el cadmio, 76,7 y 
94,4 μg/L para el selenio y 70,1 y 89,9 μg/dL para el zinc. 
*Asociación obtenida mediante los modelos de regresión incluyendo la distribución del selenio como splines 
cuadráticos con nodos en los percentiles 10, 50 y 90, El P valor de no linealidad se obtuvo mediante un test de 
Wald. 
†En una muestra de 1355 participantes con datos de concentraciones de zinc en plasma. 
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Figura 3. Odds ratio de la prevalencia de osteopenia según las concentraciones de los metales (N=1365) 

 

La curva y la sombra naranja representan la odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia (T-Score de DMO < -1 DE) a partir de los splines cuadráticos con nodos 
en los percentiles 10, 50 y 90 de la distribución del arsénico en orina (2,4, 6,5 y 19,9 μg/g), el cadmio en orina (0,13, 0,39 y 1,12 μg/g), el selenio en plasma (62,1, 84,8 y 115 
μg/L) y el zinc en plasma (55,8, 78,9 y 112,5 μg/dL), respectivamente. El valor de referencia se estableció en el percentil 10 de la distribución para cada metal, Modelo ajustado 
por la edad (años), el sexo, el IMC (kg/m2), el nivel educativo superior (sí, no), la actividad física (METs-min/semana), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 
mg/dL), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico y el consumo de alcohol (nunca, pasado y actual). El 
histograma representa la frecuencia de la distribución de cada metal en la muestra de estudio.



4. RESULTADOS 

  56 

Tabla 4. Odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia comparando la distribución de los metales según las características de los 

participantes (N=1365) 

 
 Casos/ 

No casos 

Arsénico en orina (mg/g) Cadmio en orina (mg/g) Selenio en plasma* (mg/L) Zinc en plasma† (mg/dL)  

OR (IC al 95%) P-int, OR (IC al 95%) P-int, OR (IC al 95%) P-int, OR (IC al 95%) P-int 

Total 448/917 0,89 (0,72, 1,10)  0,99 (0,81, 1,22)  0,63 (0,44, 0,90)  1,09 (0,89, 1,34)  

Sexo   0,87  0,93  0,64  0,98 

  Hombre 247/437 0,91 (0,65, 1,26)  1,00 (0,72, 1,38)  0,66 (0,40, 1,11)  1,08 (0,83, 1,42)  

  Mujer 124/437 0,88 (0,67, 1,14)  0,97 (0,76, 1,25)  0,58 (0,35, 0,96)  1,08 (0,77, 1,50)  

Edad (años)   0,09  0,94  0,11  0,24 

  <50 124/539 1,09 (0,80, 1,48)  1,01 (0,74, 1,36)  0,78 (0,45, 1,33)  0,95 (0,69, 1,31)  

  ≥50 324/378 0,76 (0,58, 1,00)  0,98 (0,75, 1,29)  0,52 (0,33, 0,83)  1,22 (0,94, 1,59)  

Consumo de tabaco   0,38  0,94  0,06  0,20 

  Nunca 233/407 0,81 (0,61, 1,08)  0,99 (0,76, 1,30)  0,57 (0,35, 0,94)  0,91 (0,66, 1,26)  

  Actual o pasado 215/510 0,97 (0,74, 1,29)  0,97 (0,71, 1,32)  0,68 (0,41, 1,14)  1,21 (0,91, 1,61)  

Consumo de alcohol   0,28  0,96  0,90  0,83 

  Nunca 214/346 0,77 (0,56, 1,07)  0,95 (0,70, 1,30)  0,59 (0,34, 1,01)  1,05 (0,78, 1,42)  

  Actual o pasado 234/571 0,98 (0,74, 1,29)  1,00 (0,77, 1,31)  0,66 (0,41, 1,05)  1,10 (0,83, 1,46)  

Filtrado glomerular renal 
(ml/min/1,73m2)   0,12  0,58  0,19  0,94 

  ≥60 375/852 0,95 (0,76, 1,19)  1,02 (0,82, 1,26)  0,58 (0,40, 0,85)  1,08 (0,87, 1,34)  

  <60 73/65 0,56 (0,74, 1,05)  0,80 (0,42, 1,54)  1,55 (0,47, 5,13)  1,04 (0,47, 2,33)  

Actividad física, (METs-
min/semana) 

  0,19  0,26  0,58  0,83 

  <3000 293/551 0,80 (0,60, 1,05)  0,90 (0,70, 1,16)  0,55 (0,35, 0,87)  1,06 (0,84, 1,35)  

  ≥3000 155/366 1,06 (0,77, 1,46)  1,13 (0,82, 1,56)  0,79 (0,43, 1,43)  1,12 (0,75, 1,68)  

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; OR, odds ratio; P-int, P valor de interacción 
En los análisis con zinc se excluyeron diez participantes sin datos de concentraciones de zinc en plasma. 
El modelo 1 se ajustó por la edad (años), el sexo, el IMC (kg/m2) y los estudios superiores (sí, no). 
El modelo 2 se ajustó adicionalmente por la actividad física (METs min/semana), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), la tasa de filtrado glomerular renal 
(ml/min/1,73m2), el consumo de tabaco (paquetes-año) y el consumo de alcohol y de tabaco (nunca, pasado y actual). 
La estimación de la odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia se obtuvo comparando el percentil 80 con el 20 de la distribución de las concentraciones de cada 
metal, Los percentiles 80 y 20 de la distribución de cada metal fue 13,6 y 3,5 μg/g para el arsénico, 0,76 y 0,20 μg/g para el cadmio, 104,8 y 69,4 μg/L para el selenio y 100,85 
y 62,55 μg/dL para el zinc. 
*Asociación obtenida mediante modelos de regresión incluyendo la distribución de selenio como splines cuadráticos con nudos en los percentiles 10, 50 y 90. El valor P de 
no linealidad se obtuvo mediante un test de Wald. 
†En una muestra de 1355 participantes con datos de concentraciones de zinc en plasma
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Asociación entre los biomarcadores de los metales y la incidencia de fracturas 

Se observaron 66 nuevos diagnósticos de fracturas osteoporóticas durante un seguimiento 

de 7006,9 personas-año, La relación de la dosis respuesta entre las concentraciones de los  

biomarcadores de metales y el riesgo de presentar una fractura durante el seguimiento fueron 

consistentes con los encontrados en los análisis transversales para la prevalencia de osteopenia, 

Mientras que las concentraciones de arsénico y cadmio no se asociaron con un mayor riesgo de 

fracturas a lo largo del seguimiento, las concentraciones de selenio en plasma se relacionaron 

de manera no lineal con el riesgo de padecer una fractura ósea durante el seguimiento. El hazard 

ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas comparando el percentil 80 con el percentil 20 de 

la distribución del selenio en modelos no lineales fue de 2,25 (1,13, 4,49) (Valor P de no linealidad 

= 0,01) (Tabla 5). Las concentraciones de selenio en plasma por encima de 105 mg/L se 

asociaron positivamente con el riesgo de fracturas (Figura 4).  

En el análisis de sensibilidad, excluyendo a los participantes con osteopenia al inicio del 

estudio, se excluyeron 349 participantes, y se observaron 20 eventos de fracturas, con resultados 

consistentes a los observados previamente para el conjunto de los participantes (HR [IC al 95%] 

1,85 [1,08,3,18] y valor P  = 0,03). Esto indica que las asociaciones previamente halladas no se 

vieron afectadas por la inclusión de los participantes con osteopenia al comienzo del estudio,  
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Tabla 5. Odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia y hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas según las concentraciones 

de los metales en mayores de 50 años 

Metales 
OR (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia (N=702) HR (IC al 95%) de la incidencia de fracturas (N=638) 

Casos/No casos Modelo 1 Modelo 2 Casos/No casos Modelo 1 Modelo 2 

Arsénico en orina, μg/g        

   Tercil 1 100/108 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 25/183 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 119/130 0,91 (0,60, 1,38) 0,89 (0,58, 1,35) 19/204 0,90(0,45, 1,79) 0,80(0,39, 1,65) 

   Tercil 3 105/140 0,75 (0,49, 1,15) 0,72 (0,47, 1,10) 22/185 1,26 (0,66, 2,4) 1,27 (0,66, 2,45) 

   Percentil 80 vs 20 324/378 0,79 (0,60, 1,05) 0,78 (0,59, 1,03) 66/572 1,07 (0,71, 1,62) 1,09 (0,71, 1,66) 

   Valor P   0,10 0,08  0,76 0,70 

Cadmio en orina, μg/g       

   Tercil 1 99/118 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 26/171 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 97/137 0,77 (0,50, 1,20) 0,75 (0,48, 1,17) 22/195 0,97 (0,51, 1,83) 0,99 (0,53, 1,85) 

   Tercil 3 128/123 1,14 (0,76, 1,72) 1,14 (0,75, 1,73) 18/206 0,75 (0,38, 1,46) 0,75 (0,39, 1,46) 

   Percentil 80 vs 20 324/378 1,14 (0,86, 1,50) 1,13 (0,85, 1,50) 66/572 1,13 (0,81, 1,58) 1,09 (0,80, 1,50) 

   Valor P  0,37 0,40  0,477 0,586 

Selenio en plasma, μg/L       

   Tercil 1 122/117 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 20/196 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 102/133 0,70 (0,47, 1,06) 0,68 (0,45, 1,03) 18/191 1,03 (0,52, 2,01) 1,09 (0,55, 2,16) 

   Tercil 3 100/128 0,75 (0,50, 1,13) 0,70 (0,46, 1,06) 28/185 1,44 (0,77, 2,7) 1,67 (0,91, 3,04) 

   Percentil 80 vs 20* 324/378 0,61 (0,38, 0,97) 0,57 (0,36, 0,91) 66/572 1,96 (0,95, 4,06) 2,25 (1,13, 4,49) 

   Valor P*  0,006 0,003  0,02 0,01 

Zinc en plasma, μg/dL       

   Tercil 1 100/151 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 15/188 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 118/126 1,21 (0,81, 1,80) 1,25 (0,83, 1,88) 28/186 1,83 (0,92, 3,64) 1,76 (0,87, 3,53) 

   Tercil 3 101/99 1,53 (1,00, 2,35) 1,53 (0,99, 2,36) 21/193 1,22 (0,60, 2,48) 1,23 (0,61, 2,49) 

   Percentil 80 vs 20* 319/376 1,26 (0,93, 1,71) 1,28 (0,95, 1,72) 64/567 0,90 (0,53, 1,53) 0,91 (0,53, 1,58) 

   Valor P  0,13 0,11  0,69 0,74 
Abreviaturas: OR IC, intervalo de confianza. La odds ratio, hazard ratio y los intervalos de confianza se estimaron comparando el percentil 80 con el 20 de la distribución de 
cada metal. El modelo 1 se ajustó por la edad (años), el sexo, el IMC (kg/m2) y el nivel educativo superior (sí, no). El modelo 2 se ajustó adicionalmente por la actividad física 
(METs-min/semana), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), el consumo de tabaco (paquetes-año), el 
hábito tabáquico y consumo de alcohol (nunca, pasado y actual). Los percentiles 80 y 20 de la distribución de los biomarcadores de metales fue 13,6 y 3,5 μg/g para el arsénico, 
0,76 y 0,20 μg/g para el cadmio, 104,8 y 69,4 μg/L para el selenio y 100,8 y 62,5 μg/dL para el zinc.*Asociación obtenida mediante modelos de regresión incluyendo la distribución 
del selenio como splines cuadráticos con nudos en los percentiles 10, 50 y 90. El valor P de no linealidad se obtuvo mediante un test de Wald.
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Figura 4. Hazard ratio de la incidencia de fracturas según las concentraciones de los metales en mayores de 50 años (N=638) 

 

La curva y las sombras azules representan el hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas oteoporóticas, obtenidos a partir de los splines cuadráticos con nodos en el 
percentil 10, 50 y 90 de la distribución de arsénico corregido por arsenobetaina en orina (2,4, 6,5 y 19,9 μg/g), cadmio en orina (0,13,  0,39 y 1,12 μg/g), selenio en plasma (62,1, 
84,8 y 115 μg/L) y zinc en plasma (55,8, 78,9 y 112,5 μg/dL), respectivamente. El valor de referencia se estableció en el percentil 10 de la distribución. Modelos ajustados por 
el sexo, el IMC (kg/m2), el nivel educativo superior (sí, no), la actividad física (METs-min/semana), los niveles de cotinina en orina (mg/dL), la tasa de filtrado glomerular renal 
(ml/min/1,73m2), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico y el consumo de alcohol (nunca, pasado y actual). El histograma representa la frecuencia de la 
distribución de los metales en la muestra de estudio.  
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4.2 ASOCIACIÓN ENTRE LOS BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN A LOS METALES 

Y SUS MEZCLAS CON CIERTOS PATRONES METABÓLICOS: INTERACCIÓN 

CON GENES CANDIDATOS  

Características de las concentraciones de los metabolitos medidos en plasma  

Según las concentraciones individuales de los metabolitos medidos en plasma, los 

hombres y los participantes de mayor edad así como con obesidad y diabetes presentaron 

menores concentraciones de aminoácidos y mayores de ácidos grasos y lipoproteínas pro-

aterogénicas (Tabla 6).  

Los metabolitos incluidos en este estudio se encontraron correlacionados. En particular, 

los aminoácidos se relacionaron negativamente con las concentraciones de los ácidos grasos 

y los distintos componentes de las lipoproteínas. Por otro lado, los niveles de los aminoácidos 

se correlacionaron positivamente entre sí (Figura 5).  

Debido a la correlación elevada entre los distintos metabolitos, se realizó un análisis de 

componentes principales donde se seleccionaron cuatro componentes principales 

metabólicos (mPCs) que presentaron valores de eigen mayores de 2, explicando el 40,3%, 

16,3%, 12,5% y 9,2% de la variabilidad de los metabolitos, respectivamente. Según las cargas 

estimadas, el mPC1 reflejó mayoritariamente los aminoácidos esenciales, incluyendo los 

aminoácidos de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina), y los productos del 

metabolismo bacteriano (trimetilaminas, isobutirato y fenilpropionato) versus los ácidos 

grasos y las subclases de VLDL; el mPC2 incluyó los aminoácidos aromáticos (tirosina y 

triptófano), el balance hídrico y otros productos del metabolismo bacteriano (isopropanol y 

metanol); el mPC3 incluyó los componentes de LDL, y el mPC4 las subclases de HDL (Figura 

6). 

Según los niveles de los mPCs, se observaron niveles más altos del mPC1 y el mPC2 en 

las participantes femeninas, que refirieron no consumir alcohol ni tabaco, y entre aquellos 

participantes que no padecían diabetes ni obesidad (Tabla 7). Por el contrario, los 
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participantes con peor perfil cardiovascular presentaron los niveles más elevados del mPC3. 

Los participantes con mayores niveles del mPC4 eran en su mayoría mujeres no fumadoras.   
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Tabla 6. La mediana y el rango intercuartílico de las concentraciones de los metabolitos en plasma según las características de los participantes 

(N=1145) 

Metabolitos en 
plasma 

Total 
Edad, años Sexo Hábito tabáquico Obesidad Diabetes 

<50 ≥50 Hombre Mujer Nunca Pasado Actual No Sí No Sí 

Aminoácidos            

Alanina 
16,54 

(15,81,17,09) 
16,80 

(16,10,17,26) 
16,22 

(15,51,16,78) 
16,30 

(15,57,16,94) 
16,75 

(16,11,17,27) 
16,56 

(15,99,17,10) 
16,44 

(15,61,17,02) 
16,60 

(15,72,17,18) 
16,65 

(15,97,17,17) 
15,95 

(15,29,16,54) 
16,59 

(15,89,17,13) 
15,71 

(15,09,16,21) 

Fosfocreatina 
1,65 

(1,55,1,73) 
1,69 

(1,59,1,75) 
1,60 

(1,50,1,69) 
1,64 

(1,52,1,72) 
1,67 

(1,57,1,74) 
1,67 

(1,56,1,74) 
1,62 

(1,51,1,71) 
1,66 

(1,58,1,74) 
1,66 

(1,57,1,74) 
1,60 

(1,47,1,70) 
1,65 

(1,56,1,74) 
1,59 

(1,51,1,69) 

Creatina 
1,87 

(1,75,1,97) 

1,93 

(1,82,2,01) 

1,81 

(1,69,1,89) 

1,86 

(1,73,1,96) 

1,88 

(1,78,1,98) 

1,87 

(1,76,1,98) 

1,85 

(1,71,1,95) 

1,89 

(1,77,1,98) 

1,88 

(1,77,1,98) 

1,78 

(1,65,1,90) 

1,88 

(1,76,1,98) 

1,79 

(1,70,1,87) 

Cisteína 
1,41 

(1,31,1,49) 
1,44 

(1,36,1,52) 
1,36 

(1,27,1,43) 
1,40 

(1,30,1,49) 
1,41 

(1,33,1,49) 
1,42 

(1,33,1,50) 
1,39 

(1,28,1,47) 
1,41 

(1,33,1,50) 
1,42 

(1,33,1,50) 
1,34 

(1,25,1,43) 
1,41 

(1,32,1,49) 
1,35 

(1,27,1,43) 

Glutamina 
7,61 

(7,13,8,05) 
7,81 

(7,36,8,2) 
7,32 

(6,88,7,71) 
7,57 

(7,1,8,02) 
7,65 

(7,19,8,07) 
7,59 

(7,16,8,03) 
7,56 

(6,95,8,02) 
7,67 

(7,23,8,09) 
7,68 

(7,25,8,10) 
7,23 

(6,67,7,64) 
7,64 

(7,17,8,07) 
7,26 

(6,83,7,57) 

Prolina 
9,46 

(8,95,9,94) 
9,68 

(9,23,10,1) 
9,18 

(8,73,9,64) 
9,37 

(8,87,9,84) 
9,59 

(9,07,10,01) 
9,50 

(8,97,9,96) 
9,41 

(8,84,9,86) 
9,51 

(9,06,10,00) 
9,54 

(9,06,10,00) 
9,13 

(8,67,9,60) 
9,50 

(9,00,9,97) 
9,01 

(8,62,9,45) 

Triptófano 
2,14 

(1,95,2,34) 
2,16 

(1,98,2,37) 
2,10 

(1,90,2,30) 
2,13 

(1,95,2,34) 
2,14 

(1,95,2,34) 
2,15 

(1,97,2,36) 
2,13 

(1,93,2,36) 
2,13 

(1,95,2,29) 
2,14 

(1,96,2,34) 
2,10 

(1,91,2,33) 
2,14 

(1,95,2,35) 
2,09 

(1,96,2,23) 

Tirosina 
2,66 

(2,48,2,81) 

2,70 

(2,55,2,84) 

2,57 

(2,43,2,74) 

2,63 

(2,45,2,78) 

2,69 

(2,53,2,83) 

2,68 

(2,51,2,83) 

2,62 

(2,44,2,76) 

2,68 

(2,52,2,80) 

2,67 

(2,51,2,81) 

2,57 

(2,38,2,78) 

2,67 

(2,49,2,81) 

2,62 

(2,43,2,75) 

Isoleucina 
11,58 

(11,18,11,86) 
11,62 

(11,28,11,88) 
11,47 

(10,98,11,83) 
11,42 

(10,98,11,72) 
11,71 

(11,4,11,95) 
11,63 

(11,25,11,92) 
11,53 

(11,02,11,81) 
11,56 

(11,12,11,81) 
11,61 

(11,24,11,88) 
11,37 

(10,89,11,77) 
11,60 

(11,21,11,87) 
11,19 

(10,80,11,47) 

Leucina 
10,12 

(9,73,10,42) 
10,22 

(9,87,10,48) 
9,96 

(9,58,10,33) 
9,94 

(9,56,10,27) 
10,28 

(9,94,10,51) 
10,17 

(9,8,10,47) 
10,05 

(9,59,10,36) 
10,06 

(9,68,10,39) 
10,16 

(9,8,10,45) 
9,81 

(9,45,10,20) 
10,15 

(9,76,10,43) 
9,74 

(9,41,9,96) 

Valina 
10,98 

(10,52,11,29) 
11,11 

(10,73,11,38) 
10,76 

(10,29,11,13) 
10,88 

(10,39,11,21) 
11,08 

(10,66,11,35) 
11,02 

(10,62,11,33) 
10,95 

(10,42,11,26) 
10,96 

(10,50,11,27) 
11,02 

(10,61,11,33) 
10,65 

(10,20,11,05) 
1,001 

(10,55,11,31) 
10,52 

(10,20,10,89) 

Biomarcador de inflamación            

 N-acetilglutamina 
9,20 

(8,79,9,49) 
9,34 

(8,95,9,56) 
9,02 

(8,63,9,33) 
9,10 

(8,65,9,42) 
9,28 

(8,95,9,55) 
9,21 

(8,88,9,50) 
9,17 

(8,67,9,44) 
9,21 

(8,77,9,52) 
9,24 

(8,87,9,52) 
8,87 

(8,48,9,21) 
9,22 

(8,82,9,50) 
8,85 

(8,49,9,11) 

Ácidos grasos            

 CH2CH2CO 
18,43 

(17,57,19,97) 
18,24 

(17,5,19,57) 
18,89 

(17,7,20,43) 
19,15 

(18,04,20,63) 
17,93 

(17,19,18,94) 
18,25 

(17,38,19,63) 
18,63 

(17,68,20,41) 
18,59 

(17,70,20,19) 
18,35 

(17,55,19,75) 
19,28 

(18,00,20,83) 
18,36 

(17,55,19,92) 
19,20 

(18,36,20,77) 

 CH2CH3 
37,84 

(36,84,39,06) 
37,47 

(36,55,38,55) 
38,36 

(37,30,39,67) 
37,93 

(36,84,39,37) 
37,78 

(36,85,38,82) 
37,68 

(36,69,38,86) 
38,07 

(36,85,39,39) 
37,81 

(36,93,38,93) 
37,79 

(36,84,38,88) 
38,37 

(37,05,39,64) 
37,8 

(36,83,39,01) 
38,28 

(37,06,39,5) 

 CH2N 
140,7 

(128,8,158,3) 

135,7 

(125,5,150,3) 

150,4 

(135,6,166,5) 

145,1 

(131,0,163,3) 

137,7 

(127,4,153,1) 

138,3 

(127,8,156,0) 

143,0 

(131,5,162,5) 

140,1 

(128,9,157,9) 

139,5 

(128,4,155,8) 

152,7 

(134,2,173,4) 

139,9 

(128,5,157,5) 

151,6 

(141,3,169,9) 

 CH3 
80,8 

(78,5,83,0) 
80,2 

(78,1,82,5) 
81,6 

(79,2,83,8) 
80,4 

(78,0,82,5) 
81,3 

(79,0,83,4) 
80,7 

(78,3,83,1) 
81,1 

(78,7,83,3) 
80,6 

(78,4,82,7) 
80,7 

(78,5,82,9) 
81,1 

(78,6,83,2) 
80,8 

(78,5,83,1) 
79,8 

(77,8,82,1) 

 CHCH2CH 
12,46 

(11,92,13,09) 
12,34 

(11,85,12,92) 
12,64 

(12,05,13,26) 
12,36 

(11,87,12,96) 
12,6 

(11,96,13,16) 
12,51 

(11,98,13,16) 
12,44 

(11,93,13,06) 
12,39 

(11,82,13,03) 
12,40 

(11,89,13,03) 
12,72 

(12,16,13,33) 
12,45 

(11,92,13,08) 
12,58 

(11,97,13,18) 

Las concentraciones de los metabolitos se corrigieron por el tiempo de ayuno en horas. Excepto por las subclases de lipoproteínas, los metabolitos no presentan unidades ya 
que se normalizó el vector espectral al área espectral total excluyendo las concentraciones de agua residuales para minimizar los efectos de la dilución en la muestra. Por lo 
tanto, el contenido metabólico se expresa como contenido metabólico relativo. 
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Tabla 6. La mediana y el rango intercuartílico de las concentraciones de los metabolitos en plasma según las características de los participantes 
(N=1145) (cont.) 

Metabolitos en 
plasma 

Total 
Edad, años Sexo Hábito tabáquico Obesidad Diabetes 

<50 ≥50 Hombre Mujer Nunca Pasado Actual No Sí No Sí 

Balance hídrico            

 Albumina 
9,62 

(9,02,10,16) 

9,92 

(9,36,10,33) 

9,28 

(8,69,9,77) 

9,55 

(8,89,10,07) 

9,69 

(9,13,10,21) 

9,67 

(9,08,10,23) 

9,46 

(8,71,9,98) 

9,68 

(9,12,10,18) 

9,69 

(9,13,10,20) 

9,15 

(8,51,9,80) 

9,66 

(9,04,10,18) 

9,13 

(8,71,9,65) 

 Creatinina 
3,12 

(2,98,3,22) 
3,15 

(3,01,3,25) 
3,08 

(2,95,3,18) 
3,13 

(2,99,3,24) 
3,11 

(2,98,3,21) 
3,13 

(3,00,3,22) 
3,09 

(2,96,3,22) 
3,13 

(2,99,3,24) 
3,13 

(2,99,3,23) 
3,08 

(2,94,3,18) 
3,12 

(2,99,3,23) 
3,11 

(2,96,3,20) 

Metabolismo energético            

 Acetato 
5,59 

(5,31,5,80) 

5,66 

(5,42,5,86) 

5,48 

(5,18,5,69) 

5,55 

(5,24,5,77) 

5,62 

(5,38,5,82) 

5,58 

(5,35,5,79) 

5,56 

(5,23,5,79) 

5,61 

(5,35,5,83) 

5,62 

(5,38,5,82) 

5,39 

(5,06,5,61) 

5,6 

(5,34,5,81) 

5,39 

(5,06,5,52) 

 Acetona 
6,39 

(5,83,7,27) 
6,19 

(5,77,6,97) 
6,67 

(5,97,7,54) 
6,81 

(6,16,7,67) 
6,04 

(5,69,6,63) 
6,27 

(5,73,7,07) 
6,47 

(5,94,7,48) 
6,43 

(5,92,7,34) 
6,33 

(5,81,7,17) 
6,84 

(6,1,7,92) 
6,36 

(5,82,7,23) 
7,09 

(6,58,7,89) 

 3-Hidroxibutirato 
7,96 

(7,45,8,39) 
8,14 

(7,68,8,56) 
7,68 

(7,22,8,09) 
7,86 

(7,41,8,33) 
8,04 

(7,5,8,42) 
7,98 

(7,48,8,4) 
7,89 

(7,34,8,32) 
7,99 

(7,52,8,42) 
8,02 

(7,53,8,42) 
7,55 

(7,14,8,06) 
7,99 

(7,48,8,4) 
7,51 

(7,17,7,97) 

 Citrato 
4,52 

(4,19,4,8) 
4,64 

(4,33,4,92) 
4,34 

(4,04,4,59) 
4,46 

(4,13,4,77) 
4,55 

(4,24,4,82) 
4,52 

(4,21,4,82) 
4,48 

(4,12,4,76) 
4,52 

(4,2,4,79) 
4,54 

(4,23,4,82) 
4,26 

(3,94,4,58) 
4,53 

(4,2,4,82) 
4,26 

(4,05,4,51) 

 Lactato 
19,91 

(17,79,23,11) 
19,22 

(17,33,22,42) 
20,84 

(18,37,24,12) 
21,07 

(18,62,23,93) 
18,9 

(17,19,21,9) 
19,42 

(17,47,22,58) 
20,41 

(18,21,24,15) 
19,93 

(17,85,23,26) 
19,49 

(17,55,22,55) 
22,21 

(19,05,24,75) 
19,75 

(17,68,23,07) 
21,13 

(19,19,23,5) 

 Piruvato 
1,79 

(1,69,1,89) 

1,84 

(1,74,1,94) 

1,74 

(1,64,1,81) 

1,78 

(1,68,1,88) 

1,80 

(1,71,1,90) 

1,79 

(1,70,1,90) 

1,78 

(1,66,1,88) 

1,79 

(1,70,1,90) 

1,80 

(1,70,1,90) 

1,72 

(1,63,1,81) 

1,80 

(1,70,1,90) 

1,69 

(1,61,1,79) 

Metabolismo bacteriano            

 Etanol 
9,11 

(8,5,9,71) 
9,14 

(8,50,9,69) 
9,05 

(8,45,9,76) 
8,88 

(8,28,9,50) 
9,28 

(8,82,9,93) 
9,20 

(8,54,9,83) 
8,97 

(8,38,9,66) 
9,10 

(8,53,9,64) 
9,10 

(8,50,9,69) 
9,04 

(8,34,9,90) 
9,11 

(8,50,9,73) 
9,05 

(8,13,9,62) 

 Isopropanol 
6,46 

(6,10,6,80) 

6,59 

(6,26,6,90) 

6,32 

(5,96,6,62) 

6,37 

(5,96,6,72) 

6,56 

(6,23,6,84) 

6,51 

(6,13,6,82) 

6,39 

(5,95,6,70) 

6,51 

(6,12,6,81) 

6,49 

(6,13,6,81) 

6,25 

(5,90,6,63) 

6,48 

(6,10,6,81) 

6,28 

(5,88,6,48) 

 Metanol 
0,73 

(0,67,0,81) 
0,75 

(0,68,0,82) 
0,72 

(0,66,0,79) 
0,74 

(0,68,0,81) 
0,73 

(0,67,0,80) 
0,74 

(0,68,0,81) 
0,73 

(0,66,0,81) 
0,73 

(0,67,0,79) 
0,74 

(0,68,0,81) 
0,71 

(0,65,0,78) 
0,73 

(0,67,0,81) 
0,73 

(0,67,0,78) 

 Trimetilaminas 
6,53 

(6,07,6,91) 
6,71 

(6,30,7,09) 
6,26 

(5,85,6,60) 
6,49 

(6,01,6,87) 
6,57 

(6,14,6,94) 
6,54 

(6,10,7,00) 
6,43 

(5,93,6,83) 
6,57 

(6,13,6,95) 
6,57 

(6,14,6,94) 
6,16 

(5,71,6,59) 
6,55 

(6,09,6,94) 
6,14 

(5,90,6,53) 

 Isobutirato 
7,07 

(6,71,7,33) 
7,18 

(6,86,7,37) 
6,89 

(6,56,7,22) 
6,91 

(6,60,7,24) 
7,19 

(6,86,7,38) 
7,11 

(6,76,7,35) 
7,04 

(6,63,7,31) 
7,04 

(6,69,7,30) 
7,11 

(6,78,7,34) 
6,77 

(6,46,7,15) 
7,10 

(6,74,7,34) 
6,67 

(6,43,6,90) 

 Fenilpropionato 
13,41 

(12,88,13,87) 
13,59 

(13,08,14,01) 
13,14 

(12,59,13,65) 
13,22 

(12,71,13,75) 
13,57 

(13,03,13,99) 
13,45 

(12,95,13,87) 
13,35 

(12,75,13,85) 
13,42 

(12,89,13,97) 
13,47 

(12,97,13,91) 
13,00 

(12,44,13,55) 
13,45 

(12,93,13,89) 
12,74 

(12,42,13,18) 

 O-
fosfoetanolamina 

6,10 
(5,72,6,40) 

6,23 
(5,89,6,47) 

5,91 
(5,55,6,23) 

6,02 
(5,61,6,34) 

6,18 
(5,83,6,45) 

6,14 
(5,74,6,42) 

6,01 
(5,59,6,33) 

6,14 
(5,81,6,42) 

6,12 
(5,78,6,41) 

5,83 
(5,42,6,27) 

6,11 
(5,75,6,42) 

5,87 
(5,49,6,18) 

Colesterol, mg/dL            

Colesterol total 
197,1 

(173,4,224,7) 
188,4 

(166,0,216,1) 
212,8 

(186,7,235,4) 
199,2 

(173,7,224,1) 
196,8 

(173,4,227,4) 
195,8 

(173,4,226,6) 
208,2 

(178,1,228,1) 
192,9 

(169,4,219,0) 
196,4 

(1712,223,4) 
211,8 

(182,1,235,4) 
197,7 

(174,1,225,5) 
189,1 

(168,9,219,4) 

  Colesterol VLDL 
16,38 

(7,99,28,17) 
13,86 

(6,70,22,86) 
22,06 

(10,72,32,33) 
22,34 

(13,76,32,6) 
11,06 

(5,02,20,71) 
13,79 

(6,86,26,05) 
19,09 

(10,4,28,6) 
16,83 

(8,39,30,67) 
15,51 

(7,48,25,55) 
24,44 

(14,49,36,88) 
15,97 

(7,69,27,54) 
25,6 

(19,21,36,12) 

  Colesterol LDL 
139,7 

(117,0,168,1) 
129,8 

(109,1,161,2) 
148,8 

(128,3,174,1) 
144,5 

(119,4,172,0) 
134,8 

(113,5,163,6) 
138,0 

(115,7,164,1) 
145,4 

(122,0,171,6) 
136,3 

(110,7,169,6) 
136,2 

(114,3,164,0) 
151,5 

(128,4,176,9) 
139,6 

(116,9,168,2) 
140,5 

(117,4,163,7) 

  Colesterol IDL 
10,15 

(6,38,15,04) 
8,20 

(5,28,13,05) 
12,50 

(9,06,16,92) 
10,60 

(6,81,15,61) 
9,59 

(5,91,14,32) 
9,86 

(5,70,14,35) 
10,42 

(7,42,15,89) 
10,28 

(6,40,14,94) 
9,62 

(6,05,14,28) 
12,87 

(9,09,17,9) 
9,94 

(6,23,14,71) 
13,41 

(9,73,16,98) 

  Colesterol HDL 
68,31 

(55,86,81,94) 

66,82 

(54,47,82,06) 

70,04 

(57,41,81,74) 

59,43 

(51,29,69,71) 

77,71 

(66,23,90,00) 

71,42 

(58,88,84,60) 

68,16 

(56,11,79,13) 

63,27 

(52,50,78,30) 

69,55 

(56,62,83,20) 

63,66 

(53,50,74,56) 

68,95 

(56,30,82,62) 

61,19 

(51,45,72,28) 

Las concentraciones de los metabolitos se corrigieron por el tiempo de ayuno en horas. 
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Tabla 6. La mediana y el rango intercuartílico de las concentraciones de los metabolitos en plasma según las características de los participantes 

(N=1145) (cont.) 

Metabolitos en 
plasma 

Total 
Edad, años Sexo Hábito tabáquico Obesidad Diabetes 

<50 ≥50 Hombre Mujer Nunca Pasado Actual No Sí No Sí 

Triglicéridos, mg/dL            

Total triglicéridos 
145,5 

(103,8,209,6) 
130,6 

(96,9,187,1) 
173,1 

(121,8,238,0) 
176,9 

(128,7,246,1) 
119,5 

(94,8,172,5) 
137,5 

(101,5,198,1) 
161,2 

(114,2,234,5) 
143,2 

(101,5,218) 
139,8 

(101,5,198,5) 
194,2 

(135,3,266,9) 
140,9 

(101,5,202,0) 
199,1 

(158,7,256,5) 

Triglicéridos VLDL 
76,5 

(43,2,136,7) 
62,4 

(37,9,113,3) 
104,7 

(56,6,169,9) 
110,2 

(61,9,170,5) 
56,4 

(35,2,93,3) 
66,5 

(39,2,122,3) 
88,7 

(48,7,157,9) 
79,1 

(43,3,140,1) 
70,7 

(41,2,127,3) 
119,6 

(68,6,192,3) 
73,3 

(41,9,133,1) 
135,0 

(94,4,185,45) 

Triglicéridos LDL 
23,21 

(18,34,28,94) 

21,10 

(17,04,26,97) 

25,75 

(21,65,30,71) 

22,86 

(18,23,28,68) 

23,60 

(18,59,29,15) 

22,89 

(18,08,28,74) 

23,51 

(19,49,29,02) 

23,16 

(17,86,29,28) 

22,90 

(18,10,28,81) 

25,13 

(20,56,29,15) 

23,10 

(18,26,28,98) 

24,41 

(19,87,28,62) 

Triglicéridos IDL 
12,75 

(9,66,16,37) 
11,40 

(8,44,14,69) 
14,33 

(11,63,18,04) 
13,02 

(9,94,16,25) 
12,52 

(9,33,16,48) 
12,29 

(9,00,16,40) 
13,05 

(10,26,16,18) 
12,88 

(9,72,16,28) 
12,46 

(9,36,15,80) 
14,19 

(11,92,18,7) 
12,58 

(9,46,16,25) 
14,49 

(12,03,18,23) 

Triglicéridos HDL 
13,82 

(10,60,18,11) 
12,38 

(9,56,16,51) 
15,86 

(12,59,19,8) 
12,90 

(9,69,17,15) 
14,55 

(11,24,18,84) 
13,79 

(10,26,18,69) 
14,34 

(10,92,18,12) 
13,36 

(10,59,17,22) 
13,52 

(10,41,17,93) 
15,15 

(11,82,19,28) 
13,63 

(10,50,18,01) 
15,91 

(12,88,20,89) 

Subclases de lipoproteínas, nmol/l            

VLDL total 
56,0 

(30,8,100,2) 
45,8 

(26,7,82,7) 
76,2 

(40,2,120,7) 
80,2 

(45,0,123,5) 
40,7 

(24,3,70,9) 
48,6 

(27,2,91,1) 
67,4 

(35,5,113,3) 
56,2 

(30,8,106,5) 
51,6 

(28,5,92,8) 
90,1 

(51,1,135,8) 
53,3 

(29,8,97,6) 
96,2 

(70,2,143,5) 

VLDL grande 
1,18 

(0,67,2,24) 
0,97 

(0,59,1,74) 
1,60 

(0,84,2,64) 
1,71 

(1,01,2,78) 
0,85 

(0,54,1,53) 
1,06 

(0,59,1,91) 
1,40 

(0,77,2,53) 
1,19 

(0,66,2,24) 
1,10 

(0,62,2,04) 
1,92 

(1,12,2,99) 
1,14 

(0,64,2,14) 
2,20 

(1,52,3,12) 

VLDL mediana 
6,53 

(3,82,11,45) 
5,63 

(3,43,9,38) 
7,86 

(4,64,13,75) 
8,90 

(5,09,14,29) 
4,93 

(3,19,7,72) 
5,63 

(3,54,10,20) 
7,23 

(4,26,12,59) 
7,19 

(3,99,12,42) 
6,21 

(3,68,10,43) 
9,72 

(5,54,16,56) 
6,31 

(3,71,10,94) 
10,61 

(6,58,15,33) 

VLDL pequeña 
48,1 

(26,4,85,6) 
39,3 

(22,7,71,2) 
66,6 

(34,4,105,0) 
68,3 

(39,4,105,6) 
33,9 

(20,3,60,9) 
41,5 

(23,0,79,5) 
58,6 

(30,1,97,0) 
48,3 

(26,6,92,1) 
43,4 

(24,2,81,0) 
79,3 

(44,3,111,7) 
45,9 

(24,8,83,3) 
81,4 

(61,7,124) 

LDL total 
1438 

(1185,1717) 

1317 

(1118,1651) 

1540 

(1330,1797) 

1502 

(1252,1780) 

1362 

(1149,1652) 

1416 

(1171,1663) 

1497 

(1260,1766) 

1391 

(1137,1735) 

1391 

(1163,1690) 

1568 

(1346,1821) 

1433 

(1180,1718) 

1470 

(1236,1706) 

LDL grande 
217,7 

(182,1,254,2) 
207,8 

(174,2,243,0) 
227,6 

(197,7,261,4) 
217,9 

(183,4,251,2) 
216,9 

(180,7,255,8) 
215,3 

(180,3,253,7) 
220,6 

(190,7,250,0) 
216,2 

(177,3,257,0) 
214,6 

(180,2,252,7) 
228,8 

(200,3,256,2) 
218,1 

(182,1,254,5) 
211,6 

(182,7,243,3) 

LDL mediana 
502,4 

(405,7,625,7) 
465,8 

(373,6,596,8) 
540,7 

(444,7,652,0) 
489,3 

(392,7,608,7) 
509,4 

(419,5,638,5) 
505,9 

(406,7,626,0) 
506,3 

(421,1,621,1) 
473,3 

(379,1,625,5) 
492,9 

(400,2,623,1) 
535,7 

(439,7,622,6) 
503,2 

(406,6,628,0) 
477,1 

(388,3,592,6) 

LDL pequeña 
685,3 

(561,8,852,9) 
649,1 

(529,5,804,4) 
745,6 

(624,8,896,2) 
778,4 

(630,6,937,5) 
628,5 

(520,9,744,5) 
662,5 

(552,5,820,9) 
737,7 

(601,3,891,7) 
685,4 

(541,8,883,8) 
667,3 

(545,1,820,5) 
803,9 

(672,0,950,8) 
682,0 

(559,5,848,9) 
770,7 

(632,7,977,2) 

HDL total, mmol/l 
34,58 

(29,04,40,56) 
33,75 

(28,21,39,65) 
35,93 

(30,38,41,87) 
30,82 

(26,55,35,99) 
38,61 

(33,41,44,20) 
35,85 

(29,97,42,49) 
34,66 

(29,33,39,58) 
32,81 

(27,29,38,58) 
34,94 

(29,33,40,93) 
33,84 

(28,17,38,77) 
34,70 

(29,16,40,72) 
33,32 

(27,21,38,86) 

HDL grande, 
mmol/l 

0,33 
(0,28,0,38) 

0,31 
(0,26,0,35) 

0,35 
(0,31,0,41) 

0,30 
(0,26,0,34) 

0,35 
(0,31,0,41) 

0,33 
(0,28,0,40) 

0,32 
(0,29,0,37) 

0,32 
(0,26,0,36) 

0,33 
(0,28,0,38) 

0,33 
(0,29,0,38) 

0,33 
(0,28,0,38) 

0,33 
(0,29,0,36) 

HDL mediana, 
mmol/l 

10,63 
(8,67,12,99) 

10,08 
(8,22,12,42) 

11,20 
(9,41,13,37) 

9,12 
(7,82,10,81) 

12,17 
(10,38,14,36) 

11,10 
(9,01,13,46) 

10,52 
(8,73,12,18) 

9,86 
(8,05,12,64) 

10,78 
(8,77,13,13) 

10,12 
(8,45,12,17) 

10,66 
(8,67,13,01) 

10,35 
(8,81,12,17) 

HDL pequeña, 
mmol/l 

23,49 
(19,75,27,62) 

22,84 
(19,31,27,08) 

24,29 
(20,15,28,54) 

21,39 
(18,36,25,09) 

25,89 
(21,62,29,78) 

24,58 
(20,17,28,64) 

23,65 
(20,11,27,15) 

21,89 
(18,60,26,06) 

23,65 
(19,91,27,84) 

23,28 
(18,68,26,89) 

23,56 
(19,80,27,73) 

22,83 
(18,43,25,17) 

Las concentraciones de los metabolitos se corrigieron por el tiempo de ayuno en horas. Excepto por las subclases de lipoproteínas, los metabolitos no presentan unidades ya 
que se normalizó el vector espectral al área espectral total excluyendo las concentraciones de agua residuales para minimizar los efectos de la dilución en la muestra. Por lo 
tanto, el contenido metabólico se expresa como contenido metabólico relativo.  
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Figura 5. Correlación de Spearman entre las concentraciones de los metabolitos medidos en 

plasma 

Las concentraciones de los metabolitos se corrigieron por el tiempo de ayuno estimado en horas 
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Figura 6. Metabolitos pertenecientes a cada componente principal metabólico 

  mPC1 mPC2 mPC3 mPC4 

Aminoácidos     

  Alanina 0,85 0,28 -0,03 0,02 

  Fosfocreatina 0,60 0,67 -0,26 -0,16 

  Creatina 0,77 0,31 -0,40 -0,26 

  Cisteína 0,75 0,36 -0,33 -0,27 

  Glutamina 0,64 0,63 -0,26 -0,18 

  Prolina 0,60 0,70 -0,18 -0,05 

  Triptófano 0,09 0,80 0,15 -0,02 

  Tirosina 0,55 0,63 -0,26 -0,15 

  Isoleucina 0,86 0,03 0,11 0,02 

  Leucina 0,91 0,03 0,01 0,10 

  Valina 0,92 -0,05 -0,04 -0,10 

Biomarcador de inflamación     

  N-acetilglutamina 0,87 0,15 -0,27 -0,08 

Ácidos grasos     

  CH2CH2CO -0,90 -0,09 0,08 -0,12 

  CH2CH3 -0,61 -0,40 0,22 0,20 

  CH2N -0,83 -0,45 0,18 0,17 

  CH3 0,04 -0,82 0,37 0,23 

  CHCH2CH -0,14 0,32 0,43 0,20 

Balance hídrico     

  Albumina 0,76 0,34 -0,39 -0,26 

  Creatinina 0,17 0,65 -0,28 -0,16 

Metabolismo energético     

  Acetato 0,72 0,28 -0,28 -0,10 

  Acetona -0,93 -0,20 0,01 -0,09 

  3-Hidroxibutirato 0,64 0,68 -0,21 -0,13 

  Citrato 0,65 0,58 -0,27 -0,18 

  Lactato -0,70 -0,01 0,22 0,00 

  Piruvato 0,60 0,59 -0,21 -0,11 

Metabolitos bacterianos     

  Etanol -0,06 0,38 -0,03 0,17 

  Isopropanol 0,57 0,65 -0,28 -0,06 
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  Metanol 0,17 0,58 -0,16 -0,06 

  Trimetilaminas 0,73 0,36 -0,38 -0,26 

  Isobutirato 0,93 -0,11 -0,02 0,02 

  Fenilpropionato 0,68 0,50 0,05 -0,02 

  O-fosfoetanolamina 0,63 0,60 -0,30 -0,15 

Colesterol     

  Colesterol VLDL -0,86 -0,22 0,15 -0,08 

  Colesterol LDL -0,12 -0,26 0,90 -0,15 

  Colesterol IDL -0,54 -0,24 0,53 0,14 

  Colesterol HDL 0,26 -0,04 -0,02 0,89 

Triglicéridos     

  Triglicéridos VLDL -0,90 -0,22 0,08 -0,07 

  Triglicéridos LDL -0,27 -0,22 0,79 0,28 

  Triglicéridos IDL -0,51 -0,21 0,47 0,28 

  Triglicéridos HDL -0,52 -0,12 0,11 0,59 

Lipoproteínas     

  VLDL grande  -0,86 -0,20 0,02 -0,04 

  VLDL mediana -0,83 -0,20 0,07 -0,05 

  VLDL pequeña  -0,90 -0,23 0,11 -0,08 

  LDL grande  -0,03 -0,23 0,91 0,01 

  LDL mediana  0,11 -0,20 0,94 0,05 

  LDL pequeña  -0,55 -0,27 0,56 -0,30 

  HDL grande -0,08 -0,13 0,44 0,83 

  HDL mediana 0,10 -0,04 0,05 0,93 

  HDL pequeña  -0,01 -0,10 -0,05 0,86 
Abreviaturas: mPC, componente principal metabólico 
Las concentraciones de los metabolitos se corrigieron por el tiempo de ayuno en horas. Las concentraciones de los totales de colesterol, triglicéridos, HDL, LDL y VLDL se 
excluyeron para el cálculo de las estimaciones de los mPC ya que son combinaciones lineales de las correspondientes lipopartículas grandes, medianas y pequeñas. Se 
seleccionaron 4 mPC con eigen values mayor de 2. En este caso, los primeros cuatro mPC (mPC1-mPC4) explicaron un 78,3% de la variabilidad. Teniendo en cuenta las cargas 
estimadas tras la rotación varimax sobre los componentes principales, y considerando la agrupación de metabolitos en el dendrograma realizado con la función de R hclust (), 
que utiliza la distancia manhattan, se concluye que, el mPC1 reflejó mayoritariamente los aminoácidos esenciales, incluyendo los aminoácidos de cadena ramificada (leucina, 
isoleucina y valina), y los productos del metabolismo bacteriano (trimetilaminas, isobutirato y fenilpropionato) versus los ácidos grasos y las subclases de VLDL; el mPC2 incluyó 
los aminoácidos aromáticos (tirosina y triptófano), el balance hídrico y otros productos del metabolismo bacteriano (isopropanol y metanol); el mPC3 incluyó los componentes 
de LDL, y el mPC4 las subclases de HDL Las cargas >|0,5| se pusieron en negrita para apoyar la interpretación de los metabolitos incluidos en cada mPC. 
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Tabla 7. Características de los participantes en subgrupos definidos por la mediana de la distribución de los mPCs (N=1145) 

Abreviaturas: mPC, componente principal metabólico; EE, error estándar.  
Los mPC no presentan unidades.  

 

 

 

 

 mPC1 mPC2 mPC3 mPC4 

 ≤0,27 >0,27 ≤0,03 >0,03 ≤-0,13 >-0,13 ≤-0,12 >-0,12 

Mujer, % (N) 37,7 (224) 64,36 (343) 51,69 (283) 50,33 (284) 51,03 (274) 50,99 (293) 29,03 (158) 73,07 (409) 

Edad (años), Media (EE) 52,26(0,52) 44,95 (0,49) 49,73 (0,52) 47,48 (0,52) 44,04 (0,5) 53,18 (0,51) 45,73 (0,47) 51,5 (0,49) 

Estado de fumador, %(N)         

  Nunca 39,94(252) 49,82 (282) 45,21 (265) 44,54 (269) 44,4 (253) 45,35 (281) 38,96 (225) 50,81 (309) 

  Antiguo 31,07 (195) 25,94 (148) 30,37 (180) 26,65 (163) 27,64 (167) 29,38 (176) 31,03 (182) 25,98 (161) 

  Actual 28,99 (146) 24,23 (122) 24,43 (124) 28,81 (144) 27,95 (145) 25,28 (123) 30,00 (150) 23,22 (118) 

Consumo de alcohol (gr/día), 
Media (EE) 

14,48 (1,08) 8,99 (0,75) 12,45 (1,06) 11,03 (0,78) 12,79 (0,93) 10,69 (0,93) 13,83 (0,94) 9,65 (0,93) 

Obesidad, % (N) 23,45 (141) 10,31 (61) 17,77 (106) 16,13 (96) 13,36 (79) 20,58 (123) 18,02 (105) 15,91 (97) 

Diabetes, % (N) 10,26 (79) 1,99 (15) 6,73 (52) 5,52 (42) 6,37 (49) 5,88 (45) 7,08 (55) 5,17 (39) 

Hipercolesterolemia, % (N) 60,53 (363) 45,59 (255) 63,73 (366) 42,4 (252) 23,98 (148) 82,21 (470) 48,49 (273) 57,67 (345) 

Triglicéridos en plasma 
(mg/dL), Media (EE) 

238,2 (5,13) 112,1 (1,45) 197,1 (5,25) 153,3 (3,44) 162,9 (4,2) 187,6 (4,78) 181,5 (4,66) 168,9 (4,4) 

Filtrado glomerular renal 
(mL/min/1,73m2), Media (EE) 

90,3 (0,77) 98,2 (0,7) 92,4 (0,77) 96,0 (0,72) 98,0 (0,73) 90,4 (0,75) 96,1 (0,72) 92,3 (0,75) 

Actividad física <3000 METs 
min/semana, %(N) 

41,74 (245) 38,88 (208) 39,95 (223) 40,67 (230) 41,81 (234) 38,81 (219) 44,05 (247) 36,57 (206) 
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Asociación entre los biomarcadores de exposición a los metales y las concentraciones 

de los metabolitos medidos en plasma  

En los análisis de correlación, el cobre, el selenio y el zinc en plasma, y el antimonio, el 

bario y el cobalto en orina, se relacionaron con distintos metabolitos medidos en plasma 

(Figura 7). Las concentraciones en plasma de cobre, selenio y zinc se correlacionaron 

positivamente con las concentraciones de los ácidos grasos, los lípidos y las subclases de 

lipoproteínas, y negativamente con las concentraciones de los aminoácidos y los productos 

procedentes del metabolismo bacteriano, del balance hídrico y del metabolismo energético. 

Las concentraciones de cobalto en orina se correlacionaron negativamente con las 

concentraciones de las lipoproteínas, los triglicéridos y el colesterol.  

Asociación individual para cada metal. En los análisis de regresión, el selenio y el zinc se 

asociaron positivamente con el mPC1 (la diferencia de medias [DM][IC al 95%] fue de 0,06 

[0,01, 0,10] y 0,07 [0,01, 0,13], respectivamente), mientras que el cobre, el arsénico y el 

antimonio se asociaron inversamente con el mPC1 (las DM [IC al 95%] fueron -0,10 [-0,16, -

0,05], -0,05 [-0,09, 0,00] y -0,08 [-0,15, 0,00], respectivamente). El selenio, el zinc y el cadmio 

se asociaron de forma inversa con el mPC2 (las DM [IC al 95%]  fueron -0,20 [-0,35, -0,05], -

0,15 [-0,27, -0,04] y -0,18 [-0,33, -0,04], respectivamente). El cobre, el selenio y el zinc en 

plasma se asociaron positivamente (las DM [IC al 95%] fueron 0,20 [0,10, 0,30], 0,16 [0,07, 

0,26] y 0,19 [0,07, 0,30], respectivamente), y el cobalto en orina se asoció de forma inversa 

(las DM [IC al 95%] fueron -0,10 [-0,19, -0,02]) con el mPC3. La asociación del zinc y el 

antimonio con el mPC4 (las DM [IC al 95%] fueron respectivamente, -0,15 [-0,23, -0,06] y 0,15 

[0,01, 0,30]) (Tabla 8). Las asociaciones entre los biomarcadores de los metales y los mPCs 

en los modelos de regresión se mantuvieron tras incluir en los modelos de ajuste aquellos 

metales asociados significativamente con cada mPC (Tabla 9). 
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Figura 7. Correlación de Spearman entre los biomarcadores de los metales y los metabolitos medidos en plasma 

Se muestran la correlaciones estadísticamente significativas considerando un valor P de Bonferroni < 5x10-4
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Tabla 8. Diferencia de medias (IC al 95%) de los mPCs según la distribución de los 

biomarcadores de exposición a los metales (N=1145) 

 mPC1 mPC2 mPC3 mPC4 

Metales esenciales 

Cobalto en orina (mg/g)     
  DM (IC al 95%) -0,02 (-0,07, 0,03) -0,05 (-0,13, 0,03) -0,10 (-0,19, -0,02) 0,05 (-0,02, 0,12) 
  Valor P  0,43 0,20 0,02 0,18 

Cobre en plasma (mg/dL)     
  DM (IC al 95%) -0,10 (-0,16, -0,05) 0,03 (-0,07, 0,12) 0,20 (0,10, 0,30) 0,08 (-0,02, 0,18) 
  Valor P <0,001 0,60 <0,001 0,11 

Molibdeno en orina (mg/g)     
  DM (IC al 95%) -0,01 (-0,05, 0,04) -0,07 (-0,15, 0,02) -0,08 (-0,16, 0,01) 0,03 (-0,05, 0,11) 
  Valor P 0,75 0,12 0,10 0,42 

Selenio en plasma (mg/L)     
  DM (IC al 95%) 0,06 (0,01, 0,10) -0,20 (-0,35, -0,05) 0,16 (0,07, 0,26) 0,02 (-0,06, 0,10) 
  Valor P 0,03 0,01* 0,001 0,61 

Zinc en plasma (mg/dL)     
  DM (IC al 95%) 0,07 (0,01, 0,13) -0,15 (-0,27, -0,04) 0,19 (0,07, 0,30) -0,15 (-0,23, -0,06) 
  Valor P 0,02 0,007 0,001 0,001 

Metales no esenciales 

Antimonio en orina (mg/g)     
  DM (IC al 95%) -0,08 (-0,15, 0,00) 0,03 (-0,06, 0,11) -0,03 (-0,11, 0,06) 0,15 (0,01, 0,30) 
  Valor P 0,04* 0,58 0,55 0,04* 

Arsénico en orina (µg/g)     
  DM (IC al 95%) -0,05 (-0,09, 0,00) -0,03 (-0,11, 0,06) -0,02 (-0,11, 0,07) 0,03 (-0,05, 0,11) 
  Valor P 0,03 0,54 0,65 0,44 

Bario en orina (mg/g)     
  DM (IC al 95%) 0,00 (-0,04, 0,05) -0,03 (-0,12, 0,06) -0,07 (-0,16, 0,02) -0,01 (-0,09, 0,07) 
  Valor P 0,88 0,55 0,11 0,84 

Cadmio en orina (mg/g)     
  DM (IC al 95%) 0,01 (-0,04, 0,05) -0,18 (-0,33, -0,04) -0,06 (-0,15, 0,03) 0,02 (-0,06, 0,10) 
  Valor P 0,76 0,01* 0,17 0,66 

Cromo en orina (mg/g)     
  DM (IC al 95%) -0,03 (-0,07, 0,02) 0,01 (-0,08, 0,11) -0,05 (-0,14, 0,04) 0,05 (-0,04, 0,13) 
  Valor P 0,26 0,83 0,26 0,30 

Vanadio en orina (mg/g)     
  DM (IC al 95%) -0,04 (-0,08, 0,01) 0,02 (-0,08, 0,11) -0,05 (-0,14, 0,04) 0,05 (-0,03, 0,13) 
  Valor P 0,11 0,76 0,25 0,23 

La diferencia de medias se calculó comparando el percentil 80 del percentil 20 de la distribución de los metales.  
Los percentiles 80 y 20 de los biomarcadores de metales esenciales fueron 0,63 y 0,12 µg/g para el cobalto, 126,8 y 
70,9 µg/dL para el cobre, 58,6 y 10,7 µg/g para el molibdeno, 103,6 y 68,8 µg/L para el selenio y 99,6 y 61 2 µg/dL 
para el zinc; y para los metales no esenciales fueron 0,2 y 0,03 µg/g para el antimonio, 13,2 y 3,3 µg/g para el arsénico, 
120,5 y 28,8 µg/g para el bario, 0,75 y 0,19 µg/g para el cadmio, 6,5 y 1,9 µg/g para el cromo, y 3,8 y 1,2 µg/g para el 
vanadio.  
Modelo ajustado por la edad (años), el sexo, el nivel educativo superior (sí, no), los niveles de cotinina en orina (<34, 
34-500, ≥500 mg/dL), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo 
de alcohol (gr/día), la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la medicación con estatinas (sí, no), la actividad 
física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL).  
*Asociación obtenida mediante modelos de regresión incluyendo la distribución de los metales como splines 
cuadráticos con nudos en los percentiles 10, 50 y 90. El valor P de no linealidad se obtuvo mediante un test de Wald. 
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Tabla 9. Diferencia de las medias (IC al 95%) de los mPCs según las concentraciones de los metales en modelos multi-ajustados 

(N=1145) 

Abreviaturas: DM, diferencia de las medias; IC, intervalo de confianza. Modelo ajustado por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de 
cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), 
la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en 
plasma (mg/dL). *Asociación obtenida mediante modelos de regresión incluyendo la distribución de los metales como splines cuadráticos con nudos en los 
percentiles 10, 50 y 90. El valor P de no linealidad se obtuvo mediante un test de Wald. 

Metales 
DM 

(95% IC) 
DM (IC al 95%) incluyendo en el modelo de ajuste las concentraciones de  

Cobalto Cobre  Selenio Zinc Arsénico  Cadmio Antimonio Multi-ajuste 
mPC1 

Cobre en plasma 

(µg/dL) 

-0,10 

(-0,16, -0,05) 
 

-0,13 

(-0,18, -0,07) 

-0,11 

(-0,11, -0,11) 

-0,12 

(-0,13, -0,12) 

-0,10 

(-0,11, -0,10) 

-0,10 

(-0,10, -0,10) 

-0,10 

(-0,10, -0,10) 

-0,13 

(-0,13, -0,13) 

Selenio en plasma 
(µg/L) 

0,06 
(0,01, 0,10) 

0,06 
(0,05, 0,06) 

0,07 
(0,06, 0,07) 

 
0,05 

(0,05, 0,05) 
0,05 

(0,05, 0,06) 
0,05 

(0,05, 0,06) 
0,05 

(0,05, 0,06) 
0,05 

(0,05, 0,06) 

Zinc en plasma 
(µg/dL) 

0,07 
(0,01, 0,13) 

0,07 
(0,07, 0,08) 

0,09 
(0,09, 0,10) 

0,07 
(0,06, 0,07) 

 
0,07 

(0,07, 0,08) 
0,07 

(0,07, 0,08) 
0,07 

(0,07, 0,08) 
0,08 

(0,08, 0,09) 

Arsénico en orina 
(µg/g) 

-0,05 
(-0,09, 0,00) 

-0,05 
(-0,05, -0,05) 

-0,04 
(-0,04, -0,04) 

-0,05 
(-0,05, -0,05) 

-0,05 
(-0,05, -0,05) 

 
-0,05 

(-0,05, -0,04) 
-0,05 

(-0,05, -0,05) 
-0,05 

(-0,05, -0,05) 

Antimonio en orina 
(µg/g)* 

-0,08 
(-0,15, 0,00) 

-0,08 
(-0,15, -0,01) 

-0,08 
(-0,15, -0,01) 

-0,08 
(-0,15, 0,00) 

-0,08 
(-0,15, 0,00) 

-0,08 
(-0,15, 0,00) 

-0,08 
(-0,15, 0,00) 

 
-0,07 

(-0,15, 0,00) 

mPC2 

Selenio en plasma 
(µg/L)* 

-0,20 
(-0,35, -0,05) 

-0,20 
(-0,35, -0,05) 

-0,21 
(-0,36, -0,05) 

 
-0,18 

(-0,33, -0,03) 
-0,20 

(-0,35, -0,05) 
-0,20 

(-0,35, -0,05) 
-0,20 

(-0,35, -0,05) 
-0,19 

(-0,34, -0,04) 

Zinc en plasma 
(µg/dL) 

-0,15 
(-0,27, -0,04) 

-0,15 
(-0,17, -0,14) 

-0,16 
(-0,18, -0,15) 

-0,14 
(-0,15, -0,13) 

 
-0,16 

(-0,17, -0,14) 
-0,15 

(-0,17, -0,14) 
-0,15 

(-0,17, -0,14) 
-0,15 

(-0,17, -0,14) 

Cadmio en orina 
(µg/g)* 

-0,18 
(-0,33, -0,04) 

-0,17 
(-0,32, -0,02) 

-0,18 
(-0,33, -0,04) 

-0,19 
(-0,34, -0,04) 

-0,18 
(-0,33, -0,03) 

-0,18 
(-0,33, -0,03) 

 
-0,18 

(-0,33, -0,03) 
-0,17 

(-0,32, -0,02) 

mPC3 

Cobalto en orina 
(µg/g) 

-0,10 
(-0,19, -0,02) 

 
-0,11 

(-0,11, -0,11) 
-0,10 

(-0,10, -0,10) 
-0,11 

(-0,11, -0,10) 
-0,10 

(-0,10, -0,10) 
-0,09 

(-0,09, -0,09) 
-0,11 

(-0,11, -0,11) 
-0,09 

(-0,10, -0,09) 

Cobre en plasma 

(µg/dL) 

0,20 

(0,10, 0,30) 

0,20 

(0,19, 0,21) 
 

0,18 

(0,17, 0,19) 

0,16 

(0,15, 0,16) 

0,20 

(0,19, 0,21) 

0,20 

(0,2, 0,21) 

0,20 

(0,19, 0,21) 

0,14 

(0,13, 0,15) 

Selenio en plasma 
(µg/L)* 

0,16 
(0,07, 0,26) 

0,26 
(0,11, 0,41) 

0,23 
(0,08, 0,38) 

 
0,22 

(0,07, 0,37) 
0,26 

(0,11, 0,41) 
0,25 

(0,11, 0,40) 
0,26 

(0,11, 0,41) 
0,20 

(0,05, 0,35) 

Zinc en plasma 
(µg/dL) 

0,19 
(0,07, 0,30) 

0,19 
(0,17, 0,20) 

0,16 
(0,15, 0,17) 

0,16 
(0,15, 0,17) 

 
0,18 

(0,17, 0,20) 
0,18 

(0,17, 0,20) 
0,19 

(0,17, 0,20) 
0,14 

(0,12, 0,15) 

mPC4 

Zinc en plasma 
(µg/dL) 

-0,15 
(-0,23, -0,06) 

-0,15 
(-0,15, -0,14) 

-0,17 
(-0,18, -0,16) 

-0,16 
(-0,16, -0,15) 

 
-0,15 

(-0,15, -0,14) 
-0,15 

(-0,15, -0,14) 
-0,15 

(-0,15, -0,14) 
-0,18 

(-0,19, -0,17) 

Antimonio en orina 
(µg/g)* 

0,15 
(0,01, 0,30) 

0,15 
(0,01, 0,30) 

0,16 
(0,01, 0,30) 

0,15 
(0,01, 0,30) 

0,15 
(0,00, 0,29) 

0,15 
(0,01, 0,30) 

0,15 
(0,01, 0,30) 

 
0,14 

(0,00, 0,29) 
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Asociación para la mezcla de los metales. En las regresiones BKMR se evaluaron las 

relaciones entre la exposición al conjunto de los metales y los distintos perfiles metabólicos. La 

mezcla de metales se asoció inversamente con el mPC1 y mPC2, y positivamente con mPC3, 

tal como se observa en las gráficas dosis-respuesta. Para el mPC 4 no se detectó asociación 

con el total de las exposiciones (Figura 8).  

Asimismo, los modelos BKMR permitieron identificar a aquellos metales que presentaron un 

mayor peso en las asociaciones previamente encontradas mediante la estimación de las PIPs. A 

este respecto, para el mPC1 las PIPs más altas fueron de 0,72 para el cobre y 0,43 para el 

antimonio, en los modelos de mPC2 fueron 0,82 para el zinc, 0,80 para el selenio y 0,35 para el 

cadmio, en los modelos de mPC3 fueron 0,98 para el zinc, 0,67 para el cobalto y 0,33 para el 

selenio, y en los modelos de mPC4 fueron 0,91 para el zinc (Tabla 10). 

Las gráficas dosis-respuesta para análisis bivariados según un metal, considerando la 

distribución de un segundo metal y fijando el resto de metales de la mezcla en su mediana, para 

cada mPC (Figura 9, Figura 10, Figura 11 y Figura 12) permitió detectar una potencial interacción 

del antimonio según la distribución de las concentraciones de molibdeno con el mPC1, y del 

cadmio según la distribución de las concentraciones de selenio con el mPC2 (Figura 13). Para el 

resto de mPC no se detectaron otras posibles interacciones de interés. 
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Figura 8. Asociación entre la mezcla de metales y cada mPC (N=1145) 

 
Los puntos y segmentos representan la diferencia en cada mPC (no presentan unidades) y el 95% de credibilidad de toda la mezcla en un determinado percentil comparado 
con la distribución del total de la mezcla de metales en el percentil 50. Los modelos de BKMR se ajustaron por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los 
niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), 
la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL).           
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Tabla 10. Probabilidades de inclusión posterior para cada metal en el total de la mezcla en 

cada mPC 

 mPC1 mPC2 mPC3 mPC4 

Metales esenciales     

  Cobalto en orina  0,24 0,22 0,67 0,02 

  Cobre en plasma 0,72 0,18 0,22 0,58 

  Molibdeno en orina 0,28 0,18 0,03 0,01 

  Selenio en plasma  0,28 0,80 0,33 0,02 

  Zinc en plasma 0,19 0,82 0,98 0,91 

Metales no esenciales     

  Antimonio en orina  0,43 0,22 0,04 0,01 

  Arsénico en orina  0,16 0,22 0,07 0,02 

  Bario en orina  0,24 0,16 0,03 0,00 

  Cadmio en orina  0,24 0,35 0,02 0,01 

  Cromo en orina  0,20 0,22 0,03 0,01 

  Vanadio en orina  0,22 0,22 0,04 0,01 

Abreviaturas: mPC, componente principal metabólico.  
Las probabilidades de inclusión posteriores (PIPs) obtenidas mediante el BKMR estiman la contribución de cada 
exposición en el modelo indicando cuánto los datos favorecen que una variable sea incluida. Las PIPs se pueden 
entender como una medida de rango de cuánto un metales conduce la asociación con cada mPC dentro de la 
mezcla. 
Los modelos de BKMR se ajustaron por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de 
cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, 
actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la 
medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma 
(mg/dL).  
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Figura 9. Gráfica dosis-respuesta de la asociación bivariada para la diferencia del mPC1 según las concentraciones de los metales 

 

Diferencia del mPC1 para cada metal (eje X) cuando un segundo metal (eje Z) se fija en el percentil 10, 50 y 90 de su distribución mientras que el resto de metales se fija en el 
percentil 50. Los modelos de BKMR se ajustaron por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el 
consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la 
medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL). 
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Figura 10. Gráfica dosis-respuesta de la asociación bivariada para la diferencia del mPC2 según las concentraciones de los metales 

 

Diferencia del mPC2 para cada metal (eje X) cuando un segundo metal (eje Z) se fija en el percentil 10, 50 y 90 de su distribución mientras que el resto de metales se fija en el 
percentil 50. Los modelos de BKMR se ajustaron por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el 
consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la 
medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL). 
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Figura 11. Gráfica dosis-respuesta de la asociación bivariada para la diferencia del mPC3 según las concentraciones de los metales 

 

Diferencia del mPC3 para cada metal (eje X) cuando un segundo metal (eje Z) se fija en el percentil 10, 50 y 90 de su distribución mientras que el resto de metales se fija en el 
percentil 50. Los modelos de BKMR se ajustaron por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el 
consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la 
medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL). 
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Figura 12. Gráfica dosis-respuesta de la asociación bivariada para la diferencia del mPC4 según las concentraciones de los metales 

 

Diferencia del mPC4 para cada metal (eje X) cuando un segundo metal (eje Z) se fija en el percentil 10, 50 y 90 de su distribución mientras que el resto de metales se fija en el 
percentil 50. Los modelos de BKMR se ajustaron por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el 
consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), la tasa de filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), la 
medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL). 
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Figura 13. Media posterior del mPC1 del antimonio según la distribución en el percentil 10, 50 y 90 del molibdeno y del mPC2 del cadmio según 

la distribución en el percentil 10, 50 y 90 del selenio. 

Media posterior del mPC1 según las concentraciones de antimonio cuando el molibdeno se fija en el percentil 10, 50 y 90 de su distribución, y media posterior del mPC2 según 
las concentraciones de cadmio cuando el selenio se fija en el percentil 10, 50 y 90 de su distribución y el resto de metales se fijan en el percentil 50 de su distribución. Las 
gráficas dosis-respuesta se obtuvieron mediante los modelos de BKMR ajustados por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de cotinina en orina 
(<34, 34-500, ≥500 mg/dL), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), la tasa de filtrado glomerular 
renal (mL/min/1,73m2), la medicación con estatinas (sí, no), la actividad física (METs-min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL). Los percentiles 10, 50 y 90 
de las distribuciones de los metales fueron, 7,3, 25,2 y 97,0 μg/g para el molibdeno y 61,3, 84,3 y 114,7 μg /L para el selenio, respectivamente. Por ejemplo, la asociación 
exposición-respuesta se interpreta como la media posterior del mPC1 de las concentraciones de antimonio (eje X) cuando el molibdeno (eje Z) se fija en los percentiles 10, 50 
y 90. Las líneas de las asociaciones exposición-respuesta cuando se fijan los segundos metales no son paralelas, lo que sugiere una posible interacción. 
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Asociación diferencial entre metales y perfiles metabólicos según variantes genéticas  

En los modelos de interacción gen-metal donde se incluyeron los SNPs involucrados en 

genes relacionados con la actividad redox, 20 variantes genéticas presentaron alguna interacción 

sugestiva (P valor de interacción <1x10-3) entre la exposición a los metales y al conjunto de los 

mPCs. Además, seis de ellas fueron estadísticamente significativas para el valor P de Bonferroni 

(<1,7x10-4), incluyendo los SNPs anotados a los genes AGT, COX6B1, NDUFS6, NOX1, NOX5 

y XDH. El gen NOX1 fue el que presentó un mayor número de interacciones. Los metales que 

presentaron un mayor número de interacciones con los genes fueron el cobalto y el bario (Tabla 

11).  

Para los metales esenciales, el cobalto mostró interacciones con el mPC1 mediante 

rs3730103 (REN), con el mPC3 mediante rs139998 (TXN2), rs2071429 (G6PD), rs1014852 

(GCLC) y rs1002149 (GSR), y con el mPC4 mediante rs1926723 (AGT) y el rs699 (AGT); el 

cobre mostró interacciones con el mPC3 mediante rs35404864 (NOX1); el molibdeno mostró 

interacciones con el mPC4 mediante rs35404864 (NOX1), rs1492078 (AGTR1) y rs35887529 

(RAC1); el selenio mostró interacciones con el mPC3 mediante rs1014852 (GCLC) y con el 

mPC4 por rs35404864 (NOX1); el zinc mostró interacciones con el mPC1 mediante rs45564939 

(XDH), con el mPC2 mediante rs2647169 (SDHB) y rs4806187 (COX6B1) y con el mPC3 por 

rs11122576 (AGT).  

Para los metales no esenciales, el arsénico mostró interacciones con el mPC2 mediante 

rs2911678 (GSR), con el mPC3 por rs3215332 (REN) y rs11571092 (REN), y con el mPC4 por 

rs1133322 (COX5A); el bario mostró interacciones con el mPC1 mediante rs1002149 (GSR) y 

rs972891 (NDUFS6) y con el mPC4 por rs35404864 (NOX1), rs3749930 (NOX3), rs2036343 

(NOX5) y rs2871 (NR3C2); el cadmio mostró interacciones con el mPC1 mediante el rs6849903 

(NR3C2) y con el mPC3 mediante el rs4889657 (COX6A2); el cromo mostró interacciones con el 

mPC1 mediante el rs35404864 (NOX1) y con el mPC2 mediante el rs12907196 (NOX5); el 
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antimonio mostró interacciones con el mPC2 mediante rs2071409 (LPO) y con el mPC3 mediante 

rs12095517 (AGTRAP); y el vanadio mostró interacciones con el mPC2 mediante rs12907196 

(NOX5) y con el mPC3 mediante rs35404864 (NOX1).  
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Tabla 11. Diferencia de las medias (IC al 95%) de cada mPC comparando la distribución de las concentraciones de los metales según variantes 

genéticas, asumiendo un modelo aditivo (N=1145) 

 Metales Gen Crom SNPs 
Alelo de 

referencia 
Alelo 

alternativo 
MAF 

Cobertura del 
genotipo 

HWE 
Diferencias de medias 

(IC al 95%) 
Valor P de 
interacción 

mPC1 

Cobalto en orina REN 1 rs3730103 A G 0,1 98 0,76 -0,06 (-0,11, 0,00) 9x10-4 
         0,17 (0,05, 0,29)  
         0,39 (0,14, 0,64)  

Zinc en plasma XDH 2 rs45564939 C T 1,6 99 0,06 0,05 (0,00, 0,10) 1,2x10-4 † 
         0,25 (0,16, 0,34)  
         0,45 (0,26, 0,63)  

Bario en orina GSR 8 rs1002149 G T 14 99 1,00 -0,04 (-0,09, 0,01) 5,7x10-4 
         0,11 (0,03, 0,18)  
         0,26 (0,10, 0,41)  
 NDUFS6 5 rs972891 G T 10,4 99 0,78 0,04 (-0,01, 0,09) 1,6x10-4 † 
         -0,15 (-0,24, -0,06)  
         -0,35 (-0,53, -0,17)  

Cadmio en orina NR3C2 4 rs6849903 T G 0,24 97 <0,001 0,07 (0,02, 0,13) 6,8x10-4 
         -0,04 (-0,10, 0,02)  
         -0,16 (-0,27, -0,05)  

Cromo en orina NOX1 X rs35404864 G A 0,4 98 <0,001 -0,02 (-0,07, 0,02) 2,3x10-4 
         -0,70 (-1,06, -0,35)  
         -1,38 (-2,10, -0,67)  

mPC2 

Zinc en plasma COX6B1 19 rs4806187 A G 49,3 99 0,27 0,10 (-0,05, 0,24) 1,3x10-4 † 
         -0,13 (-0,22, -0,05)  
         -0,37 (-0,51, -0,22)  
 SDHB 1 rs2647169 G A 6,6 98 1,00 -0,09 (-0,18, 0,00) 4,3x10-4 
         -0,42 (-0,58, -0,26)  
         -0,75 (-1,09, -0,42)  

Arsénico en orina GSR 8 rs2911678 A T 18 99 0,48 0,07 (-0,03, 0,17) 8,3x10-4 
         -0,20 (-0,33, -0,07)  
         -0,47 (-0,74, -0,20)  

Cromo en orina NOX5 15 rs12907196 C T 46 96 1,00 -0,20 (-0,35, -0,05) 1,6x10-4 † 
         0,03 (-0,06, 0,12)  
         0,26 (0,11, 0,41)  

Antimonio en orina LPO 17 rs2071409 A C 19,1 98 0,27 -0,09 (-0,20, 0,02) 7,4x10-4 
         0,17 (0,05, 0,30)  
         0,44 (0,18, 0,69)  

Vanadio en orina NOX5 15 rs12907196 C T 46 96 1,00 -0,19 (-0,34, -0,04) 3,5x10-4 
         0,04 (-0,06, 0,13)  
         0,26 (0,10, 0,42)  

Abreviaturas: Crom, cromosoma; SNPs, polimorfismo de nucleótido único; MAF, frecuencia del alelo menor; HWE, Hardy Weinberg equilibrium; IC, intervalo de confianza
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Tabla 11. Diferencia de la media (IC al 95%) de cada mPC comparando la distribución de las concentraciones de los metales según variantes 

genéticas, asumiendo un modelo aditivo (N=1145) (continuación) 

 Metales Gen Crom SNPs 
Alelo de 

referencia 
Alelo 

alternativo 
MAF 

Cobertura del 
genotipo 

HWE 
Diferencias de medias 

(IC al 95%) 
Valor P de 
interacción 

mPC3 

Cobalto en orina TXN2 22 rs139998* T C 16,7 94 0,004 -0,06 (-0,13, 0,01) 6,1x10-4 
         -0,01 (-0,1, 0,09)  
         0,05 (-0,14, 0,23)  
 G6PD X rs2071429* T C 16,7 97 <0,001 -0,01 (-0,08, 0,06) 8,8x10-4 
         -0,09 (-0,17, -0,01)  
         -0,17 (-0,31, -0,02)  
 GCLC 6 rs1014852* A T 6,4 99 0,50 0,00 (-0,06, 0,06) 7,7x10-4 
         -0,32 (-0,5, -0,15)  
         -0,64 (-0,99, -0,29)  
 GSR 8 rs1002149* G T 14 99 1,00 -0,09 (-0,15, -0,02) 7,7x10-4 
         0,07 (-0,03, 0,17)  
         0,23 (0,03, 0,44)  

Cobre en plasma NOX1 X rs35404864* G A 0,01 98 <0,001 0,09 (0,01, 0,17) <1x10-4 † 
         -250,8 (-298,5, -203,0)  
         -501,7 (-597,2, -406,2)  

Selenio en plasma GCLC 6 rs1014852 A T 6,4 99 0,52 0,11 (0,01, 0,21) 5,8x10-4 
         0,61 (0,35, 0,87)  
         1,11 (0,57, 1,65)  

Zinc en plasma AGT 1 rs11122576 A G 5,3 98 0,18 0,27 (0,16, 0,37) 1,5x10-4 † 
         -0,09 (-0,24, 0,06)  
         -0,45 (-0,77, -0,13)  

Arsénico en orina REN 1 rs3215332* G D 21,7 99 0,02 0,10 (0,03, 0,18) 4,1x10-4 
         -0,12 (-0,22, -0,03)  
         -0,34 (-0,53, -0,15)  
 REN 1 rs11571092* G D 21,2 99 0,005 0,10 (0,02, 0,17) 9,8x10-4 
         -0,12 (-0,21, -0,02)  
         -0,33 (-0,52, -0,13)  

Cadmio en orina COX6A2 16 rs4889657* C T 6,4 99 0,66 0,00 (-0,08, 0,07) 9,5x10-4 
         -0,11 (-0,3, 0,08)  
         -0,21 (-0,6, 0,17)  

Antimonio en orina AGTRAP 1 rs12095517 T C 35,6 99 0,24 0,11 (-0,00, 0,23) 3,5x10-4 
         -0,09 (-0,19, -0,00)  
         -0,30 (-0,47, -0,13)  

Vanadio en orina NOX1 X rs35404864* G A 0,4 98 <0,001 -0,01 (-0,07, 0,06) 8,8x10-4 
         -0,65 (-1,15, -0,16)  
         -1,30 (-2,29, -0,31)  

Abreviaturas: Crom, cromosoma; SNPs, polimorfismo de nucleótido único; MAF, frecuencia del alelo menor; HWE, Hardy Weinberg equilibrium; IC, intervalo de confianza.
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Tabla 11. Diferencia de la media (IC al 95%) de cada mPC comparando la distribución de las concentraciones de los metales según variantes 
genéticas, asumiendo un modelo aditivo (N=1145) (continuación) 

Metales Gen Crom SNPs 
Alelo de 

referencia 
Alelo 

alternativo 
MAF 

Cobertura del 
genotipo 

HWE 
Diferencias de medias 

(IC al 95%) 
Valor P de 
interacción 

mPC4 

Cobalto en orina AGT 1 rs1926723 A G 5,4 96 <0,001 0,02 (-0,05, 0,10) 1,7x10-4 
         0,35 (0,19, 0,50)  
         0,67 (0,35, 0,98)  
 AGT 1 rs699* T C 41 89 0,95 -0,09 (-0,18, 0,00) 5,8x10-4 
         0,02 (-0,04, 0,08)  
         0,13 (0,01, 0,25)  

Molibdeno en orina NOX1 X rs35404864* G A 0,4 98 <0,001 0,02 (-0,05, 0,08) 1,7x10-4 † 
         -1,62 (-2,02, -1,21)  
         -3,25 (-4,06, -2,44)  
 AGTR1 3 rs1492078* A G 39,8 59 0,07 0,23 (0,10, 0,36) 4,5x10-4 
         0,03 (-0,05, 0,11)  
         -0,17 (-0,31, -0,03)  
 RAC1 7 rs35887529 T C 12,5 98 0,09 0,09 (0,00, 0,18) 5,2x10-4 
         -0,15 (-0,26, -0,03)  
         -0,38 (-0,62, -0,15)  

Selenio en plasma NOX1 X rs35404864* G A 0,4 98 <0,001 -0,02 (-0,09, 0,05) <1x10-4 † 
         -0,79 (-1,27, -0,31)  
         -1,57 (-2,53, -0,6)  

Arsénico en orina COX5A 15 rs1133322 T C 48,4 98 0,17 -0,20 (-0,35, -0,05) 4,4x10-4 
         0,01 (-0,07, 0,09)  
         0,22 (0,09, 0,35)  

Bario en orina NOX1 X rs35404864* G A 0,4 98 <0,001 0,03 (-0,04, 0,10) <1x10-4 † 
         -0,04 (-0,37, 0,28)  
         -0,12 (-0,78, 0,53)  
 NOX3 6 rs3749930 G T 3,5 96 0,24 -0,04 (-0,12, 0,05) 8,6x10-4 
         0,48 (0,19, 0,78)  
         1,01 (0,41, 1,60)  
 NOX5 15 rs2036343* A C 5 98 1,00 0,04 (-0,04, 0,11) 3,6x10-4 
         -0,09 (-0,30, 0,12)  
         -0,22 (-0,66, 0,22)  
 NR3C2 4 rs2871 G A 29,5 97 0,28 0,11 (0,01, 0,22) 5,1x10-4 
         -0,12 (-0,22, -0,01)  
         -0,34 (-0,55, -0,14)  

Abreviaturas: Crom, cromosoma; SNPs, polimorfismo de nucleótido único; MAF, frecuencia del alelo menor; HWE, Hardy Weinberg equilibrium; IC, intervalo de confianza,  
Se muestran las interacciones sugestivas (valor P de interacción <10-3). Modelo ajustado por la edad (años), el sexo, los estudios superiores (sí, no), los niveles de cotinina en orina (<34, 34-500, 
≥500 mg/dL), el consumo acumulado de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (gr/día), el filtrado glomerular renal (mL/min/1,73m2), el 
tratamiento con estatinas (sí, no), la actividad física (METs min/semana) y los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL). 
*Asociación obtenida mediante modelos de regresión metiendo los metales como splines cuadráticos.  
†Interacción estadísticamente significativa según un p valor de Bonferroni de interacción (<1,7x10-4).  
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Análisis bioinformático de enriquecimiento 

En el análisis bioinformático de enriquecimiento con genes anotados a los SNPs que 

mostraron una asociación diferencial entre los metales y el global de los perfiles metabólicos, 

la ruta que presentó mayor enriquecimiento fue "la cardiomiopatía diabética" identificándose 

11 genes implicados que interactuaban con los metales esenciales como el cobalto, el 

molibdeno y el zinc y no esenciales como el arsénico, el bario y el cadmio (Figura 14). Se 

observaron varios genes (SDHB, NDUFS6, COX6A, COX6A2, COX6B1, NOX1) involucrados 

en rutas relacionadas con patologías neurológicas como las vías de neurodegeneración, la 

esclerosis lateral amiotrófica, la enfermedad de los priones, así como  la enfermedad de 

Alzheimer y la de Parkinson. Asimismo, se distinguieron genes (AGTR1, AGT, REN) 

relacionados con la regulación del balance hídrico y la función de las glándulas suprarrenales 

como el sistema renina angiotensina, la síntesis y secreción de aldosterona, cortisol y renina 

o el síndrome de Cushing, entre otros. Otras vías destacadas fueron "el metabolismo del 

glutatión", "la vía de señalización del sistema AGE/RAGE en las complicaciones de la 

diabetes" y "el estrés por cizallamiento de los fluidos y la aterosclerosis", así como "la 

diferenciación de los osteoclastos".  

En las redes de enriquecimiento descriptivas para cada mPC se hallaron vías biológicas 

implicadas con genes anotados a los SNPs de interés. Para el mPC1 la vía con mayor 

enriquecimiento fue "la cardiomiopatía diabética" y el metal con más interacciones fue el bario, 

que interaccionaba con GSR, implicado en las vías de "la cardiomiopatía diabética" y "el 

metabolismo del glutatión" y NDUFS6  ligado a las vías "la enfermedad de Alzheimer" y "la 

fosforilación oxidativa". Otros metales destacados fueron el cadmio, el cromo, el cobalto y el 

zinc (Figura 15). Para el mPC2 la vía con mayor enriquecimiento también fue "la 

cardiomiopatía diabética" y el metal con más interacciones fue el zinc asociado con COX6B1, 

implicado principalmente en las vías de "la fosforilación oxidativa" y "la cardiomiopatía 

diabética" y SDHB ligado a las vías "el ciclo del citrato" y "la cardiomiopatía diabética" (Figura 

16). Otros metales destacados fueron el arsénico y el antimonio. Para el mPC3 la vía con 
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mayor enriquecimiento fue "la cardiomiopatía diabética", seguida de "el metabolismo del 

glutatión" y "el sistema renina-angiotensina" (Figura 17). El cobalto fue el metal que mayor 

número de interacciones presentó. Para el mPC4 la vía con mayor enriquecimiento fue "las 

vías de señalización del sistema AGE/RAGE para las complicaciones diabéticas" (Figura 18). 

El metal con más interacciones fue el molibdeno que interaccionaba con AGTR1, implicado 

en vías endocrinas, RAC1 ligado a vías implicadas en patologías infecciosas, inmunitarias y 

cancerígenas y NOX1 ligados a patologías lipídicas y neurodegenerativas.  
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Figura 14. Vías KEGG enriquecidas para los genes involucrados en actividad redox anotados a SNPs que interactúan con las concentraciones 

de los metales y el total de los mPCs 

 
Red que muestra las vías KEGG estadísticamente significativas (valor P de enriquecimiento ≤ 0,05) para los genes anotados a SNPs que interactuaban significativamente (valor 
P de Bonferroni <1,9x10-4) en la asociación entre las concentraciones de los metales y el total de los 4 mPCs. Las vías biológicas identificadas se representan como nodos 
grandes de colores siendo el tamaño del nodo directamente proporcional al valor P de enriquecimiento (nodos más grandes reflejan mayor significación estadística y por tanto 
una participación mayoritaria de ese gen en la vía correspondiente). Los nodos con los mismos colores pertenecen al mismo grupo funcional, acorde a la estimación Kappa de 
0,6. Los nodos con letras de colores representan las vías más significativas dentro del grupo de agrupación. Los nodos pequeños con los genes anotados en rojo que presentan 
más de un color indican que esos genes participan en vías de distintos grupos. Los símbolos de los metales en negro y la línea negra punteada correspondiente indica que el 
gen se relacionó con dicho metal en los análisis de interacción gen-metal.  
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Figura 15. Vías KEGG enriquecidas para los genes involucrados en actividad redox anotados a SNPs que interactúan entre los metales y el 

mPC1  

 

Red que muestra las vías KEGG que incluyen al menos un gen anotado a SNPs que interactúan sugestivamente (valor P de <1x10-3 ) con biomarcadores de metales y el mPC1. 
Las vías biológicas identificadas se representan como nodos grandes de colores siendo el tamaño del nodo directamente proporcional al valor P de enriquecimiento (nodos más 
grandes reflejan mayor significación estadística y por tanto una participación mayoritaria de ese gen en la vía correspondiente). Los nodos con los mismos colores pertenecen 
al mismo grupo funcional, acorde a la estimación Kappa de 0,6. Los nodos con letras de colores representan las vías más significativas dentro del grupo de agrupación. Aquellos 
nodos con bordes negros indican vías significativas (P valor de enriquecimiento ≤ 0,05). Los nodos pequeños con los genes anotados en rojo que presentan más de un color 
indican que esos genes participan en vías de distintos grupos. Los símbolos de los metales en negro y la línea negra punteada correspondiente indica que el gen se relacionó 
con dicho metal en los análisis de interacción gen-metal.  
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Figura 16. Vías KEGG enriquecidas para los genes involucrados en actividad redox anotados a SNPs que interactúan entre los metales y el 

mPC2 

 

Red que muestra las vías KEGG que incluyen al menos un gen anotado a SNPs que interactúan sugestivamente (valor P de <1x10-3 ) con biomarcadores de metales y el mPC2. 
Las vías biológicas identificadas se representan como nodos grandes de colores siendo el tamaño del nodo directamente proporcional al valor P de enriquecimiento (nodos más 
grandes reflejan mayor significación estadística y por tanto una participación mayoritaria de ese gen en la vía correspondiente). Los nodos con los mismos colores pertenecen 
al mismo grupo funcional, acorde a la estimación Kappa de 0,6. Los nodos con letras de colores representan las vías más significativas dentro del grupo de agrupación. Aquellos 
nodos con bordes negros indican vías significativas (P valor de enriquecimiento ≤ 0,05). Los nodos pequeños con los genes anotados en rojo que presentan más de un color 
indican que esos genes participan en vías de distintos grupos. Los símbolos de los metales en negro y la línea negra punteada correspondiente indica que el gen se relacionó 
con dicho metal en los análisis de interacción gen-metal. 
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Figura 17. Vías KEGG enriquecidas para los genes involucrados en actividad redox anotados a SNPs que interactúan entre los metales y el 

mPC3 

 

Red que muestra las vías KEGG que incluyen al menos un gen anotado a SNPs que interactúan sugestivamente (valor P de <1x10-3 ) con biomarcadores de metales y el mPC3. 
Las vías biológicas identificadas se representan como nodos grandes de colores siendo el tamaño del nodo directamente proporcional al valor P de enriquecimiento (nodos más 
grandes reflejan mayor significación estadística y por tanto una participación mayoritaria de ese gen en la vía correspondiente). Los nodos con los mismos colores pertenecen 
al mismo grupo funcional, acorde a la estimación Kappa de 0,6. Los nodos con letras de colores representan las vías más significativas dentro del grupo de agrupación. Aquellos 
nodos con bordes negros indican vías significativas (P valor de enriquecimiento ≤ 0,05). Los nodos pequeños con los genes anotados en rojo que presentan más de un color 
indican que esos genes participan en vías de distintos grupos. Los símbolos de los metales en negro y la línea negra punteada correspondiente indica que el gen se relacionó 
con dicho metal en los análisis de interacción gen-metal. 
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Figura 18. Vías KEGG enriquecidas para los genes involucrados en actividad redox anotados a SNPs que interactúan entre los metales y el 

mPC4 

 

Red que muestra las vías KEGG que incluyen al menos un gen anotado a SNPs que interactúan sugestivamente (valor P de <1x10-3 ) con biomarcadores de metales y el mPC4. 
Las vías biológicas identificadas se representan como nodos grandes de colores siendo el tamaño del nodo directamente proporcional al valor P de enriquecimiento (nodos más 
grandes reflejan mayor significación estadística y por tanto una participación mayoritaria de ese gen en la vía correspondiente). Los nodos con los mismos colores pertenecen 
al mismo grupo funcional, acorde a la estimación Kappa de 0,6. Los nodos con letras de colores representan las vías más significativas dentro del grupo de agrupación. Aquellos 
nodos con bordes negros indican vías significativas (P valor de enriquecimiento ≤ 0,05). Los nodos pequeños con los genes anotados en rojo que presentan más de un color 
indican que esos genes participan en vías de distintos grupos. Los símbolos de los metales en negro y la línea negra punteada correspondiente indica que el gen se relacionó 
con dicho metal en los análisis de interacción gen-metal
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4.3 ASOCIACIÓN ENTRE CIERTOS PATRONES METABÓLICOS Y LAS VARIABLES 

RELACIONADAS CON LA FRAGILIDAD ÓSEA: INTERACCIÓN CON GENES 

CANDIDATOS 

Concentraciones de los mPCs según el desarrollo de fracturas durante el seguimiento 

Del total de los 467 participantes mayores de 50 años en la muestra de estudio, 44 

presentaron alguna fractura durante el tiempo de seguimiento. De aquellos que presentaron 

alguna fractura el 69,4% fueron mujeres con una edad media de 71,5 años. Además, los 

participantes con una fractura incidente tuvieron concentraciones más bajas de mPC1 y más 

altas del resto de mPCs (Tabla 12). Asimismo, los participantes que presentaron alguna 

fractura ósea durante el seguimiento tuvieron niveles ligeramente más altos de productos 

procedentes del metabolismo bacteriano y más bajos de ácidos grasos y lipoproteínas, en 

particular de las subclases de LDL y VLDL, en comparación con los participantes sin fracturas 

durante el seguimiento (Tabla 13).  
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Tabla 12. Características de los participantes y distribución de los perfiles metabólicos 

según la aparición de fracturas durante el seguimiento 

 Total 
(N=467) 

Sin fractura 
incidente (N=423) 

Con fractura 
incidente (N=44) 

Mujer, %(N) 49,0 (216) 49,3 (189) 69,4 (27) 

Edad (años), Media (EE) 66,0 (0,3) 65,5 (0,4) 71,5 (1,7) 

Estudios superiores, %(N) 53,8 (238) 53,8 (215) 53,5 (23) 

Hábito tabáquico, %(N)    

  Nunca 54,1 (250) 53,8 (225) 56,9 (25) 

  Pasado 33,9 (171) 34,0 (155) 32,1 (16) 

  Actual 12,0 (46) 12,1 (43) 10,9 (3) 

Cotinina en orina (mg/dL),  
Media (EE) 

183,7 (37,5) 187,0 (78,8) 147,6 (40,4) 

Consumo de alcohol (gr/día),  
Media (EE) 

11,4 (1,14) 12,0 (1,24) 5,1 (1,78) 

IMC≥30 kg/m2, %(N) 28,2 (134) 28,3 (123) 27,5 (11) 

Filtrado glomerular renal, 
mL/min/1,73m2, Media (EE) 

11,5 (303) 10,5 (272) 22,5 (31) 

Actividad física <3000 METs-
min/semana, %(N) 

41,0 (260) 41,0 (239) 47,0 (21) 

Tratamiento con estatinas, %(N) 80,3 (0,78) 81,0 (0,81) 73,1 (3,05) 

Hipercolesterolemia (mg/dL) , %(N) 37,9 (176) 38,8 (163) 28,1 (13) 

Patrones metabólicos, media (EE)    

  mPC1 -0,23 (0,05) -0,23 (0,05) -0,23 (0,14) 

  mPC2 -0,10 (0,05) -0,14 (0,05) 0,30 (0,13) 

  mPC3 0,18 (0,04) 0,18 (0,05) 0,19 (0,15) 

  mPC4 0,10 (0,04) 0,10 (0,05) 0,05 (0,12) 
Abreviaturas: mPC, componente principal metabólico; EE, error estándar; IMC: índice de masa corporal 

Los mPCs no presentan unidades
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Tabla 13. La mediana y el rango intercuartílico de los niveles de metabolitos en plasma 

según la presencia de fracturas durante el seguimiento 

Metabolitos en plasma 
Total 

(N=467) 
Sin fractura incidente 

(N=423) 
Con fractura incidente 

(N=44) 

Aminoácidos 

Alanina 16,24 (15,52, 16,77) 16,26 (15,52, 16,77) 16,09 (15,61, 16,82) 

Fosfocreatina 1,60 (1,50, 1,70) 1,60 (1,49, 1,69) 1,64 (1,52, 1,76) 

Creatina 1,81 (1,70, 1,90) 1,81 (1,70, 1,89) 1,82 (1,71, 1,90) 

Cisteína 1,36 (1,27, 1,43) 1,36 (1,27, 1,42) 1,37 (1,28, 1,46) 

Glutamina 7,32 (6,91, 7,74) 7,32 (6,88, 7,74) 7,37 (7,06, 7,83) 

Prolina 9,20 (8,76, 9,65) 9,20 (8,74, 9,65) 9,15 (8,93, 9,74) 

Triptófano 2,10 (1,91, 2,29) 2,10 (1,90, 2,27) 2,18 (1,98, 2,39) 

Tirosina 2,58 (2,42, 2,75) 2,58 (2,42, 2,74) 2,66 (2,46, 2,86) 

Isoleucina 11,47 (11,02, 11,84) 11,48 (11,03, 11,83) 11,38 (10,92, 11,87) 

Leucina 9,96 (9,62, 10,33) 9,97 (9,66, 10,33) 9,79 (9,36, 10,33) 

Valina 10,77 (10,32, 11,14) 10,79 (10,36, 11,14) 10,47 (10,20, 11,05) 

Biomarcador de inflamación 

 N-acetilglutamina 9,00 (8,67, 9,33) 8,99 (8,67, 9,32) 9,04 (8,68, 9,33) 

Ácidos grasos 

 CH2CH2CO 18,98 (17,86, 20,33) 18,98 (17,88, 20,33) 18,42 (17,61, 20,33) 

 CH2CH3 38,36 (37,29, 39,68) 38,4 (37,35, 39,7) 37,99 (37,04, 39,36) 

 CH2N 150,4 (135,7, 166,5) 150,4 (136,0, 166,6) 146,8 (131,7, 163,0) 

 CH3 81,5 (79,22, 83,63) 81,61 (79,34, 83,8) 80,4 (78,32, 82,75) 

 CHCH2CH 12,61 (12,05, 13,24) 12,58 (12,01, 13,2) 13,07 (12,59, 13,4) 

Balance hídrico    

 Albumina 9,29 (8,69, 9,76) 9,28 (8,65, 9,76) 9,47 (8,87, 9,78) 

 Creatinina 3,08 (2,95, 3,18) 3,07 (2,95, 3,17) 3,18 (3,02, 3,29) 

Metabolismo energético 

 Acetato 5,48 (5,20, 5,69) 5,48 (5,20, 5,69) 5,41 (5,23, 5,69) 

 Acetona 6,74 (6,00, 7,51) 6,73 (6,03, 7,51) 6,89 (5,82, 7,51) 

 3-Hidroxibutirato 7,67 (7,23, 8,10) 7,65 (7,22, 8,10) 7,71 (7,40, 8,21) 

 Citrato 4,33 (4,05, 4,58) 4,31 (4,04, 4,58) 4,42 (4,23, 4,65) 

 Lactato 20,90 (18,50, 23,96) 21,05 (18,59, 24,25) 19,60 (17,77, 22,26) 

 Piruvato 1,74 (1,64, 1,81) 1,74 (1,64, 1,82) 1,73 (1,70, 1,80) 

Metabolismo bacteriano 

 Etanol 9,02 (8,48, 9,67) 9,02 (8,44, 9,64) 9,05 (8,61, 9,97) 

 Isopropanol 6,32 (5,96, 6,62) 6,32 (5,95, 6,60) 6,38 (6,15, 6,81) 

 Metanol 0,72 (0,66, 0,78) 0,72 (0,66, 0,78) 0,73 (0,69, 0,82) 

 Trimetilaminas 6,25 (5,85, 6,6) 6,25 (5,85, 6,60) 6,32 (6,02, 6,56) 

 Isobutirato 6,90 (6,59, 7,21) 6,91 (6,60, 7,21) 6,70 (6,52, 7,15) 

 Fenilpropionato 13,15 (12,6, 13,65) 13,15 (12,59, 13,66) 13,09 (12,64, 13,56) 

 O-fosfoetanolamina 5,91 (5,55, 6,24) 5,90 (5,52, 6,23) 6,09 (5,75, 6,37) 

Colesterol, mg/dL 

Colesterol total 212,4 (184,1, 235,4) 212,4 (184,7, 235,4) 208,4 (169,4, 238,4) 

VLDL colesterol 22,57 (11,23, 31,55) 22,34 (11,34, 31,21) 24,04 (9,07, 32,53) 

LDL colesterol 148,7 (126,2, 173,2) 149,4 (128,5, 172,3) 140,3 (115,6, 180,2) 

IDL colesterol 12,43 (9,01, 16,76) 12,44 (9,01, 17,10) 12,11 (8,76, 15,76) 

HDL colesterol 69,35 (57,68, 80,11) 69,51 (57,68, 80,39) 67,46 (59,93, 77,72) 
Los niveles de metabolitos están corregidos por el tiempo de ayuno en horas.  
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Tabla 13. La mediana y el rango intercuartílico de los niveles de metabolitos en plasma 

según la presencia de fracturas durante el seguimiento (continuación) 

Metabolitos en plasma 
Total 

(N=467) 
Sin fractura incidente 

(N=423) 
Con fractura incidente 

(N=44) 

Triglicéridos, mg/dL 

Total triglicéridos 176,9 (123,9, 236,8) 179,2 (123,9, 236,8) 170,2 (112,8, 250,2) 

VLDL triglicéridos 106,7 (58,30, 166,4) 106,7 (58,5, 166,4) 106,2 (46,2, 169,8) 

LDL triglicéridos 25,21 (21,49, 30,20) 25,38 (21,49, 30,38) 24,83 (20,19, 28,13) 

IDL triglicéridos 14,34 (11,70, 17,86) 14,27 (11,63, 18,00) 14,72 (11,82, 16,8) 

HDL triglicéridos 15,86 (12,61, 19,61) 15,82 (12,6, 19,78) 16,36 (14,13, 18,7) 

Subclases de lipoproteínas 

VLDL total, nmol/l 78,7 (41,2, 119,4) 79,0 (42,0, 118,6) 75,6 (33,6, 124,9) 

VLDL grande, nmol/l 1,69 (0,87, 2,62) 1,69 (0,87, 2,62) 1,67 (0,76, 2,62) 

VLDL mediana, nmol/l 8,02 (4,8, 13,59) 8,04 (4,85, 13,59) 7,76 (3,97, 15,1) 

VLDL pequeña, nmol/l 68,4 (34,7, 103,7) 68,6 (35,2, 103,0) 66,0 (29,9, 109,0) 

LDL total, nmol/l 1540 (1312, 1782) 1542 (1332, 1781) 1408 (1187, 1861) 

LDL grande, nmol/l 227,1 (197,0, 261,0) 227,6 (197,6, 260,5) 212,8 (173,9, 267,8) 

LDL mediana, nmol/l 536,4 (442,5, 645,7) 538,9 (444,7, 644,3) 516,2 (412,4, 669,9) 

LDL pequeña, nmol/l 744,7 (626,7, 895,6) 744,9 (635,2, 896,6) 744,7 (588,9, 885,3) 

HDL total, mmol/l 35,20 (30,38, 40,95) 35,22 (30,38, 40,95) 34,19 (30,91, 41,68) 

HDL grande, mmol/l 0,34 (0,30, 0,41) 0,34 (0,30, 0,41) 0,34 (0,31, 0,39) 

HDL mediana, mmol/l 10,97 (9,38, 13,07) 10,97 (9,39, 13,07) 11,03 (9,24, 13,23) 

HDL pequeña, mmol/l 23,91 (20,11, 28,07) 23,98 (20,06, 28,29) 23,13 (20,51, 27,24) 
Los niveles de metabolitos están corregidos por el tiempo de ayuno en horas.  
Excepto para las subclases de lipoproteínas, los metabolitos no presentan unidades ya que se normalizó el vector 
espectral al área espectral total excluyendo las concentraciones de agua residuales para minimizar los efectos de 
la dilución en la muestra. Por ende, el contenido metabólico se expresa como contenido metabólico relativo.  
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Asociación entre los perfiles metabólicos y la incidencia de fracturas 

El mPC1 y el mPC4 se asociaron inversamente a la incidencia de fracturas osteoporóticas 

mientras que el mPC2 se asoció positivamente al riesgo de presentar una fractura durante el 

seguimiento (Tabla 14). El mPC3 no se asoció a mayores eventos de fracturas. El hazard 

ratio (IC al 95%) ajustado de la incidencia de fracturas comparando el percentil 80 con el 20 

de la distribución de los mPC fue de 0,32 (0,10, 0,97) para el mPC1; 1,73 (1,23, 2,44) para el 

mPC2; 0,87 (0,53, 1,45) para el mPC3; y 0,44 (0,23, 0,83) para el mPC4. En las gráficas 

dosis-respuesta estas asociaciones fueron en su mayoría lineales, excepto para el mPC1, 

donde se observó una tendencia no lineal (Figura 19). 

En el análisis de sensibilidad excluyendo a los participantes que presentaban osteopenia 

al inicio del estudio se incluyeron 272 participantes de los cuales 14 presentaron un evento. 

En las gráficas dosis-respuesta se observó una tendencia similar a la hallada en modelos 

incluyendo al conjunto de los participantes (Figura 20). 

Asociación entre los perfiles metabólicos y la prevalencia de osteopenia  

En los análisis trasversales donde se evaluó la asociación entre los 4 perfiles metabólicos 

y la DMO, el mPC1 se asoció inversamente y el mPC2 positivamente a la prevalencia de  

osteopenia. Las correspondientes odds ratio (IC del 95%) de la prevalencia de osteopenia 

fueron de 0,38 (0,18, 0,81) para el mPC1; 1,30 (1,00, 1,70) para el mPC2; 1,12 (0,80, 1,56) 

para el mPC3; y 1,14 (0,80, 1,63) para el mPC4 (Tabla 15). En las gráficas dosis-respuesta, 

estas asociaciones se confirmaron (Figura 21). 
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Tabla 14. Hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas de la distribución de los mPC 

en participantes mayores de 50 años 

Perfiles metabólicos 

HR (IC al 95%) de la incidencia de fracturas 
(N=467) 

Casos/ 
No casos 

Modelo 1 Modelo 2 

mPC1     

   Tercil 1 18/140 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 14/145 0,50 (0,21, 1,19) 0,57 (0,24, 1,40) 

   Tercil 3 12/138 0,27 (0,10, 0,70) 0,35 (0,13, 0,89) 

   Percentil 80 vs 20 44/423 0,27 (0,09, 0,84) 0,32 (0,10, 0,97) 

   Valor P  0,02 0,04 

mPC2    

   Tercil 1 8/145 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 14/136 1,58 (0,60, 4,17) 1,63 (0,61, 4,37) 

   Tercil 3 22/142 2,59 (1,04, 6,47) 2,94 (1,18, 7,33) 

   Percentil 80 vs 20 44/423 1,63 (1,15, 2,31) 1,73 (1,23, 2,44) 

   Valor P  0,006 0,002 

mPC3    

   Tercil 1 20/147 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 11/142 0,55 (0,23, 1,30) 0,62 (0,26, 1,51) 

   Tercil 3 13/134 0,71 (0,34, 1,47) 0,83 (0,36, 1,90) 

   Percentil 80 vs 20 44/423 0,84 (0,52, 1,36) 0,87 (0,53, 1,45) 

   Valor P  0,48 0,59 

mPC4    

   Tercil 1 12/144 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 18/137 1,12 (0,52, 2,43) 0,87 (0,35, 2,19) 

   Tercil 3 14/142 0,57 (0,24, 1,39) 0,51 (0,21, 1,27) 

   Percentil 80 vs 20 44/423 0,50 (0,28, 0,89) 0,44 (0,23, 0,83) 

   Valor P  0,02 0,01 
Abreviaturas: HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianza; mPC, componentes principales metabólicos 
El hazard ratio y los intervalos de confianza se estimaron comparando el percentil 80 con el percentil 20 de la 
distribución de los mPCs. Las distribuciones de los percentiles 80 y 20 fueron 0,65 y -0,97 para el mPC1, 0,54 y -
0,74 para el mPC2, 0,94 y -0,57 para el mPC3, y 0,86 y -0,68 para el mPC4.  
El modelo 1 se ajustó por el sexo, el IMC (kg/m2), los estudios superiores (sí, no) y los niveles de triglicéridos en 
plasma (mg/dL).  
El modelo 2 se ajustó adicionalmente por el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual 
y pasado), el consumo de alcohol (nunca, anterior, actual), los niveles de cotinina en orina (mg/dL), la actividad 
física (METs-min/semana), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1 73m2), la medicación con estatinas (sí, 
no) y el consumo de grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día), 
Los puntos de corte de los terciles fueron -0,47 y 0,35 para mPC1; -0,39 y 0,27 para mPC2; -0,25 y 0,56 para 
mPC3 y -0,37 y 0,40 para mPC4. Los mPCs no tenían unidades.  
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Figura 19. Hazard ratio de la incidencia de fracturas según la distribución de los mPCs en los participantes mayores de 50 años (N=467) 

 

La curva y las sombras azules representan el hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas a partir de splines cuadráticos con nodos en los percentiles 10, 50 y 90 de la 
distribución del mPC1 (-1,57, -0,08 y 0,85), el mPC2 (-1,28, -0,1 y 0,97), el mPC3 (-1,02, 0,13 y 1,37) y el mPC4 (-1,01, 0,05 y 1,42) (niveles de mPC sin unidades). El valor de 
referencia se fijó en el percentil 10. Modelo ajustado por el sexo, el IMC (kg/m2), los estudios superiores (sí, no), los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL), el consumo de 
tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (nunca, anterior, actual), los niveles de cotinina en orina (mg/dL), la actividad física 
(METs-min/semana), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1 73m2), la medicación con estatinas (sí/no) y el consumo de grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día), El 
histograma representa la distribución de la frecuencia ponderada de cada mPC en la muestra del estudio. 
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Tabla 15. Odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia según la distribución de los 

mPCs en participantes mayores de 50 años 

Perfiles metabólicos 

OR (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia 
(N=507) 

Casos/ No casos Modelo 1 Modelo 2 

mPC1     

   Tercil 1 70/102 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 79/92 0,74 (0,41, 1,34) 0,71 (0,39, 1,31) 

   Tercil 3 67/97 0,43 (0,21, 0,87) 0,41 (0,20, 0,84) 

   Percentil 80 vs 20 216/291 0,36 (0,18, 0,74) 0,38 (0,18, 0,81) 

   Valor P  0,006 0,01 

mPC2    

   Tercil 1 58/109 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 73/90 1,32 (0,80, 2,19) 1,38 (0,82, 2,31) 

   Tercil 3 85/92 1,46 (0,88, 2,42) 1,41 (0,84, 2,38) 

   Percentil 80 vs 20 216/291 1,33 (1,02, 1,73) 1,30 (1,00, 1,70) 

   Valor P  0,03 0,05 

mPC3    

   Tercil 1 74/105 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 68/100 1,08 (0,66, 1,76) 1,19 (0,72, 1,96) 

   Tercil 3 74/86 1,13 (0,69, 1,85) 1,17 (0,70, 1,96) 

   Percentil 80 vs 20 216/291 1,05 (0,76, 1,47) 1,12 (0,80, 1,56) 

   Valor P  0,75 0,52 

mPC4    

   Tercil 1 58/111 1,00 (Referencia) 1,00 (Referencia) 

   Tercil 2 82/86 1,73 (1,03, 2,88) 1,66 (0,98, 2,81) 

   Tercil 3 76/94 1,41 (0,83, 2,39) 1,35 (0,78, 2,33) 

   Percentil 80 vs 20 216/291 1,19 (0,84, 1,68) 1,14 (0,80, 1,63) 

   Valor P  0,32 0,46 
Abreviaturas: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; mPC, componentes principales metabólicos 
La odds ratio y los intervalos de confianza se estimaron comparando el percentil 80 con el percentil 20 de la 
distribución los mPCs. Las distribuciones de los percentiles 80 y 20 fueron 0,65 y -1,02 para el mPC1, 0,55 y -0,77 
para el mPC2, 0,93 y -0,57 para el mPC3, y 0,89 y -0,64 para el mPC4. 
El modelo 1 se ajustó por la edad (años), el sexo, el IMC (kg/m2), los estudios superiores (sí, no) y los niveles de 
triglicéridos en plasma (mg/dL),  
El modelo 2 se ajustó adicionalmente por el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual 
y pasado), el consumo de alcohol (nunca, anterior, actual), los niveles de cotinina en orina (mg/dL), la actividad 
física (METs-min/semana), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1 73m2), la medicación con estatinas (sí/no); 
y los el consumo de grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día). 
Los puntos de corte de los terciles fueron -0,51 y 0,35 para el mPC1; -0,40 y 0,28 para el mPC2; -0,24 y 0,54 para 
el mPC3 y -0,37 y 0,42 para el mPC4. Los mPCs no tenían unidades.  
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Figura 20. Hazard ratio de la incidencia de fracturas según la distribución de los mPCs en los participantes mayores de 50 años sin osteopenia 

al inicio del estudio (N=291) 

 
La curva y las sombras azules representan el hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas excluyendo a los participantes con osteopenia al comienzo del estudio a 
partir de splines cuadráticos con nodos en los percentiles 10, 50 y 90 del mPC1 (-1,57, -0,14 y 0,90), el mPC2 (-0,87, -0,17 y 0,78), el mPC3 (-0,87, 0,16 y 1,21) y el mPC4 (-
1,03, -0,03 y 1,42), (mPC sin unidades) respectivamente. El valor de referencia se fijó en el percentil 10 de la distribución de cada mPC. Modelo ajustado por el sexo, el IMC 
(kg/m2), los estudios superiores (no, sí), el consumo de tabaco (paquetes-años), el consumo de alcohol (g/día), los niveles de cotinina en orina (mg/dL), la actividad física 
(METs-min/semana), el filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dL) y el consumo de grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día). Para 
este análisis se excluyeron el hábito tabáquico y la medicación con estatinas como variables en los modelos de ajuste por la ausencia de individuos en algunas categorías. El 
histograma representa la distribución de la frecuencia ponderada de mPC1, mPC2, mPC3 y mPC4 en la muestra del estudio.
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Figura 21. Odds ratio de la prevalencia de osteopenia según la distribución de los mPCs en participantes mayores de 50 años (N=507) 
 

 
 
La curva y las sombras naranjas reflejan la odds ratio (IC al 95%) de la prevalencia de osteopenia a partir de splines cuadráticos con nodos en los percentiles 10, 50 y 90 de la 
distribución del mPC1 (-1,57, -0,08 y 0,85), el mPC2 (-1,28, -0,1 y 0,97), el mPC3 (-1,02, 0,13 and 1,37) y el mPC4 (-1,01, 0,05 and 1,42) (niveles de mPC sin unidades), 
respectivamente. El valor de referencia se fijó en el percentil 10. Modelo ajustado por la edad (años), el sexo, el IMC (kg/m2), nivel educativo superior (sí, no), los niveles de 
triglicéridos en plasma (mg/dL), el consumo de tabaco (paquetes-año), el hábito tabáquico (nunca, actual y pasado), el consumo de alcohol (nunca, anterior, actual), los niveles 
de cotinina en orina (mg/dL), la actividad física (METs-min/semana), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1 73m2), la medicación con estatinas (sí/no) y el consumo de 
grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día). El histograma representa la distribución de la frecuencia ponderada de cada mPC en la muestra del estudio.
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Asociación diferencial entre los perfiles metabólicos y la incidencia de fracturas  

Según las características de los participantes. En los análisis estratificados por los 

subgrupos de los determinantes de la fragilidad ósea no se apreciaron asociaciones 

diferenciales (Tabla 16).  

Según las concentraciones de los biomarcadores de exposición a los metales. Se 

observaron asociaciones diferenciales entre el mPC2 y la incidencia de fracturas según las 

concentraciones de antimonio, arsénico y selenio (Tabla 17). En particular, el riesgo de 

presentar una fractura durante el seguimiento según las concentraciones de mPC2 fue mayor 

en los participantes con concentraciones más elevadas de antimonio (HR [IC del 95%]: 2,72 

[1,62, 4,58] y 1,06 [0,54, 2,07] para los individuos por encima y por debajo de 0,07 g/g, 

respectivamente) y  arsénico (HR [IC del 95%] correspondiente: 3,24 [1,78, 5,89] y 0,96 [0,49, 

1,87]) para los participantes por encima y por debajo de 6,81 g/g, respectivamente), y con las 

concentraciones de selenio en plasma más bajos (HR[IC del 95%]: 1,17 [0,59, 2,30] y 2,66 

[1,44, 4,92] para los participantes por encima y por debajo de 85,3 g/l, respectivamente). 

Asimismo, las concentraciones de cadmio en orina se asociaron sugestivamente (p-

interacción 0,07) con una mayor asociación del mPC2 con el riesgo de fracturas óseas (HR 

[IC 95%] fue de 2,15 [0,83, 5,58] y 1,09 [0,51, 2,32] para los participantes por encima y por 

debajo de 0,41 g/g).  

Según las variantes genéticas. En los análisis de interacción gen-metabolómica, 33 

variantes genéticas de 19 genes candidatos mostraron una asociación diferencial sugestiva 

(valor P <10-3) entre los mPCs y la incidencia de fracturas (Tabla 18). De ellos, 3 variantes 

genéticas mostraron una interacción estadísticamente significativa según un valor P de 

Bonferroni <1,9x10-4. Entre estos, el rs6752058 (XDH) (HR de fractura ósea [CI del 95%]: 

0,09 [0,03, 0,31], 0,65 [0,17, 2,49] y 4,46 [0,63, 31,78] para 0, 1 y 2 alelos menores, 

respectivamente) en asociación con el mPC1; y, el rs2072712 (NCF4) (la HR [CI del 95%] 

correspondiente fue de 2,30 [1,56, 3,40], 0,63 [0,35, 1,11] y 0,17 [0,05, 0,56)]); y el rs3017887 
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(NOX4) (la HR [CI del 95%CI] fue de 2,16 [1,57, 2,96], 0,51 [0,27, 0,96] y 0,12 [0,03, 0,47]) 

con el mPC2. El gen que presentó mayor número de interacciones fue ACE. 

Según los SNPs y las concentraciones de los biomarcadores de los metales. En base al 

hallazgo de factores interactuando en la asociación entre el mPC2 y la incidencia de fracturas, 

se estudió la interacción con aquellos SNPs que habían presentado interacción (rs2072712, 

anotado al gen NCF4, y rs3017887 anotado al gen, NOX4) y los metales (el antimonio, el 

arsénico, el cadmio y el selenio). En estos análisis se observó que estas variantes genéticas 

pueden reducir la pérdida de masa ósea, siendo este efecto protector atenuado si la 

exposición a metales tóxicos es alta o las concentraciones de selenio deficientes (Tabla 19). 

El hazard ratio (IC del 95%) de la incidencia de fracturas según la distribución del mPC2 

para la ausencia de los SNPs en los dos alelos según las concentraciones de los 

biomarcadores de los metales fueron los siguientes: para las concentraciones de selenio 

inferiores a la mediana (≤85,29 mg/L) fue de 3,81 (3,50, 4,14) para el SNP rs2072712 (NCF4), 

y 3,16 (2,89, 3,46) para el SNP rs3017887 (NOX4); para las concentraciones de antimonio 

superiores a la mediana (>0,07 mg/g) fue de 3,52 (2,03, 6,11) para el SNP rs2072712 (NCF4), 

y 3,77 (2,40, 5,92) para el SNP rs3017887 (NOX4); para las concentraciones de arsénico 

superiores a la mediana (>6,81 mg/g) fue de 4,36 (2,41, 7,88) para el SNP rs2072712 (NCF4), 

y 3,98 (2,36, 6,69) para el SNP rs3017887 (NOX4); para las concentraciones de cadmio 

superiores a la mediana (>0,41 mg/g) fue de 3,54 (2,08, 6,02) para el SNP rs2072712 (NCF4), 

y 2,69 (1,79, 4,05) para el SNP rs3017887 (NOX4). 
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Tabla 16. Hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas comparando la distribución de los mPC según las características de 

los participantes mayores de 50 años 

Características de 
los participantes 

Casos/ 
Non casos 

Hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas osteoporóticas (N=467) según 

mPC1 P-int mPC2 P-int mPC3 P-int mPC4 P-int 

Total 44/423 0,32 (0,10, 0,97)  1,73 (1,23, 2,44)  0,87 (0,53, 1,45)  0,44 (0,23, 0,83)  

Sexo          

  Hombre  17/234 0,22 (0,06, 0,80) 0,08 1,07 (0,48, 2,36) 0,07 0,50 (0,16, 1,52) 0,19 0,36 (0,10, 1,27) 0,60 

  Mujer 27/189 0,48 (0,10, 2,31)  2,21 (0,80, 6,08)  1,07 (0,17, 6,88)  0,51 (0,09, 3,01)  

Hábito tabáquico          

  Nunca 25/225 0,37 (0,10, 1,40) 0,54 1,85 (1,05, 3,25) 0,74 0,69 (0,36, 1,30) 0,10 0,37 (0,15, 0,94) 0,43 

  Pasado o actual 19/198 0,28 (0,05, 1,52)  1,61 (0,44, 5,80)  1,60 (0,52, 4,95)  0,61 (0,13, 2,84)  

Consumo de alcohol          

  Nunca 27/202 0,39 (0,11, 1,41) 0,31 1,64 (0,92, 2,93) 0,69 1,00 (0,52, 1,93) 0,64 0,45 (0,18, 1,10) 0,92 

  Pasado o actual 17/221 0,23 (0,04, 1,30)  1,91 (0,96, 3,79)  0,80 (0,30, 2,15)  0,47 (0,11, 2,03)  

Actividad física, 
METs-min/semana 

         

  <3000 31/260 0,36 (0,10, 1,30) 0,48 1,76 (1,02, 3,02) 0,86 0,80 (0,43, 1,49) 0,28 0,46 (0,20, 1,05) 0,93 

  ≥3000 13/163 0,26 (0,05, 1,47)  1,65 (0,84, 3,24)  1,31 (0,69, 2,50)  0,48 (0,10, 2,28)  

Filtrado glomerular 
renal, ml/min/1,73m2 

         

  ≥60 33/346 0,34 (0,09, 1,24) 0,77 1,82 (1,10, 3,03) 0,49 0,83 (0,46, 1,49) 0,42 0,54 (0,25, 1,21) 0,33 

  <60 11/77 0,30 (0,05, 1,65)  1,45 (0,66, 3,19)  1,23 (0,71, 2,13)  0,27 (0,05, 1,52)  
Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; mPC, componente principal metabólico 
El hazard ratio y los intervalos de confianza se estimaron comparando el percentil 80 del percentil 20 de la distribución de los mPCs. 
El percentil 80 y 20 de la distribución de los mPC fue de 0,65 y -1,02 para el mPC1, 0,55 y -0,77 para el mPC2, 0,93 y -0,57 para el mPC3, y 0,89 y -0,64 para el 
mPC4.  
El modelo se ajustó por el sexo, el IMC (kg/m2), el nivel educativo superior (no, sí), el consumo de tabaco (paquetes-años), el consumo de alcohol (g/día), los 
niveles de cotinina en orina (mg/dL), la actividad física (METs-min/semana), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), los niveles de triglicéridos en 
plasma (mg/dL) y el consumo de grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día). Los mPCs no presentaban unidades.  
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Tabla 17. Hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas comparando la distribución de los mPCs en subgrupos definidos por 

la mediana de las concentraciones de los metales. 

 
Casos/ 

No casos 

Hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas (N=467) 

mPC1 P-int mPC2 P-int mPC3 P-int mPC4 P-int 

Total 44/423 0,32 (0,10, 0,97)  1,73 (1,23, 2,44)  0,87 (0,53, 1,45)  0,44 (0,23, 0,83)  

Metales esenciales 

Cobalto en orina, mg/g          

  ≤0,2 20/216 0,23 (0,05, 0,95) 0,39 1,37 (0,72, 2,61) 0,19 0,93 (0,44, 1,95) 0,77 0,42 (0,16, 1,09) 0,85 

  >0,2 24/207 0,37 (0,06, 2,17)  2,20 (1,06, 4,54)  0,81 (0,30, 2,21)  0,47 (0,10, 2,15)  

Cobre en plasma, mg/dL          

  ≤96,82 23/201 0,36 (0,09, 1,42) 0,63 1,98 (1,10, 3,54) 0,20 0,77 (0,39, 1,53) 0,83 0,38 (0,15, 1,00) 0,99 

  >96,82 19/215 0,28 (0,05, 1,60)  1,18 (0,53, 2,65)  0,87 (0,27, 2,78)  0,39 (0,09, 1,70)  

Selenio en plasma, mg/L          

  ≤85,3 23/204 0,22 (0,06, 0,84) 0,11 2,66 (1,44, 4,92) 0,02 0,96 (0,45, 2,02) 0,74 0,35 (0,12, 0,96) 0,46 

  >85,3 21/215 0,46 (0,08, 2,65)  1,17 (0,59, 2,30)  0,81 (0,27, 2,41)  0,54 (0,11, 2,55)  

Zinc en plasma, mg/dL          

  ≤73,1 23/204 0,33 (0,09, 1,20) 0,62 1,58 (0,82, 3,03) 0,78 1,03 (0,53, 1,99) 0,17 0,61 (0,24, 1,56) 0,16 

  >73,1 19/214 0,25 (0,05, 1,36)  1,76 (0,75, 4,14)  0,45 (0,11, 1,79)  0,23 (0,05, 1,12)  

Metales no esenciales 

Antimonio en orina, mg/g          

  ≤0,07 19/210 0,35 (0,10, 1,29) 0,55 1,06 (0,54, 2,07) 0,01 0,77 (0,35, 1,70) 0,65 0,55 (0,22, 1,36) 0,42 

  >0,07 25/213 0,25 (0,04, 1,45)  2,72 (1,62, 4,58)  0,96 (0,28, 3,33)  0,34 (0,08, 1,44)  

Arsénico en orina, mg/g          

  ≤6,81 21/204 0,39 (0,10, 1,57) 0,51 0,96 (0,49, 1,87) <0,001 0,70 (0,33, 1,48) 0,29 0,65 (0,27, 1,60) 0,24 

  >6,81 22/214 0,28 (0,05, 1,69)  3,24 (1,78, 5,89)  1,15 (0,41, 3,26)  0,33 (0,07, 1,42)  

Cadmio en orina, mg/g          

  ≤0,41 16/217 0,27 (0,07, 1,02) 0,61 1,09 (0,51, 2,32) 0,07 1,31 (0,58, 2,92) 0,17 0,52 (0,20, 1,35) 0,58 

  >0,41 28/206 0,34 (0,07, 1,55)  2,15 (0,83, 5,58)  0,65 (0,22, 1,95)  0,36 (0,07, 1,76)  
Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; mPC, componente principal metabólico.  
Los hazard ratios se estimaron comparando el percentil 80 con el percentil 20 de la distribución de los mPCs. El percentil 80 y 20 de la distribución de los mPC fue 
de 0,65 y -1,02 para el mPC1, 0,55 y -0,77 para el mPC2, 0,93 y -0,57 para el mPC3, y 0,89 y -0,64 para el mPC4. 
El modelo se ajustó por el sexo, el IMC (kg/m2), el nivel educativo superior (no, sí), el consumo de tabaco (paquetes-años), el consumo de alcohol (g/día), los 
niveles de cotinina en orina (mg/dL), la actividad física (METs-min/semana), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), los niveles de triglicéridos en 
plasma (mg/dL) y el consumo de grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día). Los mPCs no tienen unidades. 
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Tabla 18. Asociación de los mPCs y la incidencia de fracturas según las variantes genéticas (N=467). 

Gen SNP Crom Alelo mayor Alelo menor Cobertura del genotipo MAF, % HWE valor P HR (IC al 95%) P-int 

mPC1 

NR3C2 rs13117325 4 G A 0,95 32,89 0,44 0,28 (0,09, 0,81) 8,9x10-3         
0,11 (0,03, 0,38) 

 
        

0,05 (0,01, 0,24) 
 

RAC2 rs3179967 22 T C 0,98 17,81 0,05 0,37 (0,10, 1,36) 6,3x10-4         
0,12 (0,03, 0,44) 

 
        

0,04 (0,01, 0,19) 
 

XDH rs6752058 2 C A 0,99 26,49 0,29 0,09 (0,03, 0,31) 3,8x10-5†         
0,65 (0,17, 2,49) 

 
        

4,46 (0,63, 31,78) 
 

 
rs6710015 2 T C 0,97 35,59 0,69 0,10 (0,03, 0,36) 6,2x10-3         

0,35 (0,10, 1,19) 
 

        
1,14 (0,20, 6,40) 

 

mPC2 

ACE rs4343 17 G A 0,98 41,33 0,24 0,91 (0,59, 1,42) 2,9x10-4         
2,19 (1,55, 3,10) 

 
        

5,27 (2,60, 10,64) 
 

 
rs4320 17 G A 0,97 39,28 0,32 0,93 (0,60, 1,45) 3,7x10-4         

2,10 (1,49, 2,98) 
 

        
4,77 (2,44, 9,35) 

 
 

rs4362 17 T C 0,97 40,71 0,42 0,91 (0,59, 1,41) 4,1x10-4         
2,11 (1,51, 2,95) 

 
        

4,89 (2,47, 9,69) 
 

 
rs4353 17 A G 0,97 39,74 0,79 1,12 (0,69, 1,81) 5,5x10-3         

1,91 (1,38, 2,64) 
 

        
3,27 (1,95, 5,48) 

 
 

rs4363 17 G A 0,97 39,57 0,59 1,05 (0,64, 1,73) 6,4x10-3         
1,83 (1,32, 2,53) 

 
        

3,16 (1,86, 5,39) 
 

 
rs4311 17 T C 0,85 45,58 1,00 1,15 (0,69, 1,90) 9,5x10-3         

1,99 (1,38, 2,88) 
 

        
3,47 (1,89, 6,35) 

 

NCF4 rs2072712 22 C T 0,99 9,50 0,65 2,30 (1,56, 3,40) 1,3x10-4†         
0,63 (0,35, 1,11) 

 
        

0,17 (0,05, 0,56) 
 

Abreviaturas: Crom, cromosoma; MAF, frecuencia del alelo menor; HWE Hardy Weinberg equilibrium, P value; P-int, Valor P de interacción 
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Tabla 18. Asociación de los mPCs y la incidencia de fracturas según las variantes genéticas (N=467) (continuación) 

Gen SNP Crom Alelo mayor Alelo menor Cobertura del genotipo MAF, % HWE valor P HR (IC al 95%) P-int 

mPC2 

NDUFS2 rs4656993 1 G A 0,99 41,67 0,91 2,87 (1,78, 4,62) 5,4x10-4         
1,53 (1,12, 2,09) 

 
        

0,81 (0,51, 1,30) 
 

 
rs4656994 1 G A 0,98 23,65 0,72 1,17 (0,79, 1,74) 4,4x10-3         

2,67 (1,75, 4,07) 
 

        
6,07 (2,43, 15,18) 

 
 

rs1136207 1 C T 0,99 16,87 1,00 1,30 (0,84, 2,00) 8,9x10-3         
2,93 (1,84, 4,64) 

 
        

6,61 (2,45, 17,85) 
 

 
rs10838732 11 C G 0,98 48,68 0,32 3,84 (1,90, 7,76) 4,5x10-3         

1,68 (1,16, 2,42) 
 

        
0,73 (0,38, 1,41) 

 

NOX1 rs4827881 X C A 0,99 19,26 <0,001 1,30 (0,86, 1,98) 5,0x10-4         
2,74 (1,92, 3,93) 

 
        

5,78 (2,99, 11,18) 
 

NOX4 rs3017887 11 C A 0,97 7,27 0,34 2,16 (1,57, 2,96) 1,9x10-4†         
0,51 (0,27, 0,96) 

 
        

0,12 (0,03, 0,47) 
 

 
rs490934 11 G C 0,99 5,63 0,83 2,11 (1,47, 3,03) 1,6x10-3         

0,53 (0,24, 1,15) 
 

        
0,13 (0,03, 0,65) 

 

mPC3 

CAT rs511895 11 G A 0,99 34,93 0,40 1,48 (0,84, 2,60) 9,4x10-3 
        0,59 (0,31, 1,09)  
        0,23 (0,07, 0,77)  

COX7A2 rs436898 6 C A 0,98 6,24 1,00 0,79 (0,49, 1,28) 3,0x10-3 
        3,58 (1,41, 9,09)  
        16,16 (2,49, 104,90)  

RAC2 rs6572 22 C G 0,96 47,27 0,40 0,32 (0,13, 0,80) 3,0x10-3 
        0,82 (0,50, 1,35)  
        2,09 (1,09, 4,01)  

XDH rs17395224 2 C T 0,97 5,08 0,22 0,77 (0,48, 1,24) 9,6x10-3 
        2,82 (1,10, 7,22)  
        10,29 (1,60, 66,25)  

Abreviaturas: Crom, cromosoma; MAF, frecuencia del alelo menor; HWE Hardy Weinberg equilibrium, P value; P-int, Valor P de interacción. Modelo ajustado por el sexo, el IMC 
(kg/m2), el nivel educativo superior (no, sí), el consumo de tabaco (paquetes-año), el consumo de alcohol (gr/day), la actividad física (METs-min/sem), la tasa de filtrado glomerular 
renal (ml/min/1,73m2), los niveles totales de triglicéridos en plasma (mg/dL), el consumo de grasa, carbohidratos y proteínas (gr/día). †Interacción estadísticamente significativa según 
el P valor de Bonferroni (<1,9x10-4). Los mPCs no tenían unidades. 
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Tabla 18. Asociación de los mPCs y la incidencia de fracturas según las variantes genéticas (N=467) (continuación) 

Gen SNP Crom Alelo mayor Alelo menor Cobertura del genotipo MAF, % HWE valor P HR (IC al 95%) P-int 

mPC4 

AGT rs2071406 1 T C 0,99 6,36 0,16 0,69 (0,42, 1,14) 2,6x10-3         
0,06 (0,01, 0,26) 

 
        

0,01 (0,00, 0,11) 
 

AGTR1 rs12721241 3 G A 0,98 23,15 0,36 0,30 (0,16, 0,57) 5,1x10-3         
1,60 (0,62, 4,19) 

 
        

8,60 (1,11, 66,84) 
 

BCS1L rs2243911 2 C T 0,98 49,6 0,87 1,28 (0,57, 2,85) 7,0x10-3         
0,52 (0,30, 0,89) 

 
        

0,21 (0,08, 0,52) 
 

COX6B1 rs4806187 19 A G 0,99 48,3 0,28 0,17 (0,07, 0,41) 1,7x10-3         
0,41 (0,23, 0,73) 

 
        

1,00 (0,50, 2,03) 
 

COX8C rs2089095 14 G C 0,99 9,74 0,14 0,35 (0,19, 0,64) 5,5x10-4         
1,52 (0,66, 3,52) 

 
        

6,63 (1,40, 31,43) 
 

NDUFS1 rs1053517 2 T C 0,98 47,25 0,68 1,74 (0,71, 4,26) 1,8x10-3         
0,48 (0,30, 0,79) 

 
        

0,13 (0,05, 0,36) 
 

NOS2A rs2779248 17 T C 1,00 38,04 0,96 0,19 (0,07, 0,48) 8,0x10-3         
0,52 (0,30, 0,88) 

 
        

1,42 (0,57, 3,53) 
 

NR3C2 rs10032250 4 C T 0,99 19,52 <0,001 0,68 (0,38, 1,24) 5,8x10-3         
0,20 (0,09, 0,48) 

 
        

0,06 (0,01, 0,30) 
 

SDHB rs9435739 1 A G 0,99 38,81 0,66 0,20 (0,09, 0,46) 9,3x10-3         
0,52 (0,29, 0,91) 

 
        

1,33 (0,49, 3,58) 
 

TXN2 rs8139906 22 G C 0,97 16,67 0,79 0,41 (0,23, 0,75) 5,3x10-3         
1,38 (0,61, 3,12) 

 
        

4,56 (0,97, 21,57) 
 

XDH rs1429374 2 A G 0,98 34,00 0,49 0,94 (0,50, 1,76) 9,2x10-3         
0,28 (0,13, 0,61) 

 
        

0,08 (0,02, 0,40) 
 

Se describen aquellos SNPs involucrados en genes implicados en actividad redox con un P valor sugestivo < 10-3. 
Abreviaturas: MAF, frecuencia del alelo menor; HWE Hardy Weinberg equilibrium, P value; P-int, Valor P de interacción. 
Modelo ajustado por el sexo, el IMC (kg/m2), los estudios superiores (no, sí), el consumo de tabaco (paquetes-año), el consumo de alcohol (gr/day), la actividad física (METs-min/sem), 
la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), los niveles totales triglicéridos en plasma (mg/dL), el consumo de grasa, carbohidratos y proteínas (gr/día). Los mPCs no tenían 
unidades.  



4. RESULTADOS 

  110 

Tabla 19. Hazard ratio (IC al 95%) de la incidencia de fracturas comparando la distribución del mPC2 según las concentraciones de 

los metales y las variantes genéticas (N=467) 

Metales 
Dosis del alelo 

menor 

rs2072712 (NCF4) rs3017887 (NOX4) 

Casos/No casos HR (IC al 95%) P-int Casos/No casos HR (IC al 95%) P-int 

Selenio en plasma, mg/L 

≤85,29 

0 alelos 186/281 3,81 (3,50, 4,14) <0,001 195/272 3,16 (2,89, 3,46) <0,001 

1 alelo 37/430 1,04 (0,81, 1,34)  28/439 0,67 (0,57, 0,79)  

2 alelos 3/464 0,29 (0,02, 3,73)  1/466 0,14 (0,01, 3,17)  

>85,29 

0 alelos 195/272 1,59 (0,84, 3,02)  196/271 1,69 (1,04, 2,75)  

1 alelo 38/429 0,14 (0,04, 0,50)  39/428 0,25 (0,03, 1,96)  

2 alelos 2/465 0,01 (0,00, 0,07)  0/467 0,04 (0,00, 0,65)  

Antimonio en orina, mg/g  

≤0,07 

0 alelos 185/282 1,55 (1,37, 1,76) <0,001 194/273 1,31 (1,20, 1,43) <0,001 

1 alelo 39/428 0,48 (0,28, 0,85)  33/434 0,71 (0,48, 1,06)  

2 alelos 4/463 0,15 (0,01, 1,85)  1/466 0,38 (0,01, 10,20)  

>0,07 

0 alelos 200/267 3,52 (2,03, 6,11)  201/266 3,77 (2,40, 5,92)  

1 alelo 36/431 1,03 (0,44, 2,39)  34/433 0,28 (0,04, 1,94)  

2 alelos 1/466 0,30 (0,10, 0,86)  0/467 0,02 (0,00, 0,31)  

Arsénico en orina, mg/g 

≤6,81 

0 alelos 186/281 1,35 (1,14, 1,60) <0,001 191/276 1,36 (1,24, 1,48) <0,001 

1 alelo 34/433 0,23 (0,11, 0,47)  31/436 0,02 (0,02, 0,03)  

2 alelos 3/464 0,04 (0,00, 0,61)  1/466 0,00 (0,00, 0,01)  

>6,81 

0 alelos 194/273 4,36 (2,41, 7,88)  199/268 3,98 (2,36, 6,69)  

1 alelo 40/427 1,39 (0,62, 3,09)  36/431 1,50 (0,62, 3,62)  

2 alelos 2/465 0,44 (0,17, 1,16)  0/467 0,56 (0,18, 1,75)  

Cadmio en orina, mg/g  

≤0,41 

0 alelos 194/273 1,43 (1,23, 1,65) <0,001 198/269 1,52 (1,34, 1,73) <0,001 

1 alelo 35/432 0,71 (0,41, 1,24)  31/436 0,19 (0,11, 0,35)  

2 alelos 3/464 0,36 (0,03, 4,40)  1/466 0,02 (0,00, 0,30)  

>0,41 

0 alelos 191/276 3,54 (2,08, 6,02)  197/270 2,69 (1,79, 4,05)  

1 alelo 40/427 0,45 (0,14, 1,39)  36/431 0,72 (0,38, 1,35)  

2 alelos 2/465 0,06 (0,01, 0,26)  0/467 0,19 (0,09, 0,43)  
Abreviaturas: HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianza; mPC, componente principal metabólico.  
Modelo ajustado por la edad (años), el sexo, el IMC (kg/m2), los estudios superiores (no, sí), el consumo de tabaco (paquetes-años), el consumo de alcohol (g/día), 
los niveles de cotinina en orina (mg/dL), la actividad física (METs-min/semana), la tasa de filtrado glomerular renal (ml/min/1,73m2), los niveles de triglicéridos en 
plasma (mg/dL) y el consumo de grasas, carbohidratos y proteínas (gr/día). 
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Análisis bioinformático de enriquecimiento 

En el análisis bioinformático de enriquecimiento con los 19 genes que presentaron 

interacción entre los distintos mPCs y la incidencia de fracturas se detectaron varias rutas 

biológicas en relación con 16 de ellos (Figura 22). AGTR1, seguido de AGT, fueron los genes 

más frecuentemente asociados a varias vías biológicas, incluyendo las dos más enriquecidas "la 

cardiomiopatía diabética" y el "sistema renina-angiotensina". 

Se detectaron vías biológicas relacionadas con la regulación de la presión arterial y la 

actividad de las hormonas suprarrenales (ACE, AGT, AGTR1) como la secreción de renina y la 

señalización adrenérgica en los cardiomiocitos. Se observaron varios genes (SDHB, NDUFS2, 

COX6B1, COX7A2, COX8C) involucrados en rutas relacionadas con patologías neurológicas 

como las vías de neurodegeneración, enfermedad de Huntington, Alzheimer o Parkinson.  

Se observó un conjunto de vías relacionadas con la activación de vías infecciosas e 

inmunitarias como  "la enfermedad de Chagas", "Leishmaniasis"  o "la migración transendotelial 

de leucocitos". Otras vías destacadas fueron "el metabolismo de la cafeína", "la vía de 

señalización del sistema AGE/RAGE en las complicaciones de la diabetes" y "el estrés por 

cizallamiento de los fluidos y la aterosclerosis", así como "la diferenciación de los osteoclastos". 
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Figura 22. Vías KEGG enriquecidas para los genes involucrados en actividad redox anotados a los SNPs que interactúan con los mPCs y las 

fracturas relacionadas con la osteoporosis.  

  
Red que muestra las vías KEGG estadísticamente significativas a partir del análisis de enriquecimiento hipergeométrico (valor P ≤ 0,05), que se llevó a cabo con el conjunto de 
genes anotados a SNPs que interactúan con el mPC1-mPC4. Las vías KEGG se representan como nodos grandes y el tamaño del nodo es directamente proporcional al valor 
P del término de enriquecimiento (los nodos más grandes reflejan una mayor significación estadística). Los nodos con los mismos colores reflejan que pertenecen al mismo 
grupo de agrupación según una estadística Kappa estimada de 0,6. Los nodos con letras de colores representan las vías más significativas por grupo de agrupación. Los nodos 
más pequeños de igual tamaño con símbolos de genes anotados en rojo pueden rellenarse con más de un color, lo que indica que los diferentes genes pueden contribuir a 
varias vías. Los mPCs se indican con caracteres negros, y la línea discontinua indica que el término de interacción correspondiente en el análisis de regresión de interacción 
gen-ambiente se asoció con un valor P < 1x10-3. 
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5. DISCUSIÓN 

A continuación, se discuten los resultados encontrados en esta tesis doctoral y su 

consistencia con la evidencia actual a partir de cada objetivo propuesto.  

5.1 ASOCIACIÓN ENTRE LOS BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN A LOS METALES 

Y LAS VARIABLES RELACIONADAS CON LA FRAGILIDAD ÓSEA 

Hasta el momento varios estudios epidemiológicos y experimentales han evaluado el 

papel de los metales esenciales y no esenciales sugiriendo que estos podrían repercutir en 

el metabolismo óseo y por tanto ser factores determinantes en la prevalencia de la baja DMO 

o el desarrollo de fracturas. En los análisis estratificado no se observaron asociaciones 

diferenciales según determinantes de la DMO. En los siguientes apartados se recoge la 

evidencia científica actual para cada metal estudiado. 

El selenio y las variables relacionadas con la fragilidad ósea. Varios estudios 

epidemiológicos han evaluado la relación entre las concentraciones de selenio en el 

organismo y la DMO, con gran diversidad en los hallazgos. Esta heterogeneidad podría 

deberse a las diferencias de los tamaños muestrales, la diversidad de los biomarcadores de 

selenio usados o las variables incluidas en los modelos de ajuste. Algunos estudios han 

observado una asociación positiva entre las concentraciones de selenio y la densidad ósea 

sugiriendo que este elemento, conocido con su intensa actividad antioxidante, podría ejercer 

de factor protector frente a la osteoporosis. En nuestro estudio, las concentraciones de 

selenio en plasma por debajo de 105 mg/L se asociaron a una menor probabilidad de padecer 

osteopenia, mientras que en los niveles superiores, el efecto es contario. A este respecto, 

dos estudios transversales en poblaciones europeas, uno en varones (N=387, mediana del 

selenio en plasma=91,9 mg/L)104 y otro con mujeres con menopausia (N=1,144, niveles 

medios del selenio en plasma=94,3 mg/L)105 encontraron una asociación positiva entre las 

concentraciones de selenio y la DMO central. Otro estudio en China (N= 6267) observó una 

asociación estadísticamente significativa entre el consumo de selenio (niveles medios del 
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selenio en la dieta ~39,1 mg/día) y la DMO periférica.106 Por el contrario, dos estudios de 

casos y controles con un menor tamaño muestral, uno en China (N=91, concentraciones de 

selenio ~134,8 mg/L)107 y otro en Turquía (N=107, concentraciones de selenio ~66,7 mg/L)108 

no observaron una relación entre el selenio en plasma y la DMO central. 

Hasta el momento, solo un estudio ha evaluado la asociación entre las concentraciones 

de selenio en sangre y el riesgo de padecer una fractura, sin encontrar asociación 

estadísticamente significativa.105 Sin embargo, otros estudios han considerado la ingesta del 

selenio por la dieta en relación al riesgo de fracturas.109–111 Entre estos, en un estudio 

prospectivo en China el consumo elevado de selenio (> ~71,2 mg/día) se asoció 

positivamente a un mayor riesgo de fracturas,111 lo que es consistente con nuestros 

resultados. Por el contrario, otros dos estudios de casos y controles observaron que las 

concentraciones de selenio en la dieta se relacionaban con un menor riesgo de fracturas en 

participantes de Estados Unidos (N=2564) (media selenio ~110 mg/día)110 y de China 

(N=1452, ingesta de selenio ~45 mg/día).109 En estos estudios, no se puede descartar un 

error de clasificación ya que los propios participantes recogieron sus hábitos dietéticos.  

La relación entre el selenio y el metabolismo óseo podría deberse al poder antioxidante 

de este elemento una vez se incorpora a las selenoproteínas, que reducen la producción de 

ERO.112 En algunos estudios experimentales se ha observado que la actividad de la glutatión 

peroxidasa 1 (GPx1), una de las principales selenoproteínas, inhibe la actividad de los 

osteoclastos y reduce la resorción ósea.50,112,113 En la cohorte Hortega, las concentraciones 

de selenio en plasma por debajo de 110 μg/L se asociaron inversamente con los 

biomarcadores de estrés oxidativo, incluyendo el GSSG/GSH y el MDA, y por tanto tendrían 

un efecto beneficioso.114 Sin embargo, con concentraciones de selenio superiores a 110 μg/L, 

la asociación con GSSG/GSH alcanzaría su pico máximo.114 Se ha sugerido que el GPx1 

alcanza su punto de saturación a ~110 μg/L115 que, curiosamente, se aproxima al punto de 

inflexión de las curvas de dosis respuesta para el selenio y la osteopenia observados en este 

estudio. Los resultados de esta tesis apoyan la hipótesis de que el selenio podría inducir 
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alteraciones en la diferenciación de los osteoblastos y en la actividad de los osteoclastos 

cuando se alcanzan los niveles de saturación de las selenoproteínas.50  

El cadmio y las variables relacionadas con la fragilidad ósea. Son varios los estudios 

epidemiológicos que han evaluado el papel tóxico del cadmio en el metabolismo óseo. Es de 

destacar el caso de una población japonesa intoxicada con cadmio que presentó alteraciones 

del músculo esquelético, incluyendo osteoporosis y osteomalacia, al padecer la enfermedad 

de Itai-Itai.116 Asimismo, la exposición a concentraciones más bajas también se relacionarían 

con las alteraciones óseas como así describe un metaanálisis de diez estudios, nueve de 

ellos transversales, donde se observó una asociación positiva entre las concentraciones de 

cadmio en orina y la prevalencia de baja DMO (OR[IC al 95%]: 1,80[1,42, 2,18]).117 

Curiosamente, las concentraciones de cadmio en orina de los estudios incluidos en este 

metaanálisis fueron mayores que los de los participantes de la Cohorte Hortega. Este mismo 

estudio, sin embargo, no encontró una asociación entre las concentraciones de cadmio y el 

riesgo de padecer osteoporosis. Otros dos estudios, por el contrario, sugieren que las 

concentraciones de cadmio en el organismo se relacionarían transversal y prospectivamente 

con la reducción de la DMO.118,119  

Los estudios prospectivos que han evaluado la relación entre la exposición al cadmio y 

la incidencia de fracturas sugieren que las concentraciones de este metal en el organismo se 

asociarían con un mayor riesgo de fracturas. Así, un metaanálisis encontró un mayor riesgo 

de fracturas óseas (RR[IC al 95%]: 1,30 [1,13, 1,49]) en participantes con mayor exposición 

al cadmio.120 Sin embargo, estos resultados deben tomarse con cautela, ya que el número de 

estudios considerados fue bajo (N=8), el ajuste para los factores de confusión fue 

heterogéneo, y se utilizaron diferentes biomarcadores para medir la exposición al cadmio. 

Entre ellos, un estudio midió el cadmio en los eritrocitos,121 tres consideraron el cadmio 

procedente de la dieta122–124 y otros cuatro usaron las concentraciones de cadmio en orina.125–

128 Tres de los estudios que utilizaron los biomarcadores urinarios mostraron concentraciones 

de cadmio más altas que las de los participantes de este estudio (las concentraciones medias 



5. DISCUSIÓN 

 117 

de cadmio en orina fueron de 11,18 μg/g y 3,55 μg/g en las zonas de exposición alta y media 

en China,128 0,74 μg/g en los participantes de Suecia125 y 16,9 μg/g en una población de 

Bélgica).127 No obstante, todos los estudios incluidos describieron una asociación significativa 

entre la exposición al cadmio y el riesgo de fracturas. Posterior a este metaanálisis, un estudio 

longitudinal en una cohorte de Suecia con mujeres con menopausia describió también una 

asociación positiva entre las concentraciones de cadmio en orina (mediana 0,33 mg/g) y el 

riesgo de presentar una fractura durante el seguimiento (HR [IC al 95%]: 1,20 [1,01,1,43]).129 

El arsénico y las variables relacionadas con la fragilidad ósea. La osteopenia no se 

ha descrito como una manifestación típica de la arsenicosis en zonas con una exposición 

elevada130 y hasta el momento, los pocos estudios observacionales que han abordado la 

relación entre el arsénico y el hueso no han encontrado una asociación estadísticamente 

significativa. Entre ellos, tres estudios con un pequeño tamaño muestral en poblaciones de 

Taiwán, (N=437) donde las concentraciones urinarias de arsénico mayores de 14,71 mg/g se 

asociaron sugestivamente a una mayor pérdida de DMO calcánea (OR [IC al 95%]: 1,60 [0,97, 

2,63]);131 Corea (n=985, concentraciones medias de arsénico en orina ~ 8,9 mg/g) donde se 

evaluó la DMO periférica132 y Turquía (N=336, concentraciones medianas de arsénico en el 

pelo=1,01 mg/g) donde se evaluó la DMO central.133 Consistentemente, en los participantes 

de la Cohorte Hortega, las concentraciones de arsénico en orina no se relacionaron con la 

DMO ni con la incidencia de fracturas. Curiosamente, a día de hoy ningún estudio 

epidemiológico ha abordado la relación entre las concentraciones de este metal y la 

incidencia de fracturas, siendo este el primero en plantearlo.  

El zinc y las variables relacionadas con la fragilidad ósea. El zinc es un elemento 

esencial con alta actividad antioxidante que contrarresta la producción de radicales libres. Es 

por ello, que las concentraciones deficitarias de este metal desequilibrarían el balance redox 

induciendo estrés oxidativo. A este respecto un estudio encontró que los estados oxidativos 

en mujeres con menopausia se relacionan con un mayor riesgo de osteopenia.48 Sin embargo, 

son pocos los estudios que han evaluado la asociación entre el zinc en la sangre con la 
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patología ósea. En los participantes de la Cohorte Hortega, las concentraciones de zinc en 

plasma no se relacionaron con la DMO o la incidencia de fracturas. Sin embargo, un reciente 

artículo con los participantes del NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey), 

observó que las concentraciones de zinc en el suero se relacionaban con una mayor DMO y 

menor presencia de fracturas,134 sugiriendo un efecto beneficio del zinc en el metabolismo 

óseo. Asimismo, un metaanálisis de 7 estudios de casos-controles encontró que aquellos 

participantes con osteoporosis presentaban concentraciones menores del zinc en la sangre  

(MD = -1,40, IC al 95%(-2,13, -0,66).135 Aunque la evidencia sobre la relación del zinc en 

plasma y el tejido óseo es escasa, varios estudios han evaluado las mediciones del DMO y 

las fracturas en relación con otros biomarcadores, incluyendo el zinc en el hueso, donde se 

correlacionó negativamente con la DMO,136 y la ingesta de zinc, donde niveles deficitarios en 

la dieta se relacionaron con un mayor riesgo de desarrollar fracturas.137 

5.2 ASOCIACIÓN ENTRE LOS BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN A LOS METALES 

Y SUS MEZCLAS CON CIERTOS PATRONES METABÓLICOS: INTERACCIÓN 

CON GENES CANDIDATOS 

Pocos estudios epidemiológicos han evaluado la exposición a metales como 

determinantes de patrones metabolómicos. Por ejemplo, la asociación del antimonio y el 

cobalto con el metabolismo de las lipoproteínas solo ha sido abordada en dos estudios 

experimentales, que encontraron resultados heterogéneos.138,139 Esta hipótesis sugiere que 

los cambios metabólicos podrían mediar algunas asociaciones establecidas entre los metales 

y las patologías neurológicas,140 renales,33 y cardiovasculares.30 

Los aminoácidos y los metales. Los aminoácidos tienen función anabólica ya que 

constituyen la estructura básica de las proteínas, necesarias para la homeostasis, nutrición y 

regulación del sistema inmune.141 Pueden ser esenciales o no esenciales, y según su 

estructura pueden diferenciarse en aminoácidos de cadena ramificada (isoleucina, leucina y 

valina), todos esenciales, y aminoácidos aromáticos (tirosina y triptófano). Modificaciones en 

los niveles fisiológicos de estos aminoácidos se han relacionado con patologías 
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metabólicas,61 cardiovasculares60 y cancerígenas.142 Asimismo, los niveles deficitarios de 

aminoácidos aromáticos, precursores principales de neurotransmisores como la dopamina y 

la serotonina, se han relacionado con alteraciones neurológicas.62 

Aunque son numerosos los estudios que han evaluado la relación entre biomarcadores 

de exposición a metales y el metabolismo de los aminoácidos, los hallazgos son 

heterogéneos, lo que dificulta establecer conclusiones al respecto.143–146 En consonancia con 

los hallazgos de la cohorte Hortega, un estudio transversal con niños (N=155) encontró 

correlación positiva entre las concentraciones de zinc y valina en el suero,147 y un estudio 

experimental con suplementos de zinc en pollos, observó un aumento de leucina y alanina y 

una disminución de los niveles de cisteína y tirosina.144 Por el contrario, un estudio con una 

pequeña población indígena americana (N=145) encontró asociación positiva entre las 

concentraciones urinarias de selenio y arsénico con los niveles en plasma del triptófano y la 

prolina, respectivamente.146 Asimismo, otro pequeño estudio en Méjico observó que los 

niveles urinarios de arsénico se relacionaron positivamente con los niveles de prolina, e 

inversamente con los de tirosina.143 Adicionalmente, un estudio experimental en pollos 

encontró una disminución de cisteína, tirosina y alanina, y un aumento de leucina tras la 

suplementación con cadmio.144 Sin embargo, tanto la vía como la dosis usada, no son 

extrapolables a la muestra de este estudio, donde la principal fuente de exposición al cadmio 

fue el tabaco.  

En este estudio se observaron dos posibles interacciones en la asociación entre los 

metales no esenciales y el metabolismo de los aminoácidos según concentraciones de 

metales esenciales. La primera es una posible interacción en la asociación entre el antimonio 

y el mPC1 según las concentraciones de molibdeno, que no ha sido previamente descrita en 

la literatura. La otra es una interacción entre el cadmio con el mPC2, según las 

concentraciones de selenio. Este hallazgo es congruente con los estudios previos que 

sugieren que la actividad antioxidante del selenio podría contrarrestar la toxicidad del 

cadmio.148 
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Los productos del co-metabolismo bacteriano y los metales. La microbiota en el ser 

humano contribuye a la regulación del sistema inmune,149 y por ende, su desequilibrio podría 

contribuir al desarrollo de enfermedades cardiometabólicas,150 infecciosas e inflamatorias.151 

En particular, determinados productos de la microbiota intestinal, como las concentraciones 

elevadas de las trimetilaminas, constituyen un factor de riesgo cardiovascular.150 

Varios estudios observacionales y experimentales han descrito alteraciones en los 

niveles de metales esenciales, como el selenio y el zinc, acompañados de cambios en la 

microbiota.152 Sin embargo, la direccionalidad de esta relación no está clara, ya que mientras 

que el selenio puede modificar la expresión de la microbiota, la microbiota consume selenio 

disminuyendo sus niveles.153–155 Por otro lado, tanto el exceso156,157 como el déficit de 

zinc158,159 se han relacionado con menor diversidad de la microbiota intestinal en estudios 

experimentales. La hipótesis principal es que la regulación de mecanismos redox y la 

competencia entre metales por anclarse a las proteínas del organismo podrían afectar a la 

diversidad microbiana.160 

Asimismo, las bacterias anaerobias del intestino producen acetona durante la 

fermentación161 que puede transformarse en piruvato y acetato, actuando como combustible 

para la glucólisis y para el metabolismo de los cuerpos cetónicos.162 Esto explicaría la relación 

entre el metabolismo energético con productos procedentes del metabolismo de la microbiota. 

En este estudio, tanto el mPC1 como el mPC2, que reflejaban un mayor metabolismo de la 

microbiota, también reflejaron un aumento de los cuerpos cetónicos.  

Los ácidos grasos, los lípidos y las lipoproteínas y los metales. Las lipoproteínas 

son complejos moleculares constituidas por lípidos y proteínas, esenciales para el transporte 

de las grasas en el organismo, determinantes en patologías ateroscleróticas, 

cardiometabólicas e inflamatorias.163 En este estudio, tres metales esenciales medidos en 

plasma, el cobre, el selenio y el zinc se asociaron significativamente con alguna lipoproteína.  

En particular, estos elementos se asociaron con el mPC1, que reflejaba inversamente 

VLDL y ácidos grasos. Mientras que el cobre se relacionó positivamente, los niveles del 
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selenio y el zinc se relacionaron inversamente con el mPC1. En relación al cobre, varios 

estudios epidemiológicos han evaluado el papel de este metal en el perfil lipoproteico164–166 

pero solo un pequeño estudio en Turquía (N=177) evaluó su correlación con el VLDL, sin 

encontrar significación estadística.145 La asociación del zinc y el selenio con menores niveles 

de VLDL es consistente con lo observado tras la suplementación de zinc en la dieta en un 

metaanálisis de dos ensayos clínicos aleatorizados (ECA).167,168 y un estudio experimental 

con ratones;169 y la suplementación de selenio en otro metaanálisis con tres ECA.170 Por el 

contrario, un metaanálisis con cinco ECA limitados a pacientes con síndrome metabólico no 

apreció diferencias en el VLDL tras la administración de selenio.171  

El selenio y el zinc en plasma se relacionaron positivamente con el mPC3, que reflejaba 

mayores niveles de LDL. Respecto al selenio, nuestros resultados son congruentes con otros 

estudios epidemiológicos que midieron el selenio en el suero,172–175 y en orina,176 pero no con 

dos metaanálisis, uno de ocho estudios transversales y otro de cinco ECA, donde no se 

apreciaron cambios del LDL tras la suplementación con selenio.170,171 Por el contrario, un 

estudio de aleatorización mendeliana en Europa observó que los niveles genéticamente 

elevados del selenio en la sangre se relacionaban con un menor colesterol LDL,177,178 lo que 

sugiere que el selenio determinado genéticamente podría influir de manera diferente en el 

metabolismo.  

Las concentraciones de zinc en plasma se relacionaron positivamente con el LDL pero 

inversamente con el HDL (englobado en el mPC4). Estos resultados son consistentes con 

dos estudios transversales172,179 que encontraron asociación positiva entre el zinc y el LDL, y 

con tres estudios transversales179–181 y un metaanálisis de ECA182 que observaron niveles 

menores del colesterol HDL tras la suplementación de zinc en los menores de 40 años. Otros 

estudios no encontraron asociación entre las concentraciones de zinc y el LDL175,181,182 o el 

HDL.183,184 En contraposición a estos hallazgos, dos pequeños estudios transversales185,186 

(N=202 y 255, respectivamente) y un metaanálisis de ECAs en pacientes con diabetes187 

observaron niveles menores del LDL y mayores del HDL tras la administración de zinc en la 
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dieta. Sin embargo, la heterogeneidad de las poblaciones del estudio y de las dosis de zinc, 

así como el limitado tamaño muestral dificulta la comparación con este estudio.  

En este estudio solo un metal no esencial, el arsénico, se asoció con alguna lipoproteína, 

en particular, con mayores niveles de VLDL (reflejada inversamente en el mPC1). Este 

hallazgo es consistente con otro estudio que midió el arsénico en el suero.188 Mientras que 

en la cohorte Hortega no se observó asociación con otras lipoproteínas, un reciente 

metaanálisis de cinco estudios observó asociación positiva entre las concentraciones de 

arsénico en orina y en agua con las concentraciones de colesterol LDL e inversamente con 

el colesterol HDL.189  

La interacción gen-metal y las vías biológicas asociadas. Las interacciones gen-

metal y el análisis de enriquecimiento señalan aquellas vías biológicas por las cuales los 

metales podrían contribuir al desarrollo de enfermedades crónicas en la población. Por 

ejemplo, NOX1, que codifica la NADPH oxidasa contribuyendo a la producción de ERO190 y 

está implicada en respuestas disfunciones del sistema inmunitario e inflamatorio.191 Un 

estudio in vitro observó que el arsénico y el cadmio estimulan la actividad de la NADPH 

oxidasa promoviendo la proliferación celular, esencial en la progresión del cáncer.192  

Otras interacciones relevantes estaban relacionadas con las variantes GSR (que 

interactúan con el cobalto y selenio) y GLCL (que interactúan con el arsénico, bario y cobalto), 

que tienen un papel clave en el metabolismo del glutatión.193 En la población del estudio 

Hortega, las exposiciones al selenio114 y al bario194 se relacionaron con la proporción de 

glutatión oxidado y reducido. La exposición al arsénico y al cobalto también se ha relacionado 

con el metabolismo del glutatión en otros estudios.195,196  

Otras variantes genéticas de interés también fueron las asociadas al gen REN (que 

interactúa con cobalto y arsénico) y AGT (que interactúa con cobalto y zinc), que codifican la 

renina y el angiotensinógeno, respectivamente, con un papel regulador en la presión arterial. 

Curiosamente, un estudio in vitro informó de que las células expuestas al arsénico secretaban 

un mayor angiotensinógeno,197 lo que concuerda con los resultados de un metaanálisis que 
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apoya la exposición al arsénico como factor de riesgo de hipertensión.198 Algunos estudios in 

vitro con macrófagos199 y células epiteliales de pulmón,200 mostraron que la exposición al 

cobalto, el metal que presentó mayor número de interacciones con las variantes genéticas, 

aumentó la producción de ERO y también el daño al ADN.201 El zinc también mostró una serie 

de interacciones de interés con los genes XDH, COX6B1 y AGT, lo que es consistente con la 

conocida actividad redox del zinc. A este respeto, el zinc estimula la producción de 

metalotioninas y glutatión reducido, y se une a los grupos sulfhídricos contrarrestando la 

actividad oxidante.202 Además, la deficiencia del zinc se ha relacionado con la disminución de 

la superóxido dismutasa de cobre-zinc (SOD1), una enzima con gran actividad 

antioxidante.203 

5.3 ASOCIACIÓN ENTRE CIERTOS PATRONES METABÓLICOS Y LAS VARIABLES 

RELACIONADAS CON LA FRAGILIDAD ÓSEA: INTERACCIÓN CON GENES 

CANDIDATOS 

En la cohorte Hortega, el mPC1, que englobaba a los aminoácidos no esenciales y 

esenciales -incluidos los de cadena ramificada (la isoleucina, la leucina y la valina)-, y los 

productos del metabolismo bacteriano (el isobutirato, las trimetilaminas y el fenilpropionato), 

frente a los ácidos grasos y las VLDL; y el mPC4, que englobaba las subclases de HDL, se 

asociaron de forma inversa con las fracturas óseas. Además, el mPC2, que reflejaba otros 

aminoácidos esenciales -incluidos los aromáticos (la tirosina y el triptófano)-, y los co-

metabolitos bacterianos (el isopropanol y el metanol), se asoció positivamente a la incidencia 

de fracturas. Los individuos con las concentraciones más altas de antimonio, el arsénico y el 

cadmio, y concentraciones más bajas de selenio mostraron una mayor asociación entre el 

mPC2 y las fracturas óseas desarrolladas durante el seguimiento. Las variantes genéticas 

anotadas a los genes NCF4, NOX4 y XDH, con un papel en vías endocrinas, neurológicas y 

cardiovasculares, mostraron un riesgo diferencial de fracturas óseas relacionadas con el 

metabolismo.  
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Los aminoácidos y la fragilidad ósea. Varios estudios epidemiológicos sugieren que 

los aminoácidos podrían alterar el metabolismo óseo.204–210 Mientras que los aminoácidos 

esenciales, incluidos los de cadena ramificada, podrían desempeñar un papel beneficioso 

estimulando el crecimiento de los osteoblastos, los aromáticos podrían promover la actividad 

de los osteoclastos, y con ello la resorción ósea.208,209 Respecto a la incidencia de fracturas, 

la evidencia es aún escasa para poder establecer el papel de los aminoácidos. Destaca un 

estudio de Estados Unidos (N=5,187), que midió los aminoácidos en la dieta,206 y dos 

prospectivos de China209,211 (N=1,070 y 2,997) donde se midieron en el suero, que observaron 

asociaciones inversas entre el triptófano (aminoácido aromático) con la incidencia de 

fracturas, contrariamente a nuestros hallazgos. Estos dos estudios en China no encontraron 

ninguna asociación con las concentraciones de los aminoácidos de cadena ramificada. 

Respecto a la pérdida de DMO, dos estudios, de China209 y del Reino Unido,205 

encontraron una asociación positiva con los niveles de aminoácidos de cadena ramificada en 

el suero y la dieta, mientras que dos estudios transversales, de Australia204 y China,206 no 

observaron ninguna relación con los niveles de aminoácidos aromáticos en el suero y la dieta. 

Contrariamente a estos estudios, resultados de México (N=602) y China (N=2997), reflejaron 

una mayor pérdida de la DMO según las concentraciones de leucina207 y menores de 

triptófano.209 

Los productos del co-metabolismo bacteriano y la fragilidad ósea. La microbiota 

intestinal mantiene la integridad de la mucosa, clave en la absorción de los elementos 

esenciales para el metabolismo óseo.54 La disfunción de la microbiota promueve la cascada 

de inflamación, liberando citoquinas que, estimulan la diferenciación de los osteoclastos y 

aumentan la resorción ósea.53 Mientras que muchos estudios han identificado cambios 

taxonómicos en la composición de la microbiota en individuos con baja DMO,212–217 la 

evidencia respecto a la contribución de la microbiota en el desarrollo de la fracturas es escasa. 

Sólo un estudio prospectivo de Japón (N=38) encontró asociación entre la diversidad de la 

microbiota intestinal y la incidencia de fracturas osteopóroticas en mujeres con 
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menopausia.218 Curiosamente, varios ensayos clínicos han planteado el papel terapéutico de 

los probióticos en la osteoporosis.219,220 

Los ácidos grasos, los lípidos, las lipoproteínas y la fragilidad ósea. Numerosos 

estudios epidemiológicos han evaluado la relación entre el metabolismo óseo y los niveles de 

lipoproteínas, con resultados heterogéneos.208,221–225 El colesterol LDL oxidado y la deficiencia 

de HDL podrían tener un efecto perjudicial en los osteoblastos, tal como sugieren algunos 

estudios in vitro.76,78 Mientras que los hallazgos de este estudio apuntan a una asociación 

inversa entre el mPC4, que englobaba subclases de HDL, y las fracturas óseas, la literatura 

sugiere una relación en la dirección opuesta. Entre estos estudios que apoyan una relación 

positiva entre los niveles de HDL y las fracturas se encuentra un metaanálisis de tres estudios 

prospectivos,222 un estudio transversal de China (media de 58 mg/dL de HDL),226 y un estudio 

de aleatorización mendeliana en una cohorte europea.227 Mientras que varios estudios han 

subrayan el efecto perjudicial de los niveles extremos del HDL224,228–235 en la masa ósea, otros 

refieren un papel beneficioso230,236–239 o nulo221,223,225,240–242 del HDL sérico en la DMO central.  

Del mismo modo, los estudios sobre las subclases del LDL y el metabolismo óseo 

describen resultados diversos. En este estudio no se observó una asociación significativa 

entre los niveles de LDL, componente principal del mPC3, y la incidencia de fracturas, similar 

a un metaanálisis de tres estudios prospectivos y dos transversales222 y otros dos pequeños 

estudios transversales con mujeres de China (media de LDL: 108 mg/dL)226 y Turquía (media 

de LDL: 138mg/dL).243 Un estudio de Japón en mujeres encontró un mayor riesgo de fracturas 

con el aumento progresivo de los niveles de LDL.244 Similar a este estudio, donde no se 

observó una relación entre los niveles de LDL y la pérdida de masa ósea en el calcáneo, otros 

estudios no encontraron relación entre el colesterol LDL en suero y la DMO 

central.221,223,225,229,235,239–241,245–248 Por el contrario, otros estudios sugieren que el colesterol 

LDL podría actuar como factor de riesgo para la osteoporosis.224,231,236,237,249 

Este es el primer estudio prospectivo que ha evaluado la relación entre el VLDL y la 

incidencia de fracturas, encontrando que niveles bajos de esta lipoproteína reduciría el riesgo 
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de fracturas óseas. La mayoría de estudios que han evaluado la relación entre el VLDL y la 

DMO se limitan a poblaciones femeninas de bajo tamaño muestral.243,250–252 A este respecto, 

solo un estudio transversal abordó esta asociación, sin encontrar resultados estadísticamente 

significativos.243 Asimismo, consistente con nuestros resultados, que reflejan una asociación 

inversa entre el VLDL y la DMO calcánea, dos estudios previos en mujeres observaron una 

correlación negativa entre los niveles de VLDL y la DMO central.250,251 Contrariamente a 

nuestros resultados, un pequeño estudio transversal encontró un papel protector del VLDL 

en la osteopenia252 y otro no observó ninguna asociación de interés.243 Sin embargo, estos 

estudios no consideraron determinantes del perfil metabólico en los modelos estadísticos de 

ajuste, como la dieta o el tratamiento con estatinas.  

Las interacciones con metales y las variantes genéticas relacionadas con la 

actividad redox. Pocos estudios han abordado el papel de los metabolitos en plasma en la 

fisiología ósea. Si bien un estudio prospectivo con participantes del Framingham Offspring 

Study (N=1,552) y del Hong Kong Osteoporosis Study (N=634) identificó, mediante LASSO, 

27 metabolitos en plasma de interés -en su mayoría aminoácidos y lípidos-,253 no se analizó 

el efecto de la exposición a metales ni de las variantes genéticas. Nuestros hallazgos sugieren, 

sin embargo, que la interacción de los diferentes patrones metabólicos, así como los 

biomarcadores de metales y variantes genéticas relacionados con actividad redox podrían 

ser determinantes de la fragilidad ósea. En particular, se identificó que concentraciones 

elevadas de arsénico, antimonio y cadmio, y concentraciones bajas de selenio, aumentaban 

el riesgo de fracturas óseas relacionadas con el metabolismo, lo que es compatible con la 

hipótesis de que el desequilibrio redox ejercido por estos elementos puede promover la 

pérdida de masa ósea.78 

La presencia de variantes genéticas de NCF4 y NOX4, que codifican una proteína 

relacionada con la NADPH oxidasa que aumenta la producción de ERO, y XDH, que codifican 

la xantina deshidrogenasa implicada en el metabolismo oxidativo de las purinas, son 
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coherentes con estudios anteriores que muestran que la expresión de la NADPH oxidasa 4 

se regulariza al alza en los participantes con baja DMO.254  

En los análisis de enriquecimiento bioinformático se apunta a una conexión del 

metabolismo óseo con otras enfermedades crónicas. Entre ellos, AGTR1 y AGT son genes 

implicados en el sistema renina-angiotensina-aldosterona, que regulan la presión arterial y el 

mantenimiento del equilibrio de líquidos, y NDUFS1, NDUFS2, COX6B1, COX7A2 y COX8A, 

con un papel en la cadena respiratoria mitocondrial. La mayoría de ellos están 

sobreexpresados en el tejido renal,255 que es esencial para la activación de la vitamina D y, 

en consecuencia, en el metabolismo del calcio y el fosfato. La cardiomiopatía diabética, vía 

biológica más enriquecida, tiene un componente vascular que podría estar relacionado con 

las complicaciones microvasculares renales propias de la diabetes. De hecho, en un estudio 

con participantes masculinos con diabetes, la masa ósea se asoció con la función diastólica 

ventricular.256 Además, el metabolismo óseo se ha relacionado con varias enfermedades 

neurológicas así como calcificación arterial y valvular.76,257 

5.4 LIMITACIONES Y FORTALEZAS  

Una de las limitaciones de este estudio es la falta de medición de la DMO a nivel central, 

en la columna torácica o lumbar o bien en la cadera, que es considerada la prueba por 

excelencia para el diagnóstico de la osteopenia y la osteoporosis. Sin embargo, la técnica 

usada en este estudio fue previamente validada en una pequeña muestra de participantes a 

los que se les realizó una densitometría ósea central, observando que los resultados 

obtenidos entre la DMO central y periférica fueron consistentes demostrando una sensibilidad 

del 85% y un valor predictivo negativo del 79% para el diagnóstico de participantes con baja 

DMO.258 Otros estudios con anterioridad han observado consistencia entre el diagnóstico de 

osteoporosis con la densitometría central y la periférica.259,260 Aunque el punto de corte del T-

score de la DMO que presentó mayor especificidad en esta población fue de -2,5 DE, sólo 57 

participantes de la muestra mostraron mediciones de la DMO en el calcáneo por debajo.258  
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Asimismo, no se puede descartar que haya confusión residual. Por ejemplo, se 

desconoce el estado de menopausia de las mujeres de la muestra. No obstante, los análisis 

por subgrupos no mostraron una asociación diferencial entre el selenio y la prevalencia de 

osteopenia en mujeres o en individuos menores de 50 años. Aunque no podemos descartar 

la confusión residual por la ingesta dietética antes de la recogida del suero, se realizaron 

varios análisis de sensibilidad ajustando por el consumo energético de grasas, carbohidratos 

y proteínas a partir de cuestionarios de recuerdo de 24 horas, con similares hallazgos.  Esto 

sugiere que la confusión potencial por factores dietéticos probablemente no es relevante en 

nuestros datos. Otra limitación de este estudio es el moderado tamaño muestral, que permitió 

identificar las distintas asociaciones de interés, pero podría no tener potencia suficiente para 

los análisis de la interacción genética y algunas interacciones podrían haber pasado 

desapercibidas. En el futuro, la formación de consorcios para el estudio de los determinantes 

genéticos de los biomarcadores de exposición a metales posibilitará que se evalúen 

interacciones gen-metal con paneles más extensos de variantes genéticas. 

Uno de los puntos fuertes de este trabajo de tesis doctoral es la población del estudio, 

que constituye una muestra representativa de la población general de Valladolid, expuesta a 

concentraciones de metales relativamente bajas. Esto permite que los hallazgos de este 

estudio sean extrapolables a otras poblaciones con exposición a bajas dosis de metales. 

Asimismo, entre otros puntos fuertes se encuentra la disponibilidad de datos de la prevalencia 

de osteopenia, así como de la incidencia de fracturas óseas relacionadas con la osteoporosis. 

Igualmente es de destacar la disponibilidad de los biomarcadores de exposición a varios 

metales esenciales y no esenciales que integran distintas fuentes de exposición, el extenso 

panel de metabolitos medidos en plasma así como el número de genes candidatos, obtenidos 

mediante protocolos estandarizados siguiendo un control riguroso de calidad. Asimismo, las 

asociaciones obtenidas entre los metales y los patrones metabólicos fueron consistentes en 

los modelos flexibles bayesianos mediante BKMR, permitiendo estimar la asociación del total 

de la mezcla de los metales con cada patrón metabólico, pero también las asociaciones para 
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cada uno de los metales en presencia de los otros, ofreciendo resultados consistentes con 

los análisis tradicionales frecuentistas, lo que aporta robustez a los resultados obtenidos.  

5.5 RESUMEN GENERAL DE LOS HALLAZOS, APORTACIÓN AL CONOCIMIENTO 

CIENTÍFICO Y FUTURAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN 

A continuación, se resumen gráficamente algunos de los resultados más relevantes de 

los objetivos de este trabajo de tesis doctoral.  

 

Figura 23. Resumen gráfico de los resultados relacionados con el objetivo 1 
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bone remodeling process.
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Figura 24. Resumen gráfico de los resultados relacionados con el objetivo 2 

 

Iconos realizados por Freepik y Smashicons en www.flaticon.com

Carriers of variants in redox genes with a role in 
diverse human disease pathways show differential 

metal-related metabolic changes

• Co and Ba showed the highest number of statistical interactions
• The genes interacting with more metals were NOX1, GSR, AGT, 
GCLC and REN

Increasing
metal exposure

Co

Cu

Se
Zn

As

Cd

V

Co

Se

Mo

As

Ba

Co

Zn

Ba

Cd

Cr

mPC2

mPC3

mPC4

Metabolic patterns 
(mPC1, mPC2, mPC3 

and mPC4)

• Zn inversely associated 
with mPC4 (    HDL 
subclasses)

• Sb positively associated 
with mPC4   (    HDL 
subclasses)

• Cu and Sb inversely 
associated with mPC1 (
non-essential amino acids, 
branched-chain amino 
acids, bacterial co-
metabolism and     VLDL 
subclasses and fatty acids)

• Se, Zn and Cd inversely 
associated with mPC2 ( 
aromatic amino acids and 
bacterial co-metabolism) 

• Se and Zn positively 
associated with mPC3 (    
LDL subclasses)

• Co inversely associated 
with mPC3 (    LDL 
subclasses)

mPC1



5. DISCUSIÓN 

  131 

Figura 25. Resumen gráfico de los resultados relacionados con el objetivo 3 
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La evidencia generada por esta tesis apunta a que la exposición a metales que 

intervienen en el equilibrio redox se asocia con cambios en los patrones metabólicos 

obtenidos a partir de 54 metabolitos medidos en plasma, incluyendo aminoácidos, lípidos, 

productos del metabolismo bacteriano, marcadores de inflamación o ácidos grasos entre 

otros, y además con  variables relacionadas con la fragilidad ósea, como la prevalencia de 

osteopenia y la incidencia de fracturas. Excepto por el selenio, no se observó una asociación 

estadísticamente significativa de otros metales incluyendo el arsénico, el cadmio y el zinc con 

variables relacionadas con la fragilidad ósea. Sin embargo, sí que se apreció que las 

concentraciones de arsénico, selenio y sugestivamente de cadmio interaccionaban en la 

asociación entre el mPC2, que reflejaba aminoácidos aromáticos (tirosina y triptófano), el 

balance hídrico y otros productos del metabolismo bacteriano (isopropanol y metanol), con la 

incidencia de fracturas. Asimismo, estos resultando destacan el papel modulador de 

determinados genes candidatos relacionadas con el equilibrio redox en la exposición a los 

metales y el perfil metabólico plasmático así como en el desarrollo de fracturas, lo que 

permitiría la identificación de portadores de variantes genéticas con mayor susceptibilidad 

que se beneficiarían enormemente de las implantación de medidas preventivas de la 

exposición a metales. Aun así, más estudios epidemiológicos con un mayor tamaño muestral 

serían necesarios para la reproducción de estos hallazgos. 

Hasta el momento la epidemiología ambiental ha evaluado el papel de los metales en la 

patogenia de diversas enfermedades crónicas, pero son pocos los estudios que han abordado 

el impacto de la mezcla de metales de forma conjunta, y no aislada. Esto es importante ya 

que algunos metales comparten fuentes de exposición o vías metabólicos. A este respecto, 

en esta tesis doctoral se han identificado varias interacciones entre metales esenciales y no 

esenciales que reflejan la necesidad de emprender estudios incluyendo el análisis de mezclas. 

Los resultados de esta tesis doctoral nos recuerdan la relevancia de incluir el estudio de 

genes y factores ambientales que puedan actuar conjuntamente en el desarrollo de 

enfermedades crónicas. El novedoso perfil integrador de este trabajo aporta una perspectiva 
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más completa de los posibles cambios moleculares acontecidos en relación a las 

concentraciones de biomarcadores de los metales. Asimismo, los análisis de enriquecimiento 

permitieron identificar vías biológicas de interés donde los metales y el metabolismo en 

plasma podría ejercen una influencia notable. Entre estas vías se identificaron algunas 

relacionadas con la regulación endocrina, vascular o neurológica, sugiriendo que el estrés 

oxidativo no solo estaría interaccionando en la asociación entre metales, metabolismo en 

plasma y hueso sino además podrían influir en  la asociación entre metales y otros cambios 

fisiológicos.  

Estos hallazgos abren nuevas líneas de investigación dirigidas a la inclusión de genes  

relacionados con el equilibrio redox en estudios de exposición a metales en relación al 

desarrollo de otras patologías crónicas, como las cardiovasculares. Los esfuerzos en futuros 

estudios se centran en validar experimentalmente las vías identificadas y la reproducibilidad 

de estos resultados en cohortes con un mayor tamaño muestral que incluyan un extenso 

panel de marcadores genéticos, como por ejemplo los que se dan en el contexto de los 

consorcios de genéticas. 
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6. CONCLUSIONES 

Asociación entre los biomarcadores de exposición a los metales y las variables 

relacionadas con la fragilidad ósea 

- La relación entre las concentraciones de selenio medido en plasma y la prevalencia de 

osteopenia fue inversa en concentraciones por debajo de 105 mg/L y positiva a partir de 

105 mg/L. Las concentraciones de arsénico y cadmio medido en orina y el zinc medido 

en plasma no se relacionaron con la prevalencia de osteopenia. 

- Las concentraciones de selenio medido en plasma por encima de 105 mg/L se asociaron 

positivamente con el riesgo de fracturas en participantes mayores de 50 años. Las 

concentraciones de biomarcadores de arsénico, el cadmio y el zinc no se asociaron con 

la incidencia de fracturas.  

- No se observaron asociaciones diferenciales entre las concentraciones de arsénico, el 

cadmio, el selenio y el  zinc y la prevalencia de osteopenia según subgrupos definidos por 

determinantes del metabolismo óseo. 

Asociación entre los biomarcadores de exposición a los metales y sus mezclas con 

ciertos patrones metabólicos: interacción con genes candidatos 

- Los biomarcadores de exposición al cobalto, el cobre, el selenio y el zinc, metales 

esenciales, y el antimonio, el arsénico y el cadmio, metales no esenciales, se asociaron 

con distintos patrones metabólicos. En particular, el mPC1 (que reflejaba concentraciones 

altas de aminoácidos no esenciales y esenciales, incluyendo los de cadena ramificada, 

productos del metabolismo bacteriano incluyendo el isobutirato, las trimetilaminas y el 

fenilpropionato, y concentraciones bajas de ácidos grasos y VLDL) se asoció 

positivamente con el selenio y el zinc, pero inversamente con el antimonio, el arsénico y 

el cadmio. El mPC2 (reflejaba aminoácidos esenciales, incluyendo los aromáticos y 

productos del metabolismo bacteriano, incluyendo isopropanol y metanol se asoció 

inversamente con el cadmio, el selenio y el zinc. El mPC3 (reflejaba subclases de LDL) 
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se asoció positivamente con el cobre, el selenio y el zinc, pero inversamente con el cobalto. 

El mPC4 (que englobaba a subclases de HDL) se asoció positivamente con el antimonio, 

pero inversamente con el zinc en plasma.  

- El total de la mezcla de metales se asoció positivamente al mPC1 y al mPC2 e 

inversamente al mPC3. La asociación con el mPC1 estaba dirigida por el cobre y el 

antimonio, con el mPC2, por el selenio, el zinc y el cadmio, y con el mPC3, por el selenio, 

el zinc y el cobalto.  

- Los participantes con variantes genéticas de NOX1, GSR, GCLC, AGT y REN, 

relacionadas con vías endocrinas, cardiovasculares y neurológicas, presentaron una 

asociación diferencial a las alteraciones metabólicas vinculadas a la exposición a los 

metales. El cobalto y el zinc fueron los metales que presentaron un mayor número 

interacciones gen-metal.  

Asociación entre ciertos patrones metabólicos y las variables relacionadas con la 

fragilidad ósea: interacción con genes candidatos. 

- El mPC1 y el mPC4 se asociaron con una menor incidencia de fracturas, el mPC2 se 

asoció a una mayor incidencia de fracturas. El mPC3 no se encontró relacionado con la 

incidencia de fracturas.  

- Los participantes con concentraciones bajas de selenio en plasma y altas de antimonio y 

arsénico en orina, y sugerentemente, de cadmio, mostraron una asociación mayor entre 

el mPC2 y la incidencia de fracturas. Se observó una asociación diferencial según 

variantes genéticas de NCF4, NOX4 y XDH, con un papel en vías endocrinas, 

neurológicas y cardiovasculares.  
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Association between biomarkers of metal exposure and variables related to bone frailty.  

- Plasma selenium levels below 105 mg/L were inversely associated with prevalent, 

reduced BMD while levels above 105 mg/L were positively associated with prevalent 

reduced BMD.  Urine arsenic and cadmium and plasma zinc were not associated with 

prevalent reduced BMD.  

- Plasma selenium levels above 100 mg/L were positively associated with incident fractures 

in participants older than 50. Urine arsenic, cadmium and plasma zinc were not associated 

with osteoporosis related fractures.  

- There were not differentiation associations between biomarkers of arsenic, cadmium, 

selenium and zinc with prevalent reduced BMD in subgroups biologically defined.  

Association between biomarkers of metal exposure and metal mixtures with 

metabolomic patterns: interaction with candidate genes.  

- In our study, the association with metabolic principal component (mPC) 1 (reflecting non-

essential and essential amino acids, including branched chain, and bacterial co-

metabolism versus fatty acids and VLDL subclasses) was positive for selenio and zinc, 

but inverse for antimony, arsenic and copper. The association with mPC2 (reflecting 

essential amino acids, including aromatic, and bacterial co-metabolism) was inverse for 

cadmium, selenium and zinc. The association with mPC3 (reflecting LDL subclasses) was 

positive for copper, selenium and zinc, but inverse for cobalt. The association for mPC4 

(reflecting HDL subclasses) was positive for antimony, but inverse for plasma zinc.  

- Metal mixture was inversely associated with mPC1, mPC2 and positively with mPC3. 

These associations were mainly driven by copper and antimony for mPC1; cadmium, 

selenium and zinc for mPC2; cobalt, selenium and zinc for mPC3; and zinc for mPC4. 

- Several genetic variants of NOX1, GSR, GCLC, AGT y REN, involved in endocrine, 

cardiovascular and neurological pathways showed differential associations between 

biomarkers of metal mixture and metabolic patterns. Cobalt and zinc showed the highest 

numbers of gen-environment interactions.  
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Metabolomic patterns and variables related to bone frailty: interaction with candidate 

genes.  

- The prospective association with incident bone fractures was inverse for mPC1 and mPC4, 

but positive for mPC2. mPC3 was not associated with the incidence of osteoporosis-

related fractures. 

- Participants with decreased selenium and increased antimony, arsenic and, suggestively, 

cadmium exposures showed higher mPC2-associated bone fractures risk. Genetic 

variants of NCF4, NOX4 y XDH, involved in endocrine, cardiovascular and neurological 

pathways showed differential associations between plasma metabolic patterns and 

incident bone fractures.  
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A B S T R A C T   

Background and objectives: Experimental data suggest that trace elements, such as arsenic (As), cadmium (Cd), 
and selenium (Se) can influence the bone remodeling process. We evaluated the cross-sectional association be-
tween As, Cd, and Se biomarkers with bone mineral density (BMD) measured at the calcaneus, in a representative 
sample of a general population from Spain. As secondary analyses we evaluated the associations of interest in 
subgroups defined by well-established BMD determinants, and also conducted prospective analysis of 
osteoporosis-related incident bone fractures restricted to participants older than 50 years-old. 
Methods: In N = 1365 Hortega Study participants >20 years-old, urine As and Cd were measured by inductively 
coupled-plasma mass spectrometry (ICPMS); plasma Se was measured by atomic absorption spectrometry (AAS) 
with graphite furnace; and BMD at the calcaneus was measured using the Peripheral Instaneuous X-ray Imaging 
system (PIXI). As levels were corrected for arsenobetaine (Asb) to account for inorganic As exposure. 
Results: The median of total urine As, Asb-corrected urine As, urine Cd, and plasma Se was 61.3, 6.53 and 0.39 
μg/g creatinine, and 84.9 μg/L, respectively. In cross-sectional analysis, urine As and Cd were not associated with 
reduced BMD (T-score < -1 SD). We observed a non-linear dose-response of Se and reduced BMD, showing an 
inverse association below ~105 μg/L, which became increasingly positive above ~105 μg/L. The evaluated 
subgroups did not show differential associations. In prospective analysis, while we also observed a U-shape dose- 
response of Se with the incidence of osteoporosis-related bone fractures, the positive association above ~105 μg/ 
L was markedly stronger, compared to the cross-sectional analysis. 
Conclusions: Our results support that Se, but not As and Cd, was associated to BMD-related disease. The asso-
ciation of Se and BMD-related disease was non-linear, including a strong positive association with osteoporosis- 
related bone fractures risk at the higher Se exposure range. Considering the substantial burden of bone loss in 
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elderly populations, additional large prospective studies are needed to confirm the relevance of our findings to 
bone loss prevention in the population depending on Se exposure levels.   

1. Introduction 

Osteoporosis, a systemic skeletal disorder with bone remodeling 
failure resulting in microarchitecture and bone mass loss [1], is a major 
Public Health problem due to its high prevalence. In the US, the National 
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) (2013–2014) 
estimated that 10–17% of women older than 50 years had prevalent 
osteporosis [2]. The corresponding prevalence in women older than 70 
years old was 39% [3]. In 2010, 22 million women and 5.5 million men 
were estimated to have osteoporosis in the European Union [4]. 
Osteoporosis-associated complications such as increased fracture risk, 
disability and mortality, have a substantial burden of disease in elderly 
populations [5,6]. While, recent osteoporosis prevalence trends are 
unclear [7–10], the projections indicated that the cost associated to 
osteoporosis burden of disease is expected to increase by a 25% in 2025 
in the EU [4]. Numerous factors (genetic, nutritional, metabolic and 
endocrine, including menopause) are associated to osteoporosis [11,12]. 
Osteoporosis determinants other than age and menopause, however, are 
not completely understood. The identification of novel factors such as 
environmental determinants that could provide support for bone 
fragility prevention and control is needed. 

Trace elements, such as As, Cd, and Se could influence the bone 
remodeling process [13,14]. Chronic exposure to Cd, a well-established 
nephrotoxicant [30][], can alter renal function, including vitamin D 
activation [16], which has a key role in bone metabolism and mineral-
ization. In addition, Cd decreases intestinal absorption of calcium in the 
enterocyte which promotes secondary hyperparathyroidism and bone 
resorption [17], and also stimulates osteoblast (cells related to bone 
formation) apoptosis and autophagy [18]. As has been associated with a 
decreased osteoblast proliferation and increased osteoclasts multiplica-
tion (cells related to bone resorption) [14], possibly due to the 
As-induced decrease in transcription factors expression in osteoclasts 
(RUNX2, BMP2, osteocalcin) and osteoblasts (RANKL expression), 
resulting in alterations of both cortical and trabecular bone micro-
architecture [19,20]. The essential nutrient Se is a key cofactor of 
antioxidant proteins and reactive oxygen species (ROS) are involved in 
osteoclasts activation and osteoblasts differentiation [21–23]. Several 
studies have evaluated the association between these trace elements and 
bone disease [24–27] with mixed results. However, the non-linearity of 
the dose-response has rarely been evaluated, specially in the setting of 
prospective studies. 

The Hortega Follow-Up Study investigates novel determinants of 
selected chronic conditions, especially cardiovascular, but also bone 
disease, in a population-based sample of a general population from a 
region of Spain. The study includes measures of bone mineral density 
(BMD) at the calcaneus bone using the Peripheral Instantaneous X-ray 
Imaging (PIXI) system. Peripherical densitometry has been associated to 
fractures risk, similarly to other established measures of osteoporosis 
such as central BMD determined at the lumbar spine or hip bones [28]. 
The predictive value of calcaneus BMD for osteoporosis screening has 
been validated in our study population [29]. We selected urine As and 
Cd, and plasma Se for this study because they are well established bio-
markers of exposure and intake. While urine Cd reflects the long-term 
accumulated Cd in the body [30], urine As [31] and plasma Se [32] 
reflect recent and ongoing exposure. 

The main objective of this study was to evaluate the cross-sectional 
association between As, Cd and Se exposures with reduced BMD as 
determined in the calcaneus in Hortega Study participants. As secondary 
objectives we conducted subgroup analysis in biologically meaningful 
subgroups defined by sex, age, renal function, smoking and alcohol 
drinking status and physical activity, and also, a prospective analysis of 

time to event data after a 14-year follow-up to evaluate the incidence of 
osteoporosis-related bone fractures in the subset of participants older 
than 50 years. 

2. Methods 

2.1. Study population 

A population-based survey was carried out in public health system 
beneficiaries older than 20 years included in the Hospital Universitario 
Rio Hortega’s catchment area in Valladolid (Spain). The multi-stage 
complex sampling yielded a representative sample of the source popu-
lation, which is an adult general population from Spain [33]. Among the 
1502 baseline participants, we excluded 58 missing BMD values, 58 
missing trace element biomarker determination, 2 missing smoking 
status, 1 missing body mass index and 18 missing physical exercise re-
cords, resulting in a study population of 1365 individuals for the 
cross-sectional analysis. Fractures are the most apparent manifestation 
of bone fragility, specially in individuals older than 50 years [34]. For 
prospective analysis of osteoporosis-related bone fractures in the subset 
of participants older than 50 years (N = 702), we further excluded 49 
participants who were considered losses to follow-up (i.e. there was only 
baseline, but not follow-up, information in their health records), and 15 
participants with a personal history of osteoporosis-related bone frac-
tures at baseline, resulting in a study population of 638 individuals. 

2.2. Trace metals determinations 

Total plasma metal and metalloid levels were measured in 2012 by 
atomic absorption spectrometry with graphite furnace on a Varian AAS 
240 Zeeman (Varian Inc., US) at Cerba International Laboratories Ltd. 1 
ml of urine was dissolved in 5 ml at 5% (v/v) HNO3 control of Ultra 
Metal Traces and 100 ng/ml of Rh aqueous solution was added as an 
internal standard for the samples and their calibrators. The quality 
control of the analysis was conducted using the lyophilized Clincheck 
urine control reference material (RECIPE) Level I and Level II, and 
Material Standard Reference 2670 for urine toxic metals from the Na-
tional Institute of Standards and Technology (NIST). The lower detec-
tion limit of detection and coefficient of variation (CV) for plasma Se 
were 29.9 μg/L and 5.6%, with all individuals showing detectable 
concentrations. 

Urine trace elements biomarkers were measured in the Laboratory of 
Environmental Chemistry and Bioanalysis of Huelva University (Spain) 
in 2016. Total urine Cd and As levels were determined by inductively 
coupled-plasma mass spectrometry (ICPMS) on an Agilent 7500Cex 
ICPMS (Agilent Technologies) equipped with an octapole collision cell 
(Agilent Technologies, Japan). The limits of detection (and corre-
sponding CV) were 0.0005 μg/L (5.2%) for Cd and 0.024 μg/L (6.5%) for 
As. All individuals showed detectable concentrations of urinary Cd and 
As. Urine As species concentrations, including arsenite (AsIII), arsenate 
(AsV), methylarsonate (MMA), dimethylarsinate (DMA) and arsen-
obetaine (Asb), were determined by ICPMS Thermo XSeries 2 (Thermo 
Scientific, Germany) equipped with an octapole reaction cell, coupled to 
an anion exchange liquid chromatography (IEC-HPLC) system on an 
Agilent 1100 (Agilent, USA). The As speciation occurred only in a 
random subsample of 295 individuals of study population. 

Asb, an organic As specie, is mostly found in seafood and it is 
considered non-toxic for human health [35]. In populations with sig-
nificant seafood intake, as in Spain, it is necessary to account for the 
contribution of organic As in the interpretation of urinary As concen-
trations as a biomarker of inorganic As exposure [36]. In a previous 

M. Galvez-Fernandez et al.                                                                                                                                                                                                                   



report within the Hortega Study [37], we used the As speciation infor-
mation available in the random subsample of our study participants to 
generate a distribution of Asb imputed values (for the participants with 
As speciation missing completely at random [MCAR]) as the 50th 
percentile of each subject-specific posterior distribution obtained from a 
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) by Gibbs sampling nested linear 
model. This MCMC model and all the details regarding its development 
and implementation have been published [37]. In the present analysis, 
we used the complete dataset including observed and imputed MCAR 
Asb values to calculate a biomarker for total urine As concentrations not 
derived from seafood by regressing total urine As concentrations on Asb 
using a residual-based method [38]. To have levels of As exposure that 
are meaningful for the population, the marginal mean of total As con-
centrations among participants with low Asb (defined as individuals 
below the second percentile of As distribution [4.78 μg/L]) was added to 
the residuals. 

2.3. Bone mineral density-related endpoints 

Peripheral BMD. A densitometry of the calcaneus was performed on 
the right calcaneus using the Peripheral Instataneous X-ray Imaging 
System (PIXI). Calibration and quality assurance testing of scanners 
were performed daily, both of which were always within the limits set by 
the software. The results were expressed in grams per square centime-
ters. We then calculated the T-score for each sex based on a reference 
Spanish population provided by the manufacturers. Reduced BMD was 
defined as a T-score lower than one standard deviation from the mean 
(-1 SD), which yielded the highest sensitivity to identify osteoporosis in 
our study population compared to the gold standard (central DEXA as 
measured in the hip bone) [29]. 

Incidence of osteoporosis-related bone fractures. In the Hortega Study 
we have available information on osteoporotic incident fractures 
(mainly, hip, humerus, vertebral and Colles) and associated time to 
event based on the date of the first pathological imaging technique 
(including X-ray, CT scan or NMR) from review of clinical records for a 
14-year follow-up [33]. Follow-up time was calculated in years from the 
date of baseline visit to the date of pathological imaging for patients 
with osteoporosis-related bone fracture during the follow-up (i.e cases) 
and, for those without bone fracture (i.e non-cases), to the date of death, 
if death happened during the follow-up, or the date of the administrative 
censoring (November 30, 2015). 

2.4. Other relevant variables 

Sociodemographics data, such as sex, age, education (<high school, 
> or equal to high school) and lifestyle habits including physical ac-
tivity, diet, drinking and smoking intake were collected by questionaires 
administered by trained staff in an in-person interview and physical 
examination. Physical activity questions included information on the 
type and frequency of walking and physically active hobbies, sports, or 
exercises, including jogging or running, riding a bicycle or an exercise 
bicycle, swimming, aerobic dancing, other dancing, calisthenics or floor 
exercises, gardening or yard work, and weight lifting. Open-ended 
questions assessed information on physical activities not previously 
listed. Physical activity was estimated in metabolic equivalents (METs) 
per minute/week based on standardized intensity scores [39]. For 
descriptive and interaction purposes we categorized physical activity 
below and above 3000 METs minute/week, since it has been shown that 
lower risk for diabetes, stroke and other outcomes occurred specially 
above 3000 METs minute/week [40]. Smoking and alcohol consump-
tion status were classified as former, current and never. Urine cotinine 
was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
(“Análisis DRI® Cotinine” Kit, Ref. 0395 Microgenics laboratories). 
Concentrations below the limit (34 ng/ml) were detected in 77% of the 
participants. Body mass index (BMI) was calculated using measured 
weight (kilograms) by height (meters) squared. Urine and serum 

creatinine were measured by the modified kinetic Jaffé method by 
isotope dilution mass spectrometry on a Hitachi 917 analyzer (Rocher, 
Boheringer, Germany). The glomerular filtration rate was estimated 
based on serum creatinine determinations (eGFR) by the abbreviated 
CKD-EPI equation [41]. Chronic kidney disease (CKD) was defined as 
glomerular filtration rate lower than 60 mL/min/1.73m2. 

The research protocol was approved by ethical committee of the 
Hospital Universitario Rio Hortega of Valladolid. 

2.5. Statistical analysis 

Descriptive analysis. All analyses were weighted to reflect the distri-
bution of participant characteristics in the underlying source popula-
tion. Urine biomarkers in μg/L were divided by urine creatinine in g/L to 
account for the dilution of urine. Trace elements levels were log- 
transformed. We described the median and interquartile range of each 
trace element distribution across participant characteristics. Age and sex 
are strong, non-modifiable, determinants of BMD. Thus, to describe 
other BMD determinants independently of age and sex, we estimated 
summary statistics (i. e. marginal proportions and means) of participant 
characteristics overall and by BMD categories using age and sex- 
adjusted generalized linear models. Cutoffs for trace metals and BMD 
percentiles were based on the weighted distribution in the study sample. 

Association and subgroup analysis. We evaluated the association of 
log-transformed trace elements levels (as independent variables in 
separate models for Asb-corrected As, Cd and Se) with reduced BMD (T- 
score < -1 SD) by using logistic regression models. Trace element con-
centrations were introduced in the models as tertiles comparing each of 
the 2 highest tertiles of trace elements with the lowest tertile, or as a log- 
transformed (continuous) variable for an interquantile range compari-
son. We conducted two progressively adjusted statistical models. Model 
1 was adjusted for age, sex, education (>high school, <high school) and 
body mass index (BMI). Model 2 was additionally adjusted for physical 
activity (METs min/week), eGFR, alcohol intake (never, former, cur-
rent), cotinine (<34, 34–500, ≥500 ng/mL), cumulative smoking 
(packs-years) and smoking status (never, former, current). In pre-
liminary analysis, we also adjusted for meat and fish consumption with 
no substantial change in the observed estimates. These variables had a 
number of missing values and were, thus, not included in subsequent 
analysis. We evaluated differential associations in subgroups defined by 
biologically relevant covariates, including sex (men and women), age 
(<50 and ≥50 years), smoking status (never and ever smoking), alcohol 
intake (never and ever drinking), eGFR (>60 and ≤60 ml/min/1.23 m2) 
and physical activity (<3000 and ≥ 3000 METs min/week). 

Prospective analysis. We repeated the cross-sectional associations for 
reduced BMD and also evaluated osteoporosis-related fractures risk 
associated to Se among individuals older than 50 years. The reason to 
restrict the prospective analysis to older participants was that the 
number of osteoporosis-related fractures in individuals below 50 years is 
low. The prospective analysis was performed using multi-adjusted cox 
proportional regression models with urine Asb-corrected As, urine Cd 
and plasma Se as independent variables in separate models, with age 
introduced in the survival models as the time scale. 

All statistical analyses were conducted with the “survey” package in 
R software (version 4.0.3) to account for the complex sampling design. 

3. Results 

Descriptive analysis. The median of urine As, Asb-corrected As and 
Cd and plasma Se was 61.3, 6.53, and 0.39 μg/g creatinine and 84.9 μg/ 
L, respectively (Table 1). In this study, participants with higher levels of 
Asb-corrected As and Cd were somewhat older, males, with lower BMI 
and less physically active. Former and current smokers had higher urine 
cadmium levels. Among never smokers, median levels of cadmium were 
0.3 μg/g creatinine for men and 0.4 μg/g creatinine for women. Se levels 
were lower in women compared to men. The average calcaneus BMD 
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was 0.47 g/cm2 in women and 0.59 g/cm2 in men. The weighted % of 
participants with reduced BMD was 28.4 overall, and 41.9% among 
participants older than 50 years (data not shown). Participants with 
higher BMD in the calcaneus tended to be younger, mostly males, with 
higher BMI, higher education, with decreased cumulative smoking and 
more physically active (Table 2). 

Association and subgroup analyses. In cross-sectional analysis, 
urine As and Cd were not associated with reduced BMD. The fully 
adjusted odds ratio (OR [95% CI]) comparing the highest to the lowest 
tertiles of Asb-corrected As and Cd distributions were, respectively, 0.80 
(0.58, 1.10) and 1.06 (0.77, 1.45) (Table 3). We observed a non-linear 
association between plasma Se levels and reduced BMD (p-value of 
nonlinearity = 0.01) (Table 3). Supplemental Fig. 1 shows the flexible 
dose-response relationship for the evaluated trace elements with 
reduced BMD. We observed that the association for Se was inverse at 

Table 1 
Median (interquartile range) of urine As, Asb-corrected As and Cd (μg/g), and 
plasma Se (μg/L) levels by participants’ characteristics (n = 1365).   

N U. As U. As (Asb- 
corrected) 

U. Cd P. Se 

Overall 1365 61.3 (23.4, 
176.9) 

6.53 (4.05, 
11.38) 

0.39 (0.23, 
0.65) 

84.9 (72.3, 
100.1) 

Age, years 
<50 663 49.5 (20.3, 

132.7) 
6.07 (3.92, 
10.87) 

0.37 (0.22, 
0.64) 

84.2 (72.5, 
101) 

50–65 212 81.3 (32.6, 
223) 

7.33 (4.60, 
12.32) 

0.43 (0.26, 
0.70) 

88.4 (72.6, 
99.4) 

≥65 490 104.6 (34.2, 
287.4) 

6.74 (4.04, 
12.09) 

0.39 (0.23, 
0.66) 

83.9 (71.9, 
98.5) 

Sex 
Male 684 69.1 (25.3, 

189.6) 
6.57 (4.26, 
11.39) 

0.42 (0.25, 
0.68) 

87.1 (73.7, 
103.0) 

Women 681 54.0 (21.6, 
162.1) 

6.31 (3.75, 
11.21) 

0.37 (0.20, 
0.61) 

83.2 (71.5, 
97.6) 

BMI, kg/m2 

<30 1115 61.7 (23.4, 
178.8) 

6.62 (4.15, 
11.82) 

0.39 (0.23, 
0.66) 

84.8 (72.7, 
100.3) 

≥30 250 58.6 (23.8, 
157.7) 

5.89 (3.57, 
9.92) 

0.38 (0.21, 
0.65) 

85.0 (70.8, 
98.6) 

Smoking status 
Never 640 57.1 (22.9, 

188.4) 
6.31 (3.86, 
10.83) 

0.35 (0.2, 
0.59) 

84.3 (72.1, 
98.7) 

Former 407 80.1 (27.1, 
205.2) 

6.69 (4.32, 
12.43) 

0.41 (0.25, 
0.70) 

85.5 (71.9, 
100.5) 

Current 318 53.4 (22.2, 
135.9) 

6.31 (4.13, 
11.86) 

0.45 (0.26, 
0.69) 

85.0 (72.9, 
100.6) 

Cumulative smoking, pack-year 
0 654 57.2 (22.3, 

189) 
6.31 (3.89, 
10.89) 

0.35 (0.2, 
0.59) 

84.1 (71.9, 
98.6) 

0–12 361 52.4 (20.4, 
157.9) 

6.36 (4.09, 
11.81) 

0.37 (0.23, 
0.63) 

84.6 (70.8, 
100.6) 

≥12 350 75.7 (32.0, 
185.9) 

6.86 (4.28, 
12.02) 

0.52 (0.3, 
0.80) 

86.8 (74.2, 
100.9) 

Urine cotinine, mg/dL 
<34 1048 64 (23.7, 

200.7) 
6.55 (4.02, 
11.14) 

0.37 (0.22, 
0.62) 

84.3 (71.9, 
99.6) 

34–500 72 50.5 (18.8, 
126.3) 

4.99 (2.65, 
9.80) 

0.31 (0.19, 
0.63) 

91.3 (76.7, 
101.6) 

≥500 245 56.7 (22.6, 
135.5) 

6.62 (4.49, 
12.07) 

0.48 (0.27, 
0.78) 

84.3 (71.3, 
100.1) 

Alcohol intake 
Never 560 57.2 (22.8, 

165.4) 
6.46 (3.78, 
11.70) 

0.40 (0.23, 
0.63) 

84.1 (71.9, 
99.3) 

Former 113 54.5 (17.6, 
222.2) 

6.38 (4.25, 
10.45) 

0.37 (0.23, 
0.66) 

84.3 (72.9, 
99.5) 

Current 692 63.3 (24.3, 
178.7) 

6.54 (4.17, 
11.29) 

0.38 (0.23, 
0.66) 

85.1 (72.3, 
100.5) 

eGFR, ml/min/1.73m2 

≥60 1227 61.0 (23.4, 
176.7) 

6.61 (4.15, 
11.58) 

0.40 (0.23, 
0.66) 

84.8 (72.3, 
100.3) 

<60 138 66.1 (22.9, 
187.0) 

4.92 (3.04, 
9.18) 

0.33 (0.19, 
0.59) 

85.0 (71.5, 
96.0) 

High education 
No 382 72.2 (25.7, 

236.6) 
6.55 (3.77, 
11.23) 

0.40 (0.23, 
0.64) 

85.1 (71.2, 
98.8) 

Yes 983 59.2 (22.5, 
163.4) 

6.48 (4.08, 
11.44) 

0.39 (0.23, 
0.65) 

84.7 (72.8, 
100.5) 

Physical activity, METs min/week 
<3000 844 62.5 (25.1, 

183.2) 
6.56 (4.16, 
11.20) 

0.40 (0.23, 
0.67) 

84.3 (72.3, 
98.7) 

≥3000 521 58.8 (20.9, 
164.9) 

6.34 (3.86, 
11.41) 

0.37 (0.23, 
0.63) 

85.4 (72.1, 
101.8) 

Abbreviations: U. urine, P. plasma; Asb, arsenobetaine; eGFR, estimated 
glomerular filtration rate. 

Table 2 
Age and gender-adjusteda baseline characteristics of participants by BMD (n =
1365).    

BMD in the calcaneus (g/cm2)   

Overall ≤0.33 0.33–0.66 >0.66 P-value  
N = 1365 N = 445 N = 465 N = 445  

Age, years; mean 
(SE) 

48.69 
(0.30) 

56.15 
(0.73) 

47.24 
(0.82) 

43.96 
(1.30) 

<0.001 

Women; % (SE) 51.0 
(1.6) 

82.4 
(5.2) 

53.4 (5.4) 21.0 
(4.7) 

<0.001 

BMI, kg/m2; 
mean (SE) 

26.15 
(0.30) 

24.36 
(0.50) 

25.94 
(0.46) 

27.64 
(0.67) 

<0.001 

Smoking status 
Never; % (SE) 44.7 

(4.1) 
36.3 
(7.6) 

41.5 (6.6) 42.3 
(7.7) 

0.27 

Former; % (SE) 28.4 
(3.4) 

28.3 
(6.5) 

33.1 (5.6) 31.1 
(6.2) 

0.50 

Current; % (SE) 27.0 
(3.8) 

35.4 
(7.5) 

25.4 (6.0) 26.6 
(7.2) 

0.07 

Cumulative 
smoking, pack- 
year; mean 
(SE) 

8.46 
(0.88) 

10.85 
(1.43) 

9.58 (1.47) 9.23 
(1.80) 

0.33 

Urine cotinine >
500 mg/dl; 
% (SE) 

1.48 
(0.07) 

1.60 
(0.13) 

1.47 (0.11) 1.48 
(0.14) 

0.10 

Alcohol intake status 
Never; % (SE) 37.9 

(3.8) 
38.5 
(7.5) 

37.8 (6.2) 35.0 
(7.1) 

0.40 

Former; % (SE) 8.7 (2.4) 8.1 (4.3) 9.4 (4.0) 9.1 (4.6) 0.78 
Current; % (SE) 53.5 

(4.0) 
53.5 
(7.6) 

52.8 (6.5) 55.9 
(7.5) 

0.53 

eGFR < 60 ml/ 
min/1.73m2; 
% (SE) 

7.0 (1.7) 8.4 (3.5) 6.0 (2.7) 6.5 (3.1) 0.61 

High education; 
% (SE) 

77.6 
(2.2) 

75.6 
(4.0) 

78.6 (3.8) 81.0 
(3.9) 

0.05 

Physical activity, 
METs min/ 
week; mean 
(SE) 

3262 
(275) 

2947 
(366) 

3036 (393) 3653 
(676) 

0.02 

Urine As levels 
(μg/g); 
geometric 
mean (95% CI) 

66.25 
(52.29, 
83.95) 

58.50 
(36.82, 
92.96) 

74.00 
(51.55, 
106.21) 

72.31 
(45.77, 
114.24) 

0.11 

Urine Asb (μg/g); 
geometric 
mean (95% 
CI)b 

50.44 
(30.74, 
82.78) 

51.73 
(21.82, 
122.62) 

51.30 
(24.41, 
107.80) 

69.38 
(26.17, 
183.89) 

0.62 

Asb-corrected 
urine As (μg/ 
g); geometric 
mean (95% CI) 

6.71 
(5.80, 
7.77) 

6.28 
(4.75, 
8.31) 

6.98 (5.51, 
8.84) 

6.77 
(5.13, 
8.92) 

0.51 

Urine Cd (μg/g); 
geometric 
mean (95% CI) 

0.38 
(0.33, 
0.45) 

0.41 
(0.30, 
0.54) 

0.38 (0.30, 
0.49) 

0.39 
(0.30, 
0.52) 

0.97 

Plasma Se (μg/l); 
geometric 
mean (95% CI) 

84.7 
(81.2, 
88.3) 

82.8 
(76.6, 
89.4) 

84.7 (79.8, 
90.0) 

85.7 
(78.7, 
93.3) 

0.29 

Abbreviations: SE, standard error; eGFR, estimated glomerular filtration rate; CI, 
confidence interval. 

a Age and sex are very strong, non modifiable, determinants of BMD. We, thus, 
accounted for sex and age because we wanted to descriptively assess other de-
terminants independently than age and sex. 

b Subset of 284 participants with measured urine As species. 
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plasma concentrations below ~105 μg/L and became increasingly pos-
itive at plasma Se concentrations above ~105 μg/L. The odds ratios 
(95% CI) of reduced BMD comparing the 80th to the 20th percentiles of 
plasma Se in non-linear models was 0.63 (0.44, 0.90). In subgroup 
analysis, we mostly observed no differencial associations by the sub-
groups evaluated (Supplemental Table 1). 

Prospective analysis. In analysis restricted to the 638 individuals 
older than 50 years, the number of newly diagnosed osteoporosis-related 
fractures and accumulated follow up was 66 and 7006.9 person-year, 
respectively. The dose-response relation between plasma Se and BMD 
-related endpoints was consistently non-linear in both the cross- 
sectional and prospective analysis, with a stronger positive association 
of selenium with the incidence of osteoporosis-related bone fractures 
observed above ~100 μg/L (Table 4 and Fig. 1). The hazard ratio (95% 
CI) for incident fractures comparing the 80th to the 20th percentiles of 
plasma Se in non-linear models was 2.25 (1.13, 4.49) (p-value of non- 
linearity = 0.01) (Table 4). We conducted a sensitivity analysis by 
excluding participants with reduced BMD at baseline (resulting in 20 
cases and 329 non-cases), with consistent results (corresponding HR 
[95%CI] and p-value were 1.85 [1.08, 3.18] and 0.03, respectively) 
(data not shown). 

4. Discussion 

As and Cd exposure were not associated to bone disease in our study 
population. Our data suggest, however, a non-linear association of Se 
exposure with BMD-related endpoints. Below ~105 μg/L, the associa-
tion of plasma Se with reduced BMD was inverse. Above 105 μg/L, the 
corresponding association became positive, being particularly strong for 
the risk of osteoporosis-related bone fractures among participants older 
than 50 years. There was no supportive evidence in favor of a differ-
encial association of Se exposure with reduced BMD by the evaluated 
subgroups. 

In 2001, a general population study used central densitometry by 
dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA) to estimate that in Spain two 

Table 3 
Odds ratio (95% confidence interval) of reduced BMD, by Asb-corrected As, Cd 
and Se levels (n = 1365).   

Cases/Non cases Model 1 Model 2 

Urine Asb-corrected As, μg/g 
Tertil 1 149/304 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 
Tertil 2 152/303 0.78 (0.57, 1.08) 0.78 (0.56, 1.07) 
Tertil 3 147/310 0.82 (0.59, 1.14) 0.80 (0.58, 1.10) 
80th vs 20th 448/917 0.91 (0.74, 1.12) 0.89 (0.72, 1.10) 
p-value  0.37 0.27 
Urine Cd, μg/g 
Tertil 1 143/308 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 
Tertil 2 134/320 0.78 (0.56, 1.09) 0.78 (0.56, 1.09) 
Tertil 3 171/289 1.09 (0.80, 1.49) 1.06 (0.77, 1.45) 
80th vs 20th 488/917 1.01 (0.83, 1.24) 0.99 (0.81, 1.22) 
p-value  0.91 0.96 
Plasma Se, μg/L 
Tertil 1 163/297 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 
Tertil 2 142/315 0.81 (0.59, 1.11) 0.80 (0.58, 1.11) 
Tertil 3 143/305 0.83 (0.60, 1.14) 0.79 (0.57, 1.09) 
80th vs 20th 488/917 0.66 (0.46, 0.94)* 0.63 (0.44, 0.90)* 
p-value  0.03* 0.01* 

Model 1 adjusted for age (years), sex (men, women), BMI (kg/m2) and high 
education (no, yes). 
Model 2 is model 1 further adjusted for physical activity (METs min/week), 
urine cotinine categories (<34, 34–500, ≥500), glomerular filtration rate (ml/ 
min/1.73 m2), cumulative-tobacco smoking (pack-years), smoking status and 
alcohol intake status (never, former, current). 
The tertiles cutoffs were 4.7 and 9.2 μg/g for Asb-corrected urine As, 0.27 and 
0.54 μg/g for urine Cd, and 76.7 and 94.3 μg/L for plasma Se. The 80th and 20th 
percentiles of urine biomarker distributions were 13.6 and 3.5 μg/g for Asb- 
corrected As and 0.76 and 0.20 μg/g for Cd. The corresponding percentiles of 
plasma Se distribution were 104.8 and 69.4 μg/L. *Association obtained from a 
regression models with plasma Se modelled as restricted quadratic splines with 
knots at the 10th, 50th and 90th percentiles. The p-value of non-linearity was 
obtained from a wald-test of the spline terms. Other p-values in the table were 
obtained from a wald test of the regression coefficient for log-transformed urine 
arsenic and cadmium. 

Table 4 
Odds ratio (95% confidence interval) of reduced BMD and Hazard ratio (95% confidence interval) of fractures incidence, by urine Asb-corrected As, Cd and plasma Se 
levels in the subsample of individuals older than 50 years.   

OR (95% CI) of reduced BMD 
(N = 702) 

HR (95% CI) of incident osteoporosis-related fractures 
(N = 638) 

Cases/No cases Model 1 Model 2 Cases/No cases Model 1 Model 2 

Urine Asb-corrected As 
Tertil 1 100/108 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 25/183 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 
Tertil 2 119/130 0.91 (0.60, 1.38) 0.89 (0.58, 1.35) 19/204 0.90 (0.45, 1.79) 0.80 (0.39, 1.65) 
Tertil 3 105/140 0.75 (0.49, 1.15) 0.72 (0.47, 1.10) 22/185 1.26 (0.66, 2.4) 1.27 (0.66, 2.45) 
80th vs 20th 324/378 0.79 (0.60, 1.05) 0.78 (0.59, 1.03) 66/572 1.07 (0.71, 1.62) 1.09 (0.71, 1.66) 
p-value  0.10 0.08  0.76 0.70 
Urine Cd 
Tertil 1 99/118 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 26/171 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 
Tertil 2 97/137 0.77 (0.50, 1.20) 0.75 (0.48, 1.17) 22/195 0.97 (0.51, 1.83) 0.99 (0.53, 1.85) 
Tertil 3 128/123 1.14 (0.76, 1.72) 1.14 (0.75, 1.73) 18/206 0.75 (0.38, 1.46) 0.75 (0.39, 1.46) 
80th vs 20th 324/378 1.14 (0.86, 1.50) 1.13 (0.85, 1.50) 66/572 1.13 (0.81, 1.58) 1.09 (0.80, 1.50) 
p-value  0.37 0.40  0.477 0.586 
Plasma Se 
Tertil 1 122/117 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 20/196 1.00 (Reference) 1.00 (Reference) 
Tertil 2 102/133 0.70 (0.47, 1.06) 0.68 (0.45, 1.03) 18/191 1.03 (0.52, 2.01) 1.09 (0.55, 2.16) 
Tertil 3 100/128 0.75 (0.50, 1.13) 0.70 (0.46, 1.06) 28/185 1.44 (0.77, 2.7) 1.67 (0.91, 3.04) 
80th vs 20th 324/378 0.61 (0.38, 0.97)* 0.57 (0.36, 0.91)* 66/572 1.96 (0.95, 4.06)* 2.25 (1.13, 4.49)* 
p-value  0.006* 0.003*  0.02* 0.01* 

Model 1 adjusted by age (years), sex (men, women), BMI (kg/m2) and high education (no, yes). 
Model 2 is model 1 further adjusted for physical activity (METs min/week), urine cotinine categories (<34, 34–500, ≥500), glomerular filtration rate (ml/min/1.73 
m2), cumulative-tobacco smoking (pack-years), smoking status, and alcohol intake status (never, former, current). 
Urine As was adjusted for urine Asb. The 80th and 20th percentiles of urine biomarker distributions were 13.5 and 3.5 μg/g for Asb-corrected As and 0.76 and 0.20 μg/g 
for Cd. The corresponding percentiles of plasma Se distribution were 103.7 and 68.9 μg/L. 
*Association obtained from regression models with plasma Se modelled as restricted quadratic splines with knots at the 10th, 50th and 90th percentiles. The p-value of 
non-linearity was obtained from a wald-test of the spline terms. Other p-values in the table were obtained from a wald test of the regression coefficient for log- 
transformed urine arsenic and cadmium. 
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million women and eight hundred thousand men have osteoporosis (the 
overall osteoporosis prevalence was 12.7%) [42]. We could not estimate 
a central-BMD based prevalence of osteoporosis in the present study, as 
we did not have available lumbar spine or femoral neck BMD measures 
in the complete study population. In a previous study, however, pe-
ripheral DEXA allowed to identify individuals with prevalent osteopo-
rosis as diagnosed by central DEXA in our study population with 
consistent findings [29]. Other studies have also concluded that pe-
ripheral DEXA is a useful tool for osteoporosis identification [43,44]. 
Moreover, well-known determinants of BMD including age, sex, physical 
activity, smoke status and alcohol intake, are consistently associated 
with calcaneus BMD in our study population, which add robustness to 
our data. 

Some human studies have evaluated the association of Se biomarkers 
and outcomes related to BMD and have found mixed results [24,25, 
45–50], possibly due to the small samples sizes, heterogeneous adjust-
ment for confounders and different underlying Se distributions. Impor-
tantly, while our data suggest that association of Se and bone outcomes 
is non-linear, the potential non-linearity of Se associations was not 
explored in previous studies. A case-control study from Iran (mean Se 
was 57.58 μg/L in 90 osteoporotic cases and 81.09 μg/L in 90 controls) 
showed moderate-to-strong positive correlations between high serum Se 
levels and high lumbar spine (r = 0.63; p < 0.001), and femoral neck (r 
= 0.69; p < 0.001) BMD [24]. A cross-sectional in Dutch men (N = 387, 
median plasma Se = 91.9 μg/L) also found a positive significant asso-
ciation of Se with central BMD as measured in the hip bone [45]. 
Similarly, another study on 1144 postmenopausal European women 
(mean Se = 94.3 μg/L) observed a positive cross-sectional, but not 
prospective, association of Se with hip BMD [46]. In this study, lumbar 
spine BMD was not associated with plasma Se cross-sectionally nor 
prospectively, and no relationship with risk fracture was identified. 
Moreover, two case-control studies from China (N = 91, mean plasma Se 
was ~134.8 μg/L) and from Turkey (N = 107, mean plasma Se ~66.7 
μg/L for each group), found no association between plasma Se and 
central BMD [25,47]. Other studies have evaluated the association be-
tween dietary Se intake and risk of osteoporotic fractures [48–50]. A 
large cross-sectional study in China (N = 6267) observed a stadistically 
significant association between dietary Se intake (mean ~39.1 μg/day) 
and peripheral BMD, OR [95%CI] = 0.47 [0.31,0.73], p < 0.001, 
comparing the highest to the lowest quartiles) [48]. A case-control study 
in participants from the Utah Study of Nutrition and Bone Health (N =

2564) (mean Se ~110 μg/day), found that increased Se intake levels 
were associated with lower risk of osteoporotic fractures, especially in 
ever smokers (OR [95% CI] = 0.27 [0.12, 0.58], p < 0.001) [49]. 
Consistently, another case-control study from China (N = 1452, Se 
intake ~45 μg/day) reported an inverse association of Se with the risk of 
hip fracture (OR [95% CI] = 0.43 [0.26, 0.70], p = 0.005, comparing the 
highest to the lowest Se quartiles) [50]. In these studies, Se exposure was 
assessed based on self-reported dietary intake, which can undergo 
exposure miss-classification. 

Additional dose-response studies are needed to reproduce our find-
ings. Our results, however, are consistent with some experimental 
studies in rats showing that Se deficit decreased tibia [51] and cortical 
femur [52] bone density. Se inhibited the receptor activator of nuclear 
factor κ-B ligand (RANKL) production, which, essential for osteoclasts 
differentiation [21], and has been related to a beneficial effect on bone 
in rats [53]. Interestingly, an experimental study in rats with anatrozole 
treatment (an aromatase inhibitor that decreases estrogen production, 
which has been associated with a decrease in mineral bone) showed that 
supplemental Se nanoparticles decreased bone reduction using bio-
markers such as TRAP, which is a specific marker for osteoclast cells 
function [54]. Additional animal studies evaluating Se excess, and not 
only deficiency, on bone disease, are needed. 

Other studies point to redox mechanisms as biological link for Se- 
related associations with bone endpoints [22,23,55,56]. Specifically, 
selenoproteins play a main role in oxidative stress regulation and bone 
homeostasis maintenance [21,57]. Glutathione peroxidase and thio-
redoxin reductase (TrxR) are involved in redox mechanism, through 
peroxidase reduction, decrease ROS generation, which in experimental 
studies inhibited osteoclast differentiation and activity [21,55,57,58]. 
Consistently, an experimental study in mice observed lower levels in 
GPx1 and percentage of femoral trabecular bone in the control group 
compared to Se supplementation group [56]. In rats, GPX1 expression 
enhanced the type I collagen and alkaline phosphatase expression, and 
the deposition of calcium in bone marrow stromal cells [21,57]. The 
TrxR gene has been found to be responsive to the 1-α,25(OH)2-vitamin 
D3, which stimulates bone cell growth and differentiation [21]. Alter-
natively, selenoprotein P (SePP), another antioxidant selenoprotein, is 
involved in Se transport and storage [57]. Plasma SePP concentrations 
were positively associated to hip and lumbar spine BMD in the OPUS 
study [46], supporting that selenium transport into the bone marrow is 
important for bone homeostasis. While there is limited evidence 

Fig. 1. Odds ratio (95% CI) of reduced Bone Min-
eral Density and Hazard Ratio (95% CI) of 
Osteoporosis-Related Bone Fractures by plasma Se 
concentrations (μg/L) in the subsample of in-
dividuals older than 50 years (n ¼ 702 and 638, 
for the cross-sectional and prospective analysis, 
respectively). The curve (gray shades) represent the 
odds ratio (95% confidence interval) of reduced BMD 
levels (BMD below -1.0 SD) and hazard ratio (95% 
confidence interval) of osteoporosis-related fractures 
based on restricted quadratics splines with knots at 
the 10th, 50th and 90th percentiles of plasma Se 
distribution (29.92, 84.46 and 115 μg/L, respec-
tively). The reference value was set at the 10th of 
plasma Se distribution (29.9 μg/L). Odds ratio and 
Hazard ratio were estimated with logistic and cox 
proportional hazards models, for the cross-sectional 
and prospective analysis, respectively. Models were 
adjusted for age, sex, education, body mass index, 
smoking status (never, former and current), cumula-
tive smoking (pack-years), urine cotinine levels (<34, 
34–500 y ≥500 ng/ml), alcohol intake (never, former 
and curent), glomerular filtration rate (ml/min/1.73 
m2) and physical activity (METs min/week). The 
histogram represents the frequency distribution of 
plasma Se in the study sample.   
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assessing whether other selenoproteins are directly involved on bone 
metabolism, they likely have a role through redox balance regulation. 

In selenium-replete populations, selenium intake above 55 μg/day 
level does not increase selenoprotein synthesis or activity [59–64]. In 
our study population, plasma Se levels below 110 μg/L were inversely 
associated with oxidative stress biomarkers including GSSG/GSH and 
MDA [65]. Above 110 μg/L of plasma Se, the association with 
GSSG/GSH reached a plateau, while it remained positive for 8-oxo-DG 
[65]. Indeed, GPx1, reaches the saturation point at ~110 μ/L [66], 
which, interestingly, approximates the inflection point in our dose 
response curves for Se and reduced BMD. Thus, our data support the 
hypothesis that Se levels above selenoproteins saturation levels may 
increase non-specific incorporation of selenomethionine into proteins 
[59], and induce alterations in osteoblast proliferation and differentia-
tion, and, in osteoclast activity [21]. 

While a number of experimental studies provide biological support 
for As and Cd-related bone effects, we found no statistically significant 
associations in our population-based study. It is known that at high 
exposure levels Cd induces bone disease including osteopenia and 
osteomalacia [67]. At lower exposure levels, multiple studies in humans, 
including a meta-analysis of observational studies, have investigated the 
relation between Cd and osteoporosis-related endpoints with heteroge-
neous results [26,27,68,69]. Interestingly, a systematic review and 
meta-analysis [69] estimated that the pooled risk ratio of bone fracture 
was 1.30 (95% IC [1.13, 1.49]) when comparing the highest to the 
lowest Cd exposure categories. Nevertheless, these results are to be 
taken cautiously since the number of meta-analized studies was low (N 
= 8), and there was heterogeneous adjustment for confounders. In 
addition, different biomarkers were used to assess Cd exposure (one 
study measured Cd in erythrocytes [70], three considered dietary Cd 
[71–73] and four used urine Cd [74–77]. Three of the studies using 
urinary biomarkers showed higher Cd levels than in our data (mean 
urinary cadmium levels were 11.18 μg/g and 3.55 μg/g in high and 
medium exposures areas in China [77], 0.74 μg/g in Swedish individuals 
[76] and 16.9 μg/day in a Belgian population [75]). All the individual 
studies in the meta-analyses showed a statistically significant associa-
tion between Cd exposure and fracture risk, including some studies 
conducted in postmenopausal women and participants older than 50 
years. In a post-hoc analysis, we observed a different association be-
tween Cd and reduced BMD below (OR = 0.93 [0.62,1.38]) and above 
(1.14 [0.50, 2.63]) 105 μg/L of selenium. However, the p-interaction 
clearly was not statistically significant (p interaction = 0.94) and the 
confidence intervals were wide and overlapping. These results, thus, do 
not support that the association between cadmium levels and BMD is 
differential by Se status in our study population. 

For As, bone disease has not been described as a typical manifesta-
tion of Arsenicosis in areas with disproportionate exposure [78]. At 
lower exposure levels, two case-control studies from Turkey (N = 336, 
median hair As = 1.01 μg/g) [79], and Korea (n = 985, mean urinary As 
~ 8.9 μg/g) [80] reported no statistically significant associations of As 
with central and peripheral BMD, respectively. No other epidemiolog-
ical studies have evaluated the association between As and BMD-related 
outcomes at the lower exposure range. 

Our study is not exempt of limitations. For instance, total plasma Se 
levels do not provide information of individual Se species. More detailed 
analyses of specific selenoproteins levels and activity would allow to 
better understand the relation of Se with bone disease. Another limita-
tion is the lack of information about central BMD measure for the whole 
study population. However, a calcaneus T-score < -1.0 SD showed a 
sensitivity of 85% and a negative predictive value of 79% for the iden-
tification of participants with osteoporosis in a small subset of study 
population [29]. The T-score cut-off associated with the highest speci-
ficity in our study population was -2.5 SD. However, only 57 partici-
pants showed calcaneus BMD levels below this cut-off [29]. Finally, we 
cannot discard residual confounding in our results as in other observa-
tional studies. For instance, the menopause status of women in our study 

population was unknown. Nonetheless, our data does not support a 
differential association of Se and reduced BMD in women or individuals 
younger than 50 years old. Conversely, an important strength of our data 
is that the study population is a representative sample of a general 
population. Another strength is the availability of both prevalent and 
incident BMD-related endpoints, and well-established trace elements 
biomarkers of exposure, which have been obtained by standardized 
protocols including a rigorous quality control. 

5. Conclusions 

In conclusion, Cd and As exposure were not associated with BMD 
loss. For Se, however, we observed a non-linear association with BMD 
endpoints, including a markedly strong positive association with frac-
tures risk at the higher Se exposure range among individuals older than 
50 years. Our findings are compatible with a role of redox unbalance in 
explaining Se-associated bone disease. Given the substantial impact of 
bone mass loss in the elderly population, additional large prospective 
studies are needed to confirm the relevance of our findings to bone loss 
prevention in the population depending on Se exposure levels. 
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subclasses) was positive for Se and Zn, but inverse for Cu, arsenobetaine-corrected arsenic (As) and Sb. The 
association with mPC2 (reflecting essential amino acids, including aromatic, and bacterial co-metabolism) was 
inverse for Se, Zn and Cd. The association with mPC3 (reflecting LDL subclasses) was positive for Cu, Se and Zn, 
but inverse for Co. The association for mPC4 (reflecting HDL subclasses) was positive for Sb, but inverse for 
plasma Zn. These associations were mainly driven by Cu and Sb for mPC1; Se, Zn and Cd for mPC2; Co, Se and Zn 
for mPC3; and Zn for mPC4. The most SNP-metal interacting genes were NOX1, GSR, GCLC, AGT and REN. Co 
and Zn showed the highest number of interactions with genetic variants associated to enriched endocrine, car-
diovascular and neurological pathways. 
Conclusions: Exposures to Co, Cu, Se, Zn, As, Cd and Sb were associated with several metabolic patterns involved 
in chronic disease. Carriers of redox-related variants may have differential susceptibility to metabolic alterations 
associated to excessive exposure to metals.   

1. Introduction 

Mounting evidence supports that exposure to trace elements -mostly 
metals and metalloids, hereinafter referred to as “metals” - can sub-
stantially influence human health [1–5]. In the human body, essential 
metals, such as copper (Cu), selenium (Se) and zinc (Zn), are key 
enzymatic components playing a fundamental role on several cellular 
processes, including redox balance maintenance [6,7]. Essential metals 
are also needed for human microbiota metabolic activities because they 
have a role as cofactors in bacterial enzymatic pathways [8]. While low 
concentrations of essential metals can be damaging for the optimal 
function of human and bacterial metabolism [9], excessive concentra-
tions may have not only adverse metabolic outcomes, but also induce 
alteration of enzymes involved in structural functions [10,11]. In 
addition, non-essential metals, such as cadmium (Cd) or arsenic, with no 
physiological function, but well-established toxic effects, can act as 
competitors for enzymatic binding sites and interfere with several 
metabolic processes [7]. For instance, divalent toxic metals bind to 
sulfhydryl groups, which not only counteracts the antioxidant properties 
of glutathione and metallothioneins [12], but also interferes with 
glucose capture into cells [7], signal transduction pathways [6], and the 
one-carbon and citric acid metabolism [13]. 

Some studies have evaluated individual metals, mainly essential, in 
relation to specific metabolites subclasses, especially lipoproteins and 
fatty acids [14–18], but also inflammation markers and products of 
microbiota and microbiota composition [19–23]. However, limited 
epidemiologic studies have considered the joint influence of metal bio-
markers on an extended panel of metabolites. A small pilot study in the 
Strong Heart Study participants (N = 145) found correlations between 
several urinary metals (including molybdenum [Mo], Se, Zn, inorganic 
arsenic and antimony [Sb]) and amino acids, fatty acids and lipid 
metabolism [24]. Larger epidemiologic studies are needed to confirm 
these findings. 

The main objective of the current analysis was to evaluate the cross- 
sectional association of essential (urine cobalt [Co] and Mo, and plasma 
Cu, Se and Zn) and non-essential (urine barium [Ba], Cd, chromium 
[Cr], Sb, vanadium [V] and arsenic corrected for arsenobetaine [As]) 
metal exposure biomarkers with NMR-measured plasma metabolites 
(including amino acids, fatty acids, fluid balance, energy, bacterial co- 
metabolism, and lipoprotein subclasses) in the Hortega Study, a 
population-based sample of a general population from Spain. Omics 
technologies can give an expanded view of metabolites unbalance 
potentially exerted by metals. In this way, metabolomics coupled to 
advanced statistical methods, can provide a holistic view of how bio-
logical pathways are inter-related, and help to understand the overall 
impact of metals in cellular metabolism and health. In this study, we 
summarized correlated metabolites using variable-reduction methods 
based on principal components (PC). We subsequently evaluated the 
individual and joint influences of metals on metabolic profiles using 
traditional and Bayesian Kernel Machine Regression (BKMR) methods, 
which allow a flexible view of the highly dimensional non-linear inter- 
relationships among metals and the metabolic patterns represented by 
the estimated metabolic PCs (mPCs). 

Finally, since altered redox metabolism has been postulated to be one 
of the main mechanisms for the detrimental health effects of metals [6,7, 
25–27] -indeed several metals were associated to oxidative stress bio-
markers in our study population [26,28]-, we also explored candidate 
gene-environment interactions (i.e. whether carriers of genetic variants 
in redox-related genes show a differential association of metals with 
metabolic patterns) and conducted subsequent biological pathway 
analysis of genes annotated to relevant interacting genetic variants. 

2. Materials and methods 

2.1. Study population 

The Hortega Cohort is a representative sample from beneficiaries of 
the Hospital Universitario Rio Hortega’s catchment area. The exami-
nation phase was conducted in 2001–2003 resulting in 1502 adults 
recruited with ages between 15 and 85 years. The sampling scheme and 
methodology have been previously reported [29]. We excluded 299 
participants missing metabolites, 55 participants missing metals, and 3 
participants missing other variables of interest. A total of 1145 partici-
pants were included in the final analyses. 

The Ethics Committee of the Hospital Universitario Rio Hortega 
approved the research protocol, and every participant provided 
informed consent. 

2.2. Metals measures 

Urine and plasma samples were collected at the 2001–2003 exami-
nation visit and kept frozen at <80◦ in the Hortega Study biorepository. 
In 2010, plasma Cu, Se and Zn, which are considered as biomarkers of 
essential metal status, were evaluated by atomic absorption spectrom-
etry (AAS) with graphite furnace at Cerba international Laboratories 
Ltd. The limit of detection (LOD) (and corresponding coefficient varia-
tion [CV]) was 0.63 μg/dL (7.2%) for Cu, 29.9 μg/L (5.6%) for Se and 
0.65 μg/dL (4.2%) for Zn; no individual had levels below the LOD for 
plasma metals. For plasma determinations, Scharlau Standard Solutions 
were used as reference material for accuracy. In 2013, total urine metals 
(arsenic, Ba, Cd, Cr, Co, Mo, Sb and V), which are considered as bio-
markers of short-term exposure to most non-essential metals, and 
arsenobetaine (AsB), which was needed to distinguish organic arsenic 
from seafood, were measured using inductively coupled-plasma mass 
spectrometry (ICP-MS) and anion exchange high performance liquid 
chromatography (HPLC) coupled to ICP-MS, respectively, on a 7500 CE 
spectrometer with octapole reaction cell (Agilent Technologies, Tokyo, 
Japan). For urine metals, the LOD (and corresponding CV) were 0.024 
μg/L (6.5%) for total arsenic, 0.0005 μg/L (1.9%) for Ba, 0.005 μg/L 
(5.2%) for Cd, 0.038 μg/L (4.3%) for Cr, 0.001 μg/L (3.0%) for Co, 0.01 
μg/L (1.8%) for Mo, 0.003 μg/L (5.3%) for Sb and 0.008 μg/L (3.6%) for 
V. The percentage of individuals below the LOD was 0.07% for Cd, 
0.14% for Co and 1.81% for Sb. For other urine metals there were no 
individuals with undetectable values. The corresponding LOD (CV) for 
urine AsB was 0.056 μg/L (9.7%), leaving 4.7% of participants with 
undetectable AsB values. ClinCheck Urine Control for AsB and for total 
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trace elements at Level I and II (RECIPE) were used for accuracy. 
Reference materials for all metal determinations were traceable to the 
corresponding National Institute of Standards and Technology refer-
ences. Quality control was additionally ensured corroborating internal 
controls. Appropriate analytical controls were within two standard de-
viations of reference means. 

AsB is an organic arsenic specie without toxic effect in human body 
and it is predominantly found in seafood [30]. As seafood consumption 
in Spanish population is very high, we needed to consider the contri-
bution of AsB to total arsenic levels. Because arsenic species concen-
trations, including AsB, were determined only in a randomized 
subsample of 295 individuals, an imputation strategy for missing data 
based on Markov Chain Monte Carlo (MCMC) by Gibbs sampling was 
performed following published methods [1]. For the present analysis, 
AsB values in the complete dataset after imputation were used to define 
a biomarker reflecting total urine arsenic concentrations not from sea-
food by regressing total urine arsenic on AsB [31]. Finally, the mean of 
total arsenic concentrations among participants with low AsB (defined 
as individuals with measured or imputed AsB levels below the second 
percentile of AsB distribution [4.72 μg/L]) was added to the residuals in 
order to obtain levels of inorganic As exposure meaningful for the 
population had seafood consumption been minimized. Urine biomarkers 
in μg/L were divided by urine creatinine in g/L to consider urine 
dilution. 

2.3. Metabolites measures 

Metabolomic profiles were detected by Nuclear Magnetic Resonance 
(NMR) Spectroscopy in non-fasting plasma. Eighty-two microliters of 
D2O were added to 418 μl of blood plasma and placed in a 5-mm NMR 
tube. 1H NMR spectra were recorded using a Bruker Avance DRX 600 
spectrometer (Bruker GmbH, Rheinstetten, Germany). A single-pulse 
pre-saturation experiment was acquired in all samples. Measurements 
were performed at 37 ◦C. The spectra were referenced using the doublet 
of Alanine at 1,478 ppm. The aliphatic region of the spectra was 
investigated. To remove differences in metabolite total concentration, 
the spectra were normalized to total aliphatic spectral area. Signals 
belonging to selected metabolites were quantified using semi-automated 
in-house MATLAB 6.5 (The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts) 
integration and peak-fitting routines. To identify and subsequently 
confirm the assessment of metabolites, we used Chenomx NMR Suite 4.5 
software and two-dimensional NMR technology including homonuclear 
correlation spectroscopy and heteronuclear single quantum correlation 
spectroscopy. We used Human Metabolome Database [32] and 2D NMR 
experiments to aid the structural identification of relevant metabolites. 

In addition, 500 μl of blood plasma samples were shipped on dry ice 
to Biosfer Teslab (Reus, Spain) for an advanced lipoprotein profiling by 
using the LIPOSCALE® test, a commercially available methodology 
based on 2-D diffusion-ordered 1H NMR spectroscopy [33]. The lipo-
protein profile characterization included the lipid content and size of the 
main lipoprotein classes (very low-density lipoprotein [VLDL], 
low-density lipoprotein [LDL] and high-density lipoprotein [HDL]), and 
the particle concentration of its respective large, medium and small li-
poprotein subclasses. 

We adjusted all metabolites by fasting time (hours) to remove the 
potential variability introduced by fasting, and we recalibrated the 
distribution of resulting residuals to metabolites mean in individuals 
reporting fasting condition. 

2.4. DNA isolation, SNP selection and genotyping 

Using Chemagic System (Chemagen), we obtained DNA diluted in a 
concentration of 100 ng/mL from peripheral blood cells. The quality of 
DNA was considered with PicoGreen dsDNA Quantification Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). After a bibliography search and the use 
of SYSNPS program [34], a total number of 341 single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) were identified from 79 oxidative stress-related 
candidate genes. Those genes encode proteins related to redox and 
mitochondrial respiratory chain reactions and other pathways involved 
in oxidative stress processes. Then, we performed an oligo-ligation assay 
(SNPlex, Applied Biosystems, Foster City, CA) to genotype the SNPs 
using the appropriate recommendations for the polymorphism nomen-
clature [35]. All these SNPs have been associated to functional nucleo-
tides changes or health outcomes. Among the 341 selected SNPs, we 
excluded 33 SNPs because did not have exactly 2 alleles, and 17 SNPs 
because did not have exactly 3 genotypes, leaving a final number of 291 
SNPs for the analyses. The mean coverage of the final 291 included SNPs 
was 96.9%. For most relevant SNPs, we reported the genotyping 
coverage, minor allele frequency (MAF) and Hardy Weinberg equilib-
rium (HWE) P value. 

2.5. Other relevant variables 

Participants were interviewed by trained staff in order to collect self- 
reported sociodemographic and lifestyle data. Smoking and alcohol 
intake were classified as never, former and current status. Diet was 
assessed with semi-quantitative food frequency and two 24-h recall 
questionnaires. We collected physical activity information by asking 
about weekly amount of specific individual activities. First, we assessed 
the amount and frequency of dedicated time to practice physical activity 
per week -walking and physically active hobbies, sports, or exercises, 
including jogging or running, riding a bicycle or an exercise bicycle, 
swimming, aerobic dancing, other dancing, calisthenics or floor exer-
cises, gardening or yard work, and weight lifting- and subsequently we 
estimated METs-minute/week following the equivalences in the Com-
pendium of Physical activities [36] to obtain the METs-minute/week. 
Second, we added the METs-minute/week for all the reported activ-
ities for each participant. We categorized physical activity below and 
above 3000 METs minute/week, since it has been shown that lower risk 
for diabetes, stroke and other outcomes occurred especially above 3000 
METs minute/week [37]. Urine cotinine was measured by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (“Analysis DRI® Cotinine” 
Kit, Ref. 0395 Microgenics laboratories), with concentrations below the 
LOD (34 ng/mL) in 77% of the participants. We defined diabetes as 
fasting plasma glucose ≥126 mg/dL, hemoglobin A1c (HbA1c) ≥ 6.5%, 
medical record of type 2 diabetes or medication use. High cholesterol 
was defined as a total cholesterol ≥200 mg/dL or lipid lowering medi-
cation. Body mass index (BMI) was calculated from the weight (kilo-
grams) divided into height (meters) squared. Obesity was defined as a 
BMI equal or higher than 30 kg/m2. Urine and serum creatinine were 
measured by the modified kinetic Jaffé method by isotope dilution mass 
spectrometry on a Hitachi 917 analyzer (Rocher, Boheringer, Germany). 
Kidney function was assessed with the glomerular filtration rate (eGFR), 
estimated by CKD-EPI equation [38]. 

2.6. Statistical analysis 

Descriptive analysis. We estimated median and interquartile range of 
plasma metabolites by participants characteristics. We used principal 
components analysis (PCA) to summarize correlated metabolites. First, 
we standardized plasma metabolites by calculating a z-score on the 
fasting-adjusted residuals. To maximize the variances of the factor 
loading across variables we calculated the varimax rotation. Subse-
quently, we described participants characteristics above and below 
median mPC scores. 

Association analysis. The association between metals (independent 
variables) with mPCs (dependent variables) was evaluated by adjusted 
linear regression introducing first one metal at a time as independent 
variable in separate models (so called “single-metal” model). For each 
statistically significant metal from single-metal models, we also ran 
models further adjusted for other statistically significant metals (so- 
called “multiple-metals” model). Metal concentrations were modeled as 
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log-transformed continuous variables, and the obtained regression co-
efficients were re-scaled to compare the 80th to the 20th percentiles of 
metal distributions. Statistical models were adjusted for age (years), sex 
(female, male), education (<high school, ≥high school), smoking status 
(never, former, current), urine cotinine levels (<34, 34–500, ≥500 ng/ 
mL), cumulative smoking (packs-years), alcohol intake (gr/day), eGFR 
(mL/min/1.73 m2), lipid lowering medication treatment (yes, no), ex-
ercise (METs min/week) and total triglycerides (mg/dL). In preliminary 
analysis, we also adjusted for total energy, fat, carbohydrate, and pro-
tein intakes and BMI, with no substantial change in the results. We, thus, 
excluded these variables from subsequent analysis to avoid excluding 
additional participants with missing values. 

Metal mixture analysis using BKMR. Due to the difficulties to apply 
regression models when considering multiple metals simultaneously in 
the models, including between-metal correlations, non-linear relation-
ships and high order interactions within mixture components [39], we 
run flexible BKMR models separately for each of the estimated mPCs 
endpoints. Posterior inclusion probabilities (PIPs) obtained from the 
BKMR models gives a measure of how likely a compound within a the 
mixture in the model is driving the association of the full mixture [40]. 
BKMRs also enables the evaluation of the full-mixture dose response as 
well as specific dose responses for individual metals when all the others 
are fixed at a given percentile of their distribution. 

Gene-environment interaction. To explore the potential interaction of 
metals with SNPs annotated to candidate genes involved in oxidative 
stress pathways, we included an interaction term in separate linear 
regression models for log-transformed metals by the individual SNPs. 
For each SNP we assumed an additive model (0, 1, or 2, minor allele 
dosage). We considered strongly suggestive statistical interactions if the 
P value associated to the interaction regression coefficient was ≤ 1 ×
10−3. We also reported statistically significant interactions according to 
a Bonferroni P value cut-off of 1.7 × 10−4 (estimated as 0.05 divided by 
291 SNPs). 

Biological pathway analysis. In brief, we performed KEGG pathway 
enrichment and network analysis with genes annotated to SNPs with 
interaction P values≤ 1 × 10−3. The enrichment analysis aims to provide 
a global view of significant data, as it takes into account the accumulated 
biological knowledge of how genes work together, allowing the identi-
fication of predominant or enriched pathways. One of the most widely 
used databases for enrichment analysis is KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes), which is a knowledge base for the systematic 
analysis of gene functions that links genomic information with high- 
level functions in the biological systems [41]. The significance 
threshold for KEGG pathway enrichment was set to a P value ≤ 0.05 
based on a two-sided hypergeometric exact test. We conducted pathway 
enrichment analysis out of the union set of interacting genes annotated 
across the four mPCs (i.e. “overall pathway enrichment”) and, also, 
separately by specific mPCs (i.e. “mPC-specific pathway enrichment”). 
We also descriptively show pathways within the KEGG database that 
contain at least one of the genes annotated to statistically suggestive and 
significant interactions separately for specific mPC. A Kappa statistic, 
which is used to define KEGG terms interrelations (edges) and functional 
groups based on shared genes between terms, was estimated and set to 
0.6 [42,43]. 

Statistical analysis was conducted with “survey” package in R soft-
ware (version 4.0.4) to account for the complex survey design. For the 
joint analysis of metals, we used MCMC algorithm as conducted by the 
BKMR package in R software [39]. We conducted pathway enrichment 
and network analysis of genes that showed statistically significant and 
suggestive gene-metal interactions using Cytoscape (version.3.8.2) [44] 
with the ClueGO (version 2.5.8) and CluePedia (version 1.5.8) [42,43] 
plugins. 

3. Results 

3.1. Descriptive analysis 

The geometric mean of urine metals were 0.25 μg/g for Co, 26.1 μg/g 
for Mo, 6.54 μg/g for As, 62.04 μg/g for Ba, 0.37 μg/g for Cd, 3.55 μg/g 
for Cr, 0.07 μg/g for Sb, 2.08 μg/g for V. The corresponding geometric 
means for plasma metals were 93.8 μg/dL for Cu, 83.7 μg/L for Se, 77.1 
μg/dL for Zn. In PCA, four mPC with eigen values > 2 explained 40.3%, 
16.3%, 12.5% and 9.2% respectively of the metabolites joint variability. 
Based on the estimated loadings, mPC1 mostly reflected non-essential 
and essential amino acids including branched-chain (BCAA) (leucine, 
isoleucine, and valine) and bacterial co-metabolism (trimethylamines, 
isobutyrate and phenylpropionate) versus fatty acids and VLDL sub-
classes; mPC2 reflected essential including aromatic amino acids (AAA) 
(tyrosine, tryptophan), fluid balance and bacterial co-metabolism (iso-
propanol and methanol); mPC3 reflected LDL and mPC4 HDL subclasses 
(Supplemental Fig. S1). Females, never smokers and drinkers, and par-
ticipants without obesity and diabetes showed higher mPC1 and mPC2. 
On the contrary, participants with higher mPC3 overall showed an 
unhealthier cardiovascular profile (Table 1). Participants with higher 
mPC4 were more likely women, never smoker, but with lower physical 
activity levels. Correspondingly, while men and elder participants and 
participants with obesity and diabetes had lower plasma amino acids 
concentrations, they showed higher fatty acids and pro-atherogenic li-
poprotein levels and unhealthy lifestyle (Supplemental Table S1). 

3.2. Association analysis 

In our study population, plasma Se and Zn were positively associated 
with mPC1 (mean difference [MD] [95%CI] 0.06 [0.01, 0.10] and 0.07 
[0.01, 0.13], respectively), while plasma Cu, urine As and Sb were 
inversely associated with mPC1 (MD [95%CI] −0.10 [−0.16, −0.05], 
−0.05 [−0.09, 0.00] and −0.08 [−0.15, 0.00], respectively). Plasma Se 
and Zn and urine Cd were inversely associated with mPC2 (MD [95%CI] 
−0.20 [−0.35, −0.05], −0.15 [−0.27, −0.04] and −0.18 [−0.33, 
−0.04], respectively). The association with mPC3 was positive for 
plasma Cu, Se and Zn (MD [95%CI] 0.20 [0.10, 0.30], 0.16 [0.07, 0.26] 
and 0.19 [0.07, 0.30], respectively) and inverse for urine Co (MD [95% 
CI] −0.10 [−0.19, −0.02]). The association with mPC4 was inverse for 
Zn (MD [95%CI] −0.15 [−0.23, −0.06] and positive for Sb (0.15 [0.01, 
0.30]) (Table 2). In multiple-metal models, the associations identified 
between metals and mPCs remained basically unchanged (Supplemental 
Table S2). 

3.3. Bayesian Kernel Machine Regression analysis 

We ran BKMR models with variable selection to identify most rele-
vant metals from our linear regression results based on the estimated 
PIPs. The highest PIPs in mPC1 models were 0.72 for Cu and 0.43 for Sb; 
the corresponding PIPs were 0.82 for Zn, 0.80 for Se and 0.35 for Cd in 
mPC2 models; 0.98 for Zn, 0.67 for Co and 0.33 for Se in mPC3 models, 
and 0.91 for Zn in mPC4 models (Supplemental Table S3). In addition, 
the full metals mixture was associated with mPCs 1 to 3, but not mPC4 
(Supplemental Fig. S2). Metals within the mixture did not show relevant 
interactions for most mPCs, except a potential interaction of Sb by Mo 
with mPC1, and Cd by Se with mPC2 (Fig. 1). Supplemental Figs. S3–S6 
show the bivariate-metal exposure response association (difference in 
the mPCs scores) for a given metal, considering a second metal fixed to 
the 25th, 50th and 75th percentiles. 

3.4. Candidate gene-metals interaction 

In gene-environment interaction analyses between metals and redox- 
related SNPs with mPCs, 20 genetic variants showed interaction P 
values < 0.001 (6 of them also statistically significant at the Bonferroni 
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significance threshold, including SNPs annotated to XDH, NDUFS6, 
COX6B1, NOX1, NOX5 and AGT) (Supplemental Table S4). 

For essential metals, Co showed interactions with mPC1 by 
rs3730103 (REN), with mPC3 by rs139998 (TXN2), rs2071429 (G6PD), 
rs1014852 (GCLC) and rs1002149 (GSR), and with mPC4 by rs1926723 
(AGT) and rs699 (AGT); Cu showed interactions with mPC3 by 
rs35404864 (NOX1); Mo showed interactions with mPC4 by 
rs35404864 (NOX1), rs1492078 (AGTR1) and rs35887529 (RAC1); Se 
showed interactions with mPC3 by rs1014852 (GCLC) and with mPC4 
by rs35404864 (NOX1); Zn showed interactions with mPC1 by 
rs45564939 (XDH); with mPC2 by rs2647169 (SDHB) and rs4806187 
(COX6B1) and with mPC3 by rs11122576 (AGT). 

For non-essential metals, As showed interactions with mPC2 by 
rs2911678 (GSR), with mPC3 by rs3215332 (REN) and rs11571092 
(REN), and with mPC4 by rs1133322 (COX5A); Ba showed interactions 
with mPC1 by rs1002149 (GSR) and rs972891 (NDUFS6) and with 
mPC4 by rs35404864 (NOX1), rs3749930 (NOX3), rs2036343 (NOX5) 
and rs2871 (NR3C2); Cd showed interactions with mPC1 by rs6849903 
(NR3C2) and with mPC3 by rs4889657 (COX6A2); Cr showed in-
teractions with mPC1 by rs35404864 (NOX1) and with mPC2 by 
rs12907196 (NOX5); Sb showed interactions with mPC2 by rs2071409 
(LPO) and with mPC3 by rs12095517 (AGTRAP); and V showed in-
teractions with mPC2 by rs12907196 (NOX5) and with mPC3 by 
rs35404864 (NOX1). 

3.5. Biological pathway analysis of genes related to interacting SNPs 

In overall KEGG enrichment analysis, “Diabetic cardiomyopathy” 
was the most enriched term among the union set of redox-related genes 
annotated to SNPs that showed relevant statistical interactions with 
metals across all mPCs (11 genes interacting with Co, Mo, Zn, As, Ba and 
Cd), followed by “Pathways of neurodegeneration” (7 genes interacting 
with Cu, Mo, Se, Zn, As, Ba, Cd, Cr and V), “Non-alcoholic fatty liver 
disease”, “Amyotrophic lateral sclerosis” and “Prion disease” (6 genes 
interacting with Mo, Zn, As, Ba and Cd); “Alzheimer disease” (6 genes 
interacting with Cu, Mo, Se, Zn, As, Ba, Cd, Cr, and V) and “Parkinson 
disease” (6 genes interacting with Co, Zn, As, Ba and Cd) (Fig. 2). NOX1, 
which interacted with 6 out of 11 metals (Cu, Mo, Se, Ba, Cr and V), was 
associated with other biological pathways such as “AGE-RAGE signaling 
pathway in diabetes complications” and “Fluid shear stress and 
atherosclerosis” (Fig. 2). Other relevant genes annotated to SNPs inter-
acting with more than one metal were GSR (interactions with Co, As and 
Ba), AGT (interactions with Co and Zn), GCLC (interactions with Co and 
Se) and REN (interactions with Co and As) (Fig. 2). Supplemental 
Figs. S7–S10 descriptively show the connection of KEGG biological 
pathways that included at least one gene annotated to identified inter-
acting SNPs, separately for mPC-specific subnetworks. 

4. Discussion 

In our population-based study, Co, Cu, Se, Zn, As, Cd and Sb exposure 
biomarkers were related to specific metabolic patterns. Particularly, Cu, 
Se, Zn, As, and Sb showed associations with a metabolic pattern (mPC1) 
reflecting non-essential and essential amino acids -including BCAA-, and 
bacterial co-metabolism, versus fatty acids and VLDL. Se, Zn and Cd 
showed associations with a metabolic pattern (mPC2) reflecting other 
essential amino acids -including AAA-, and bacterial co-metabolism. Co, 
Cu, Se and Zn showed associations with a metabolic pattern (mPC3) 
reflecting LDL. Zn and Sb showed associations with a metabolic pattern 
(mPC4) reflecting HDL. We identified gene-metal interactions in our 
data, which pointed to shared biological pathways with a role in 
endocrine, cardiometabolic and neurological diseases. Co and Zn 
showed, overall, the highest number of statistical interactions annotated 
to genes from enriched biological pathways. 

Metal exposure and exposure biomarkers. For this study we used 
metal exposure biomarkers that integrate all exposure sources including 
food, water and air [45]. Particularly, we measured some essential 
metals, such as Se [46] and Zn [47], in plasma, which is an accepted 
biomarker of current status. While plasma is also considered a 
biomarker of nutritional status in Cu-deficient populations, it is unclear 
whether in Cu-repleted populations plasma Cu reflects exposure or, 
rather, Cu endogenous metabolic capacity [48]. For the rest of metals, 
total urine biomarkers mostly reflect recent exposure due to short 
half-life [49], except for Cd, with a longer half-life component, which is 
also interpreted as long term presence in the body [50], and As, which in 
our study was corrected for AsB values to reflect inorganic As exposure 
not from seafood following well-accepted methods [51] because seafood 
consumption is substantial in Spain. Interestingly, under continuous and 
maintained exposure conditions, urine could also be a good indicator for 
long-term exposure to metals, as it has been shown for inorganic As [52]. 
Metal exposure biomarkers are widely used in the field of environmental 
health sciences. Indeed, variation in metal exposure biomarkers has 
been related to multiple health endpoints in human populations, 
including samples of general populations such as our study population 
[1,3,4,53] and the US National Health and Nutrition Examination Sur-
vey [54–56], which showed relatively low metal exposure levels. 

Metals and metabolomics. Some studies have evaluated the role of 
metabolomic profiling as biomarkers in pathologies such as cancer 
[57–59], renal [60,61], neurological [62], and mainly, cardiometabolic 
diseases [63,64]. However, few studies have explored the potential role 
of joint metals exposure as determinants of metabolites levels, which is 
relevant because it implies that metabolomic changes may mediate 
well-established associations of metals with health outcomes, including 
neurological [65], bone [66], kidney disease [67], cancer [68–70] and 
CVD [71]. In our data, the reported associations of Sb and Co with 
metabolic patterns are novel, except for two experimental studies that 
evaluated the role of Co on lipoprotein metabolism with heterogenous 

Table 1 
Participant characteristics in subgroups defined by median metabolic principal component (mPC) levels in the Hortega Study (N = 1,145).   

mPC1 mPC2 mPC3 mPC4  

≤0.27 >0.27 ≤0.03 >0.03 ≤-0.13 >-0.13 ≤-0.12 >-0.12 
Female %, (N) 37.7 (224) 64.36 (343) 51.69 (283) 50.33 (284) 51.03 (274) 50.99 (293) 29.03 (158) 73.07 (409) 
Age (years), Mean (SE) 52.26 (0.52) 44.95 (0.49) 49.73 (0.52) 47.48 (0.52) 44.04 (0.5) 53.18 (0.51) 45.73 (0.47) 51.5 (0.49) 
Never Smoker, % (N) 39.94 (252) 49.82 (282) 45.21 (265) 44.54 (269) 44.4 (253) 45.35 (281) 38.96 (225) 50.81 (309) 
Former Smoker, % (N) 31.07 (195) 25.94 (148) 30.37 (180) 26.65 (163) 27.64 (167) 29.38 (176) 31.03 (182) 25.98 (161) 
Current Smoker, % (N) 28.99 (146) 24.23 (122) 24.43 (124) 28.81 (144) 27.95 (145) 25.28 (123) 30.00 (150) 23.22 (118) 
Alcohol intake (gr/day), Mean (SE) 14.48 (1.08) 8.99 (0.75) 12.45 (1.06) 11.03 (0.78) 12.79 (0.93) 10.69 (0.93) 13.83 (0.94) 9.65 (0.93) 
Obesity, % (N) 23.45 (141) 10.31 (61) 17.77 (106) 16.13 (96) 13.36 (79) 20.58 (123) 18.02 (105) 15.91 (97) 
Diabetes, % (N) 10.26 (79) 1.99 (15) 6.73 (52) 5.52 (42) 6.37 (49) 5.88 (45) 7.08 (55) 5.17 (39) 
High cholesterol, % (N) 60.53 (363) 45.59 (255) 63.73 (366) 42.4 (252) 23.98 (148) 82.21 (470) 48.49 (273) 57.67 (345) 
Total triglycerides (mg/dL), Mean (SE) 238.2 (5.13) 112.1 (1.45) 197.1 (5.25) 153.3 (3.44) 162.9 (4.2) 187.6 (4.78) 181.5 (4.66) 168.9 (4.4) 
eGFR (mL/min/1.73m2), Mean (SE) 90.3 (0.77) 98.2 (0.7) 92.4 (0.77) 96.0 (0.72) 98.0 (0.73) 90.4 (0.75) 96.1 (0.72) 92.3 (0.75) 
Exercise <3000 METs min/week, % (N) 41.74 (245) 38.88 (208) 39.95 (223) 40.67 (230) 41.81 (234) 38.81 (219) 44.05 (247) 36.57 (206) 

Abbreviations: SE: standard error; eGFR: estimated glomerular filtration rate. 
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conclusions [72,73]. For other relevant metals, we will next review the 
consistency of our findings with available epidemiologic and mecha-
nistic studies. 

Amino acids. Amino acids are the basic protein structure, which are 
generally needed for homeostasis, nutrition and immune system regu-
lation [74]. Among them, dysfunctional levels of BCAA (isoleucine, 
leucine and valine), which are essential amino acids, have been mainly 
related to cardiometabolic and vascular outcomes [75,76]. On the other 
side, AAA (tyrosine and tryptophan) are precursors of catecholamines, 
dopamine, melatonin and serotonin. While AAA deficiency has been 
related to neurological [77] and cancer conditions [78], dispropor-
tionate AAA levels are also related to metabolic and cardiovascular 
disease (CVD) [79]. 

In our data, mPC1 mainly reflected increased non-essential and 
essential amino acids including BCAA, whereas metabolic pattern mPC2 
mainly reflected other amino acids including AAA. A body of evidence 
has reported the potential impact of metal exposure in amino acid levels 
[24,80–82] but there is still a major research gap. Consistent with our 
results, a cross-sectional study in children (N = 155) found that serum 
Zn was positively correlated to valine concentrations [77], and an 
experimental study with chickens reported that Se supplementation 
increased leucine and alanine and decreased cysteine and tyrosine levels 
[82]. Inconsistently to our results, a small study from the Strong Heart 
Study (N = 145) reported that urine Se and As were positively associated 
with plasma tryptophan and proline, respectively [24]. Nevertheless, 
plasma Se, a better-established biomarker of Se status compared to 
urine, was not available for a direct comparison with our results. Our 
results are not either consistent with those found in a small Mexican 
study, in which urine As was positively associated with proline and 
inversely with tyrosine [81]. In addition, an experimental study with 
chickens found that Cd supplementation in diet decreased cysteine, 
tyrosine and alanine, and increased leucine, as measured in pectoral 
muscles [82]. The exposure route and dose may not be extrapolated to 
our study population, where one of the main Cd exposure sources was 
smoking. In general, previous epidemiologic studies were small, so 
random chance cannot be discarded as the most likely explanation for 
the findings, or results were not directly comparable because the 
exposure biomarkers or sources were different. Interestingly, in our 
study we observed potential interactions of Sb by Mo for mPC1 and Cd 
by Se for mPC2. There are no available experimental studies supporting 
the Sb by Mo interaction. Interestingly, a study in mice suggested that Cd 
accumulation in several tissues depended on Se levels [83]. 

Bacterial co-metabolism. The microbiota hosted in humans stimulates 
immune system and contributes to metabolism [84]. Consequently, 
microbiome imbalance could have a role on the progress of car-
diometabolic [85], infectious and inflammatory disease [86]. Some 
studies have pointed to a potential role of trimethylamines (TMAO), 
products of gut metabolism, in the pathogenesis of cardiometabolic 
conditions [85] including incident cardio-cerebrovascular events and 
all-cause mortality [87]. In our study, mPC1 (partly reflecting iso-
butyrate, but also, trimethylamines, phenylpropionate and O-phos-
phoethanolamine) models showed positive associations for Se and Zn 
and inverse associations for Cu, As and Sb; and mPC2 (partly reflecting 
isopropanol and methanol) models showed positive associations for Se, 
Zn and Cd. Associations of low serum Se and Zn levels and changes in 
microbiota composition have been reported in cross-sectional studies in 
Korean adults [88] and Polish children [89]. In a Chinese study, par-
ticipants with inflammatory bowel disease, which had lower microbial 
diversity compared with healthy participants, reported lower Se con-
sumption [23]. However, the directionality of these associations is not 
fully understood as Se modifies microbiota expression, but microbiota 
can also change Se levels in oxidative stress conditions, because Se is 
consumed by the bacteria [90–93]. Some experimental studies demon-
strate variations in microbiota diversity and composition after metal 
exposure [21,94–98]. For instance, an experimental study in mice 
detected changes in gut microbiome after Cd supplementation [94]. 

Table 2 
Mean difference (MD) (95% CI) of metabolic principal components (mPC1 to 
mPC4) comparing the 80th to the 20th percentile of the urine metal distribution 
in adult participants from the Hortega Study (N = 1,145).   

mPC1 mPC2 mPC3 mPC4 

Essential metals 
Urine Co (μg/g) 

MD 
(95% 
CI) 

−0.02 (−0.07, 
0.03) 

−0.05 (−0.13, 
0.03) 

−0.10 (−0.19, 
−0.02) 

0.05 (−0.02, 
0.12) 

P value 0.43 0.20 0.02 0.18 
Plasma Cu (μg/dL) 

MD 
(95% 
CI) 

−0.10 (−0.16, 
−0.05) 

0.03 (−0.07, 
0.12) 

0.20 (0.10, 
0.30) 

0.08 (−0.02, 
0.18) 

P value <0.001 0.60 <0.001 0.11 
Urine Mo (μg/g) 

MD 
(95% 
CI) 

−0.01 (−0.05, 
0.04) 

−0.07 (−0.15, 
0.02) 

−0.08 (−0.16, 
0.01) 

0.03 (−0.05, 
0.11) 

P value 0.75 0.12 0.10 0.42 
Plasma Se (μg/L) 

MD 
(95% 
CI) 

0.06 (0.01, 
0.10) 

−0.20 (−0.35, 
−0.05)a 

0.16 (0.07, 
0.26) 

0.02 (−0.06, 
0.10) 

P value 0.03 0.01a 0.001 0.61 
Plasma Zn (μg/dL) 

MD 
(95% 
CI) 

0.07 (0.01, 
0.13) 

−0.15 (−0.27, 
−0.04) 

0.19 (0.07, 
0.30) 

−0.15 (−0.23, 
−0.06) 

P value 0.02 0.007 0.001 0.001 
Non-essential metals 
Urine As 

(μg/g)     
MD 
(95% 
CI) 

−0.05 (−0.09, 
0.00) 

−0.03 (−0.11, 
0.06) 

−0.02 (−0.11, 
0.07) 

0.03 (−0.05, 
0.11) 

P value 0.03 0.54 0.65 0.44 
Urine Ba (μg/g) 

MD 
(95% 
CI) 

0.00 (−0.04, 
0.05) 

−0.03 (−0.12, 
0.06) 

−0.07 (−0.16, 
0.02) 

−0.01 (−0.09, 
0.07) 

P value 0.88 0.55 0.11 0.84 
Urine Cd (μg/g) 

MD 
(95% 
CI) 

0.01 (−0.04, 
0.05) 

−0.18 (−0.33, 
−0.04)a 

−0.06 (−0.15, 
0.03) 

0.02 (−0.06, 
0.10) 

P value 0.76 0.01a 0.17 0.66 
Urine Cr (μg/g) 

MD 
(95% 
CI) 

−0.03 (−0.07, 
0.02) 

0.01 (−0.08, 
0.11) 

−0.05 (−0.14, 
0.04) 

0.05 (−0.04, 
0.13) 

P value 0.26 0.83 0.26 0.30 
Urine Sb (μg/g) 

MD 
(95% 
CI) 

−0.08 (−0.15, 
0.00)a 

0.03 (−0.06, 
0.11) 

−0.03 (−0.11, 
0.06) 

0.15 (0.01, 
0.30)a 

P value 0.04a 0.58 0.55 0.04a 

Urine V (μg/g) 
MD 
(95% 
CI) 

−0.04 (−0.08, 
0.01) 

0.02 (−0.08, 
0.11) 

−0.05 (−0.14, 
0.04) 

0.05 (−0.03, 
0.13) 

P value 0.11 0.76 0.25 0.23 

Model adjusted for age (years), sex (male and female), education (<high school, 
≥high school), smoking status (never, former and current smoker), cotinine 
(<34, 34–500, ≥500 ng/mL), cumulative smoking (packs-years), alcohol intake 
(gr/day), eGFR (mL/min/1.73 m2), lipid lowering medication treatment (yes, 
no), exercise (METs min/week) and total triglycerides (mg/dL). 
The 80th and 20th percentiles of essential metals biomarkers distributions were 
0.63 and 0.12 μg/g for Co, 126.8 and 70.9 μg/dL for Cu, 58.6 and 10.7 μg/g for 
Mo, 103.6 and 68.8 μg/L for Se and 99.6 and 61.2 μg/dL for Zn; and for non- 
essential metals were 13.2 and 3.3 μg/g for As, 120.5 and 28.8 μg/g for Ba, 
0.75 and 0.19 μg/g for Cd, 6.5 and 1.9 μg/g for Cr, 0.2 and 0.03 μg/g for Sb, and 
3.8 and 1.2 μg/g for V. 

a Non-linear associations with corresponding metals modeled as restricted 
quadratic splines. 
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Excess Zn supplementation in mice [95] and piglets [97], but also, 
deficiency dietary Zn in chicken [96] and mice [21], have been related 
to a decline in gut microbiota diversity, and also genetic expression [98], 
possibly due to Zn-induced redox changes and competition with other 
metals for protein binding sites [99]. Additionally, many anaerobic gut 
bacteria produce acetone during fermentation [100] that can be trans-
formed to pyruvate and acetate, acting as fuel for both glycolysis and 
ketone bodies metabolism [101], thus, providing a link of human energy 
metabolism to gut microbiota co-metabolism. In our study, mPC1 and 
mPC2, which reflected increased microbiota co-metabolism, also re-
flected increased ketone bodies. 

Fatty acids and lipid metabolism. Fatty acids, partly reflected by mPC1 
in our data, come from catabolism of dietary lipids and are an energy 
source with structural and regulatory function, commonly mobilized 
from the liver to other tissues by VLDL [102]. Lipoproteins, including 
VLDL, LDL and HDL, which were also partly reflected by metabolic 
patterns mPC1, mPC3 and mPC4, respectively, are essential for lipids 
transport and have a well-known role on atherosclerotic, car-
diometabolic and inflammatory disease [103]. 

In our study, Cu exposure was inversely associated with mPC1, 
reflecting in turn a positive association with VLDL and fatty acids me-
tabolites. Only one cross-sectional study reported statistically significant 
correlations between Cu exposure with some fatty acids metabolites in 
plasma [22], but models were not adjusted by dietary factors. Although 
epidemiological studies have evaluated the role of Cu levels in altering 
the lipoprotein profile [16,104,105], few of them have included VLDL 
biomarkers, except for a small Turkish study (N = 177), which did not 
find a statistically significant correlation between Cu and VLDL [80]. 

In addition, Se levels were positively associated with mPC1, 
reflecting in turn an inverse association with VLDL, and mPC3, reflecting 
a positive association with LDL. A meta-analysis of 3 randomized 
controlled trials conducted in healthy participants concluded, consis-
tently with our findings, that Se supplementation was inversely related 
to VLDL cholesterol [106]. However, a previous meta-analysis of five 

clinical trials did not appreciate differences in VLDL after Se supple-
mentation [107]. The inclusion criteria were limited, however, to 
studies including only participants with metabolic syndrome. Moreover, 
our results are largely consistent with a number of cross-sectional 
studies reporting a positive association between serum Se and LDL 
cholesterol, particularly in Se-repleted populations [14,18,108–110], 
but also in studies using other Se biomarkers such as urine Se [111]. 
Alternatively, two meta-analysis (one of eight cross-sectional studies 
and another of five clinical trials) did not find an association between Se 
supplementation and LDL levels [106,107]. Conversely, a Mendelian 
Randomization study from Europe found that genetically elevated blood 
Se levels were associated with lower LDL cholesterol [112,113], which 
suggests that genetically determined Se may have different influence on 
metabolism compared to Se determined by exposure. 

Alternatively, Zn exposure was positively associated with mPC1 
(which in turns reflected inverse relation with VLDL) and mPC3 (which 
reflected a positive relation with LDL), and inversely associated with 
mPC4 (which reflected an inverse relation with HDL). Although evi-
dence about Zn and VLDL levels is scarce, our results are consistent with 
two randomized clinical trials [114,115] and one experimental study in 
mice [116] that reported an inverse association between Zn supple-
mentation and VLDL cholesterol. While some studies did not find sta-
tistical significant associations between Zn exposure and LDL [110,117, 
118] or HDL [119,120], our results are consistent with two 
cross-sectional studies [109,121] that reported a positive association 
between Zn and LDL cholesterol and with three cross-sectional studies 
[117,121,122] and one meta-analysis of clinical trials [118] that re-
ported an inverse association between Zn supplementation and HDL 
cholesterol in healthy participants younger than 40. Opposite to our 
results, two small cross-sectional studies [N = 202 and 255 [123,124]] 
and one meta-analysis of clinical trials evaluating Zn supplementation in 
patients with diabetes [125] reported inverse association between Zn 
and LDL metabolism and positive association between Zn and HDL 
metabolism. However, the heterogeneous study populations, limited 

Fig. 1. Posterior mean of the difference in mPC1 and mPC2 scores by antimony and cadmium levels, when molybdenum and selenium, respectively, are 
fixed at its 10th, 50th and 90th percentiles. 
Flexible dose responses were estimated form a Bayesian Kernel Machine Regression (BKMR) model adjusted for age (years, splines), sex (men and women education 
(<high school, ≥high school), smoking status (never, former and current smoker), cotinine (<34, 34–500, ≥500 ng/mL), cumulative smoking (packs-years), alcohol 
intake (gr/day), eGFR (mL/min/1.73m2), lipid lowering medication treatment (yes, no), exercise (METs min/week) and total triglycerides (mg/dL). The 10th, 50th, 
and 90th percentiles of urine metal distributions were, respectively, 7.33, 25.24 and 96.97 μg/g for Mo, and 61.27, 84.34 and 114.70 μg/L for Se. For example, the 
exposure-response association is interpreted as the posterior mean of the difference in mPC1 score by Sb concentrations (X axis) when Mo (Z axis) is fixed to the 10th, 
50th and 90th percentiles. The lines for the exposure-response associations when the second metals fixed are not parallel, suggesting a potential interaction. 
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sample sizes, and the wide range of Zn dosage or supplementation across 
studies makes that these results are not directly comparable with ours. 

Finally, in our population As was inversely associated with mPC1, 
thus reflecting a positive association with VLDL. This finding is consis-
tent with one study that found a positive association between serum As 
and VLDL [126]. Additionally, we did not observe any association be-
tween As levels with mPCs reflecting other lipoproteins, such as HDL 
and LDL. However, previous literature, including a recent meta-analysis 
of five studies, found that As exposure measured as water intake and 
urine levels was positively associated with LDL and inversely associated 
with HDL [127]. More studies are needed to confirm and understand the 
potential role of these metals on lipid metabolism. 

Candidate gene-metal interaction and associated biological 
pathways. Gene-environment interactions and subsequent pathway 
enrichment analysis can potentially point to additional biological 
mechanisms by which the evaluated metals may induce chronic diseases 
in the population. While the observed gene-metal interactions need 
validation, the findings are biologically plausible and hypothesis- 
generating. For instance, a rare variant associated to NOX1, which en-
codes NADPH oxidase, releases reactive oxygen species (ROS) [128] and 
is involved in dysfunctional immune and inflammation response [129], 
showed statistical interactions with most of the metals. While this 
finding must be taken with caution given the low minor allele frequency, 
an in vitro study found that As and Cd stimulate NADPH oxidase activity 
leading to cell proliferation, essential mechanism in cancer progression 
[130]. Interestingly, the minor allele frequency of other SNPs was not 
low. For instance, relevant statistical interactions in our data were 
observed for GSR (Co and Se-interacting SNPs) and GLCL (Co, As and 
Ba-interacting SNPs), which have a key role in glutathione metabolism 

[131]. Remarkably, in our study population, Se [28] and Ba [26] ex-
posures were related to the ratio of oxidized to reduced glutathione. As 
and Co exposure have also been related to glutathione metabolism in 
other studies [132,133]. Other interacting SNPs were annotated to REN 
(interacting with Co and As) and AGT (interacting with Co and Zn), 
which encode renin and angiotensinogen, respectively, with a 
well-known role on blood pressure regulation. Interestingly, an in vitro 
study reported that cells exposed to As secreted higher angiotensinogen 
[134], which is consistent with the results of a meta-analysis supporting 
As exposure as a risk factor for hypertension [135]. Alternatively, some 
in vitro studies with macrophages [136] and lung epithelial cells [137], 
showed that exposure to Co, the metal mostly interacting with candidate 
SNPs in our data, increased ROS production, and also increased the DNA 
damage [138]. Zn also showed a good number of statistical interactions 
with candidate SNPs (annotated to XDH and COX6B1, in addition to 
AGT), which is widely consistent with the well-established redox role of 
Zn. For instance, Zn stimulates the production of metallothioneins and 
reduced glutathione, and binds to sulfhydryl groups counteracting 
oxidative activity [139]. Moreover, Zn deficiency has been related to 
decreased Cu–Zn superoxide dismutase (SOD1), an enzyme with a high 
antioxidant activity [140]. 

Findings from the integrative biological pathway analysis are 
consistent with accumulated evidence supporting that non-essential 
metal exposures could play a role in the pathogenesis of several condi-
tions, including CVD for Sb [5,49], As [71] and Cd [71], cancer and 
renal dysfunction for Cd [67,141,142] and As [67,143–145] and 
neurological disorders for As [146,147] and Cd [148]. However, the 
evidence assessing the potential health-effects of essential metals is less 
clear [2,4,71,149–151]. While tightly regulated levels are needed for 

Fig. 2. Enriched KEGG pathways out of the union set of redox-related genes from single nucleotide polymorphisms interacting with metals across all 
mPCs. 
Overall integrative network showing the statistically significant KEGG pathways from hypergeometric enrichment analysis (P value ≤ 0.05), which was conducted 
out of the union set of genes annotated to SNPs interacting with metals considering all 4 mPCs. KEGG pathways are represented as large nodes and the node size is 
directly proportional to the term enrichment -log10 P value (larger nodes reflect higher statistical significance). Nodes with the same colors reflect they belong to the 
same clustering group according to an estimated Kappa score. The nodes with colored letters represent the most significant pathways per clustering group. The 
equally sized smallest nodes with annotated red gene symbols can be filled with more than one color indicating that they are contributing to different pathways 
clustered in different groups. The metals are indicated using black characters, and the corresponding black dashed line indicates that the interaction term in gene- 
environment interaction regression analysis was associated with a P value < 0.001. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is 
referred to the Web version of this article.) 
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physiological functions, overload and deficiency of these metals could 
lead to pathological conditions. For instance, extreme Cu and Zn levels 
have been associated to CVD [2,71], metabolic [149] and neurodegen-
erative diseases [150,151], and Se levels have been related to diabetes 
[152] and cardiometabolic risk [153,154], consistently with our data. 
Overall, the displayed interconnections of enriched pathways attributed 
to the genes interacting with metals is consistent with the hypothesis 
that metals can directly and indirectly influence redox-related pathways 
in common for human chronic diseases. 

Limitations and strengths. Our study has several limitations. For 
instance, the interpretation of our findings requires some precaution 
because diet may modify metabolomic profiles and microbiota compo-
sition beyond host cardiometabolic conditions [155]. While we cannot 
discard residual confounding by dietary intake before the serum 
collection, we conducted several sensitivity analyses including adjust-
ment for total energy, fat, carbohydrate and protein intake from 24 h 
recall questionnaires, with essentially similar findings, suggesting that 
potential confounding by dietary factors likely is not relevant in our 
data. Importantly, we used well-established metal exposure biomarkers 
[45] that integrate all exposure sources, not only diet. We cannot 
discard, however, non-differential measurement error in metal de-
terminations potentially introduced by storage and other 
laboratory-related issues, which could bias the reported associations 
towards the null. 

Another limitation relates to the cross-sectional design, which cannot 
address reverse causation and may be especially problematic for some of 
the metals and metabolites. For instance, in our study, mPC1 partly 
reflected albumin, which plays a main role in fluid balance regulation. It 
is well-known that some of the evaluated metals have a high affinity for 
albumin, particularly divalent metals such as Co, Cu, Zn and Cd, that can 
compete with each other for the albumin binding sites [156]. Also, 
mPC2 partly reflected plasma creatinine, a by-product of muscle meta-
bolism whose levels are increased in kidney dysfunction [157]. 
Decreased glomerular filtration might result in lower urine metal 
excretion levels under prevalent renal disease. Alternatively, genetic 
variation is not expected to be affected by the cross-sectional design 
since SNPs are randomly assigned at conception given the Mendel law of 
independent assortment [158]. While, given the moderate sample size, 
we cannot discard that some of the available SNPs may be unbalanced 
by chance depending on metal and relevant confounders levels, we used 
fully adjusted gene-metal interaction models as an attempt to address 
potential confounding. Replication studies, however, are needed to 
confirm our gene-metal interaction results. In addition, the power was 
limited to detect gene-metal interactions after Bonferroni correction 
given the number of genetic variants. Thus, we could have missed 
relevant gene-metal interactions. 

Importantly, the metal-metabolic pattern associations were widely 
consistent in BKMR analysis, which simultaneously assessed all the 
metals at a time and is not subject to the multiple comparisons problem, 
thus providing robustness to our main results. Other strengths of this 
study include the complex survey design, which makes our results 
representative of a general population from a region in Spain. Impor-
tantly, our study population was exposed to relatively low metal con-
centrations. Thus, these results may be relevant for other general 
populations with chronic-low exposure. Moreover, the unique avail-
ability of a considerable panel of metabolites and multiple redox-related 
metals and candidate SNPs measured with high quality procedures are 
additional study strengths. 

5. Conclusions 

In conclusion, increased Co, Cu, Se, Zn, As, Cd and Sb exposure 
biomarkers were related to metabolic patterns that have been tradi-
tionally linked to the development of multiple chronic conditions. While 
our findings should be confirmed in additional studies, including studies 
with metabolites measured longitudinally, intensified preventive 

interventions to avoid adverse health consequences of inadequate metal 
exposure at the individual level may be needed in carriers of specific 
redox-related genetic variants. Most importantly, our results add to the 
mounting evidence base in favor of a role of metals in altering human 
health at exposure levels that are relevant to general populations [1,3–5, 
53–56,65–67,69–71,71,159,160], thus, supporting that public health 
interventions to prevent uncontrolled exposure to these metals may 
contribute to decrease the burden associated to chronic diseases. 
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e INCLIVA Biomedical Research Institute, Menéndez y Pelayo, 4, 46010, Valencia, Spain 
f CIBER of Diabetes and Associated Metabolic Diseases (CIBERDEM), Madrid, Spain 
g Biosfer Teslab, Plaça de Prim, 10, 43201, Tarragona, Spain 
h Department of Basic Medical Sciences, Universidad de Rovira I virgili, Carrer de Sant Llorenç, 21, 43201, Tarragona, Spain 
i Department of Pathology, School of Medicine, Universidad de Valencia, Avenida de Blasco Ibáñez, 15, 46010, Valencia, Spain 
j Center for Biomedical Research Network on Frailty and Health Aging (CIBERFES), Madrid, Spain 
k Department of Chemistry, Universidad de Huelva, Avenida de las Fuerzas Armadas, 21007, Huelva, Spain 
l Department of Internal Medicine, Hospital Universitario Rio Hortega, Calle Dulzaina, 2, 47012, Valladolid, Spain   

A R T I C L E  I N F O   

Keywords: 
Metabolomics 
Bone mineral density 
Osteoporosis-related bone fractures 
Candidate genes 
Metals 
Redox 

A B S T R A C T   

Background: The potential joint influence of metabolites on bone fragility has been rarely evaluated. We assessed 
the association of plasma metabolic patterns with bone fragility endpoints (primarily, incident osteoporosis- 
related bone fractures, and, secondarily, bone mineral density BMD) in the Hortega Study participants. Redox 
balance plays a key role in bone metabolism. We also assessed differential associations in participant subgroups 
by redox-related metal exposure levels and candidate genetic variants. 
Material and methods: In 467 participants older than 50 years from the Hortega Study, a representative sample 
from a region in Spain, we estimated metabolic principal components (mPC) for 54 plasma metabolites from 
NMR-spectrometry. Metals biomarkers were measured in plasma by AAS and in urine by HPLC-ICPMS. Redox- 
related SNPs (N = 341) were measured by oligo-ligation assay. 
Results: The prospective association with incident bone fractures was inverse for mPC1 (non-essential and 
essential amino acids, including branched-chain, and bacterial co-metabolites, including isobutyrate, trime-
thylamines and phenylpropionate, versus fatty acids and VLDL) and mPC4 (HDL), but positive for mPC2 
(essential amino acids, including aromatic, and bacterial co-metabolites, including isopropanol and methanol). 
Findings from BMD models were consistent. Participants with decreased selenium and increased antimony, 
arsenic and, suggestively, cadmium exposures showed higher mPC2-associated bone fractures risk. Genetic 
variants annotated to 19 genes, with the strongest evidence for NCF4, NOX4 and XDH, showed differential 
metabolic-related bone fractures risk. 
Conclusions: Metabolic patterns reflecting amino acids, microbiota co-metabolism and lipid metabolism were 
associated with bone fragility endpoints. Carriers of redox-related variants may benefit from metabolic in-
terventions to prevent the consequences of bone fragility depending on their antimony, arsenic, selenium, and, 
possibly, cadmium, exposure levels.  
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1. Introduction 

Bone metabolism is a tightly regulated balance of bone resorption 
and formation [1]. The loss of bone homeostasis due to bone cells 
dysfunction and related regulatory factors alteration, leads to patho-
logical bone remodeling, where bone resorption can take over bone 
formation, leading to osteoporosis and bone fragility [1]. Metabolism 
subproducts, such as amino acids, microbiota co-metabolites and lipo-
proteins, are emerging as potentially relevant bone health determinants 
[2–6]. For instance, mechanistic studies report that essential amino 
acids could stimulate osteoblast differentiation and promote bone syn-
thesis [3]. Alternatively, lipoprotein profile has been linked to bone 
mass loss by promoting osteoclast formation and inhibiting osteoblast 
growth [2]. In addition, mounting evidence support that redox unbal-
ance and inflammatory cytokines release can ultimately lead to bone 
deterioration [4], although the precises mechanisms are still not 
completely understood. Gut microbiota may determine osteoclast dif-
ferentiation through redox mechanisms [6], and also, it can influence 
the digestive uptake of essential elements involved in bone remodeling 
[5]. However, previous studies evaluated the role of individual metab-
olites on bone homeostasis, but the joint influence of metabolites to form 
metabolic patterns on bone endpoints has not been reported. Impor-
tantly, previous studies have been mostly cross-sectional. 

The aim of this study was to evaluate the prospective association of 
plasma metabolomic profiles summarized as metabolic principal com-
ponents (mPCs) with newly diagnosed osteoporosis-related fractures 
(from now on called incident bone fractures), in the Hortega Study, a 
representative population from a region in Spain. Given the fact that 
bone loss is the main risk factor for osteoporosis-related bone fractures, 
in secondary analyses, we assessed the cross-sectional association be-
tween plasma metabolomic profiles and reduced bone mineral density 
(BMD). In addition, since antimony, arsenic, cadmium, cobalt, copper, 
selenium and zinc have been related to metabolic patterns and oxidative 
stress markers in our study population [7,8], and redox balance plays a 
key role in bone metabolism, we also assessed potential differential as-
sociations in population subgroups defined by metal exposure bio-
markers levels, and by genotypes of redox-related genetic variants, 
including the In silico exploration of associated biological pathways. 
Given the high prevalence of osteoporosis and elevated burden of 
osteoporosis-related bone fractures, studies evaluating the influence of 
gene-environment interactions on bone fragility can help to identify new 
mechanisms and strategies relevant for bone disease prevention. 

2. Materials and methods 

2.1. Study population 

The study population was made of adults older than 20 years, resi-
dents in the catchment area of Hospital Universitario Rio Hortega in 
Valladolid, in Spain, after a multi-stage complex sampling that it has 
been previously reported [9]. The Hortega Study examination visit and 
samples collection happened in 2001–2003. Participants were 
followed-up until November 30, 2015. As age is as a main determinant 
of bone status, especially for women, we included only participants over 
50 years in the current analysis. Among the 775 participants older than 
50 year, we excluded 28 missing BMD measurements, 163 missing 
metabolites levels, 64 missing dietary pattern intakes, 10 missing uri-
nary cotinine levels, 1 missing alcohol intake and 2 missing smoking 
status. We further excluded 9 participants with a prevalent fracture at 
baseline and 31 participants considered lost during follow-up (6 par-
ticipants did not use the healthcare system, 6 participants moved out of 
the catchment area, 6 participants died during follow-up and 13 par-
ticipants could not be located) resulting in a total of 467 participants. 

Participants signed an informed consent when joining to the study. 
Additionally, the research protocol was approved by the Ethics Com-
mittee of the Hospital Universitario Rio Hortega. 

While unrestricted data sharing is not allowed, the statistical code 
and data that support the findings of this study are available upon 
reasonable request by qualified researchers trained in human subject 
confidentiality protocols. The present study adhered to the Strength-
ening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology 
(STROBE). 

2.2. Plasma metabolites levels 

Non-fasting plasma metabolites levels were obtained by a Nuclear 
Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy. The samples were kept at 
37 ◦C, acquiring a single-pulse pre-saturation experiment. For the pro-
cess, 82 μl of D2O and 418 μl of blood plasma were mixed in a 5 mm 
NMR tube. 1H NMR spectra (using as reference the doublet of alanine at 
1.478 ppm) were recorded using a Bruker Avance DRX 600 spectrometer 
(Bruker GmbH, Rheinstetten, Germany). After the assignment of reso-
nances in the spectra, the metabolite peaks in the aliphatic region of the 
spectra were normalized to total aliphatic spectral area excluding re-
sidual water signal to calculate relative abundances, homogenize me-
tabolites concentrations and avoid spectra variability. 

Signals belonging to selected metabolites were quantified using 
semi-automated in-house MATLAB 6.5 (The MathWorks Inc., Natick, 
Massachusetts) integration and peak-fitting routines. Chenomx NMR 
Suite 4.5 software and two-dimensional NMR technology, including 
heteronuclear single quantum and homonuclear correlation spectros-
copy, determine the quantification of the metabolomics. 

In addition, 500 μl of blood plasma samples were shipped on dry ice 
to Biosfer Teslab (Reus, Spain) for an advanced lipoprotein profiling by 
using the LIPOSCALE® test, a commercially available methodology 
based on 2-D diffusion-ordered 1H NMR spectroscopy [70]. The lipo-
protein profile characterization included the lipid content, size of the 
lipoprotein classes (very low-density lipoprotein [VLDL], low-density 
lipoprotein [LDL] and high-density lipoprotein [HDL]), and the parti-
cle concentration of its respective large, medium and small lipoprotein 
subclasses. 

For statistical purpose, to consider the potential variability intro-
duced by fasting time in metabolomic profile, we corrected plasma 
metabolites levels by fasting time (hours) by using linear regression 
recalibrated the resulting residuals to metabolites concentrations mean 
in those individuals that reported fasting conditions. 

Abbreviations 

AAA Aromatic amino acid 
Asb Arsenobetaine 
BCAA Branched-chain amino acid 
BMD Bone mineral density 
BMI Body mass index 
eGFR Estimated glomerular filtration rate 
HDL High-density lipoprotein 
HWE Hardy Weinberg equilibrium P value 
LDL Low-density lipoprotein 
MAF Minor allele frequency 
mPC Metabolic Principal Component 
NMR Nuclear Magnetic Resonance 
PCA Principal Component Analysis 
P-int P value of interaction 
ROS Reactive oxygen species 
SNPs Single nucleotide polymorphisms 
VLDL Very low-density lipoprotein  
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2.3. Bone fragility-related endpoints 

Osteoporotic-related fractures. Fracture events occurring during the 
follow-up, were assigned using imaging tests, including X-ray, comput-
erized radiography scan (CT) or magnetic resonance (MR), available 
from clinical records. A physician evaluated medical records of 14-year 
follow up [9] to exclude accidental fractures and determine if fractures 
were related to osteoporotic conditions, mostly detected in humerus, 
wrist, hip and spine location. In cases a bone fracture related to osteo-
porosis was detected, time to event was calculated from the date of the 
baseline exam until the date of diagnosis of a pathological fracture 
(years). For non-cases, time to event was computed from the date of the 
Hortega Study examination visit (2001–2003) until the administrative 
censoring day (November 30, 2015) or the date of the death if it 
happened during the follow-up. 

Peripheral BMD. A peripheral densitometry (Peripheral Instanta-
neous X-ray Imaging System [PIXI]) was performed in the right calca-
neus of the participants to calculate BMD. From continuous BMD in 
grams per square centimeters (g/cm2) we obtained the T-score for each 
sex based on a reference Spanish population. Reduced BMD was defined 
as a T-Score below one standard deviation (−1 SD), which showed the 
highest sensitivity to detect osteopenia in our population comparing to 
central DEXA in hip [10]. The calibration and quality standards were 
ensured keeping in the limits set by the software periodically. 

2.4. Metals biomarkers 

Copper, selenium and zinc were measured in plasma by atomic ab-
sorption spectrometry (AAS) with graphite furnace at Cerba interna-
tional Laboratories Ltd and antimony, arsenic, arsenobetaine, cadmium 
and cobalt were measured in urine using a 7500 cs model inductively 
coupled-plasma mass spectrometry (ICP-MS) (Agilent Technologies, 
Tokyo, Japan). The limit of detection (and corresponding coefficient 
variation [CV]) for plasma metals were 0.63 μg/dL (7.2%) for copper, 
29.9 μg/L (5.6%) for selenium and 0.65 μg/dL (4.2%) for zinc, and for 
urine metals 0.003 μg/L (5.27%) for antimony, 0.024 μg/L (6.5%) for 
arsenic, 0.005 μg/L (5.2%) for cadmium and 0.001 μg/L (2.96%) for 
cobalt. The percentage of individuals below the limit of detection was 
1.81% for antimony, 0.07% for cadmium and 0.14% for cobalt. The limit 
of detection for urine arsenobetaine (Asb) was 0.056 μg/L (9.7%) with 
4.7% of participants with undetectable Asb values. No participants 
presented levels below the limit of detection for the rest of the metals. 

Urine Asb concentrations were determined in a randomized sub-
sample of 295 individuals. We conducted a Markov Chain Monte Carlo 
(MCMC) multiple imputation by Gibbs sampling using a linear model to 
determine the distribution of Asb in participants with missing 
completely at random data [12]. Arsenic levels were adjusted by Asb 
concentrations by regressing total urine arsenic on Asb using a 
residual-based method previously reported [11] to exclude organic 
arsenic mainly from seafood that is not toxic for human health. Urine 
Asb concentrations were determined in a randomized subsample of 295 
individuals. The mean of total arsenic concentrations among partici-
pants with low Asb (defined as individuals with measured or imputed 
Asb levels below the second percentile of Asb distribution [4.72 μg/L]) 
was added to the residuals in order to obtain the levels of inorganic 
arsenic exposure. Urine metals biomarkers in μg/L were corrected by 
urine creatinine in g/L to consider urine dilution. 

2.5. DNA isolation, SNP selection and genotyping 

From the peripheral blood cells of participants recruited in the study, 
DNA was determined with the Chemagic System (Chemagen). The 
quality of DNA was corroborated using PicoGreen dsDNA Quantification 
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). In an exhaustive search in 
SYNPS program, 341 single nucleotide polymorphisms (SNPs) from 79 
related candidate genes involved in oxidative stress pathways were 

identified. We genotyped the SNPs through an oligo-ligation assay 
(SNPlex, Applied Biosystems, Foster City, CA) to genotype the SNPs. 
From the original 341 identified SNPs, we excluded 63 SNPs because did 
not have exactly 2 alleles and 18 SNPs with minor allele frequency 
(MAF) lower than 5% in the study population, resulting in 260 SNPs for 
the analyses. The mean coverage of the final 260 included SNPs was 
96.9%. For relevant SNPs, we reported the specific genotyping coverage, 
MAF and Hardy Weinberg Equilibrium p-value (HWE). 

2.6. Other relevant variables 

Participants reported sociodemographic data (sex, age and educa-
tion) and lifestyle habits (diet, physical activity, alcohol, and tobacco 
intake) in an exhaustive questionnaire. Diet was assessed with semi- 
quantitative food frequency and two 24-h recall questionnaires. The 
type and frequency of walking and physically active hobbies, sports, or 
exercises were self-reported by the participants and measured in meta-
bolic equivalents (METs) per minute/week based on standardized in-
tensity scores. We categorized physical activity considering 3000 METs- 
minute/week, since it has been reported that lower risk for cardiovas-
cular disease occurred specially above 3000 METs-minute/week. 
Smoking and drinking status were categorized in never, former and 
current consumer. Additionally, physical examination, and blood and 
urine samples collection were conducted by trained staff. We measured 
urine cotinine levels, the main metabolite of nicotine, used as a 
biomarker for tobacco smoke exposure, by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) (“Análisis DRI® Cotinine” Kit, Ref. 0395 Microgenics 
laboratories to measured). A 77% of subjects had urine cotinine levels 
below the limit of detection (34 ng/ml). Serum creatinine was deter-
mined by the modified kinetic Jaffé method by isotope dilution mass 
spectrometry on a Hitachi 917 analyzer (Rocher, Boheringer, Germany). 
Kidney function was determined by estimated glomerular filtration rate 
(eGFR) based on serum creatinine using the abbreviated CKD-EPI 
equation. Body mass index (BMI) was calculated using measured 
weight (kilograms) divided by measured height squared (meters2). 

2.7. Statistical analysis 

Descriptive analysis. We conducted a principal component (PC) 
analysis to group metabolites considering its contribution to clusters and 
similarities, and obtained four metabolic principal components (mPCs). 
After adjusting plasma metabolites concentrations by fasting time, we 
standardized a z-score on the fasting-adjusted residuals and calculated 
the varimax rotation to maximize the variances of the factor loading 
across variables. We selected rotated mPCs with eigen values > 2, which 
explained the ~80% of the variability. We described participants char-
acteristics and mPCs scores by reporting mean and standard error of 
continuous variables, and relative and absolute frequency of categorical 
variables. Additionally, we described median and interquartile range of 
individual plasma metabolites by incident osteoporosis-related bone 
fracture categories. 

Association between mPC and incident osteoporosis-related fractures. We 
used multi-adjusted Cox proportional hazards regression models for 
prospective analysis, including mPC levels, as independent variables, in 
separate models, and time to incident bone fractures, as dependent 
variable. Age was considered in the survival models as the time scale. 
Metabolic PC levels were introduced as categorical, comparing the two 
highest tertiles with the lowest, and as continuous, comparing the 80th 
to the 20th percentile. Models were progressively adjusted by potential 
confounders. In particular, model 1 was adjusted for sex, BMI (kg/m2) 
high education (no, yes) and total triglycerides (mg/dL). Model 2 was 
Model 1 further adjusted for lifestyle habits and cardiovascular risk 
factors: cumulative-tobacco smoking (pack-years), smoking and alcohol 
consumption (never, former, current), urine cotinine levels (ng/mL), 
exercise (METs-min/week), eGFR (ml/min/1.73 m2), lipid lowering 
medication (yes/no); and dietary fat, carbohydrate, and protein intakes 
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(gr/day). We conducted an additional analysis excluding participants 
with prevalent reduced BMD at baseline. Low vitamin D and calcium 
intake are well-known determinants of bone fragility [13]. In sensitivity 
analysis we conducted an additional model adjusting for calcium and 
vitamin D intake (mg/day). In secondary analysis we assessed the 
cross-sectional association between metabolic profile (for each mPC 
separately) with reduced BMD using logistic regression models. We also 
evaluated the main findings in subgroups defined by biologically rele-
vant bone fragility determinants, such as sex, tobacco smoking, alcohol 
intake, eGFR and physical activity. 

Interaction withredox-related genetic polymorphisms and metals. Since 
several metals have been related to plasma metabolomic profile and 
incidence of osteoporotic-related fractures in the Hortega Study [8,14], 
and these associations are potentially related to a redox activity of 
metals [7,15], we evaluated differential association in subgroups 
defined by median metal levels and genotypes of SNPs annotated to 
candidate genes involved in oxidative stress pathways. We used Cox 
regression models with interaction terms for each mPC by categorical 
metal exposure variables (below and above median metal concentra-
tions) and individual SNPs assuming a continuous additive model (0, 1, 
or 2, minor allele dosage), respectively. In general, all the statistical 
interactions evaluated in this study are based on the pre-specified hy-
pothesis of redox role of metals and candidate SNPs on bone meta-
bolism. Nonetheless, given the relatively elevated number of evaluated 
SNPs (N = 260), for genetic interactions we determined a statistically 
significant Bonferroni corrected interaction P value of <1.9 × 10−4 

[0.05/260 SNPs]. Interaction p values ≥ 1.9 × 10−4 and <1 × 10−2 were 
considered suggestive. 

Biological pathway analysis. We conducted enrichment and network 
analysis using pathways from Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge-
nomes (KEGG) database with those genes annotated to SNPs with sug-
gestive genetic interaction. The enrichment and network analysis 
provide a holistic view of genomic information integrated with biolog-
ical pathways reported by KEGG, which provide significant links be-
tween accumulated biological and gene knowledge. The significance 
threshold for KEGG pathway enrichment was set to a P value ≤ 0.05 
based on a two-sided hypergeometric exact test. We also described in an 
enriched network pathways within the KEGG database that contained at 
least one of the genes annotated to suggestive genetic interactions. We 
set a Kappa statistic threshold of 0.6 to determine KEGG terms in-
terrelations (edges) and functional similarity groups based on shared 
genes between pathways. 

Statistical analysis was conducted with “survey” package in R soft-
ware (version 4.0.4) to account for the complex survey design. For 
pathway enrichment and network analysis of genes that showed gene- 
metal interactions we used Cytoscape (version 3.8.2) with the ClueGO 
(version 2.5.8) and CluePedia (version 1.5.8) plugins. 

3. Results 

3.1. Descriptive analysis 

In PCA, four mPCs explained 78.3% of the metabolites joint vari-
ability. We considered metabolites with loadings >|0.5| as main con-
tributors to each mPC concluding that increasing mPC1 reflected 
increasing non-essential and essential amino acids, including brained- 
chain (BCAA), and bacterial co-metabolites, including isobutyrate, tri-
methylamines and phenylpropionate, versus decreasing fatty acids and 
VLDL subclasses; increasing mPC2 reflected increasing essential amino 
acids, including aromatic (AAA), and bacterial co-metabolites, including 
isopropanol and methanol; increasing mPC3 and mPC4 largely reflected 
increasing LDL and HDL subclasses, respectively (Supplemental 
Table S1). In descriptive analysis, participants with incident bone frac-
tures were mostly women, older, less obese, with lower eGFR and higher 
cholesterol levels. Additionally, participants with incident bone frac-
tures also had lower levels of mPC1 and higher levels of mPC2, mPC3 
and mPC4 at baseline (Table 1). Overall, participants with incident bone 
fractures had slightly higher levels of bacterial co-metabolites and lower 
levels of fatty acids, compared to participants with no incident bone 
fractures. Participants with incident bone fractures also had lower levels 
of lipoproteins, particularly LDL and VLDL subclasses (Supplemental 
Table S2). 

3.2. Metabolic profiles and osteoporosis-related bone fractures 

A total of 44 (9.4%) participants developed osteoporosis-related 
fractures over a total of 5112.4 person-years of cumulative follow-up. 
The mean follow-up time was 10.9 years. The adjusted hazard ratio 
(HR)(95%CI) of incident osteoporosis-related fractures comparing 80th 
to 20th percentile of mPC distribution was 0.32 (0.10, 0.97) for mPC1, 
1.73 (1.23, 2.44) for mPC2, 0.87 (0.53, 1.45) for mPC3 and 0.44 (0.23, 
0.83) for mPC4 (Table 2). Fig. 1 displays the flexible dose-response as-
sociation for the evaluated metabolic patterns with the incident 
osteoporotic-related fractures, with mostly linear associations, except 

Table 1 
Participants characteristics and metabolomics patterns by fracture incidence status.   

Overall Not incident bone fracture Incident bone fracture 

N 467 423 44 
Female 49.0 (216) 49.3 (189) 69.4 (27) 
Age, years 66.0 (0.3) 65.5 (0.4) 71.5 (1.7) 
High education 53.8 (238) 53.8 (215) 53.5 (23) 
Smoking status 

Never 54.1 (250) 53.8 (225) 56.9 (25) 
Former 33.9 (171) 34.0 (155) 32.1 (16) 
Current 12.0 (46) 12.1 (43) 10.9 (3) 

Urine cotinine, mg/dL 183.7 (37.5) 187.0 (78.8) 147.6 (40.4) 
Alcohol intake, gr/day 11.4 (1.14) 12.0 (1.24) 5.1 (1.78) 
BMI≥30 kg/m2 28.2 (134) 28.3 (123) 27.5 (11) 
eGFR, mL/min/1.73m2 11.5 (303) 10.5 (272) 22.5 (31) 
Exercise <3000 METs-min/week 41.0 (260) 41.0 (239) 47.0 (21) 
Lipid lowering medication 80.3 (0.78) 81.0 (0.81) 73.1 (3.05) 
High cholesterol (mg/dL) 37.9 (176) 38.8 (163) 28.1 (13) 
Metabolomic patterns 

mPC1 −0.23 (0.05) −0.23 (0.05) −0.23 (0.14) 
mPC2 −0.10 (0.05) −0.14 (0.05) 0.30 (0.13) 
mPC3 0.18 (0.04) 0.18 (0.05) 0.19 (0.15) 
mPC4 0.10 (0.04) 0.10 (0.05) 0.05 (0.12) 

Abbreviations: BMI, body mass index; eGFR, estimated glomerular filtration rate; mPC, metabolomic principal component. 
Data is expressed in mean (standard error [SE]) for continuous variables and, frequency (%[N]) for categorial variables. 
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maybe for mPC1. In secondary analysis, the corresponding odds ratio 
(OR)(95%CI) of reduced BMD were 0.38 (0.18, 0.81) for mPC1; 1.30 
(1.00, 1.70) for mPC2; 1.12 (0.80, 1.56) for mPC3; and 1.14 (0.80, 1.63) 
for mPC4 (Supplemental Table S3). In flexible dose-response mPC3 was 
positively associated with reduced BMD at extreme levels (Supplemental 
Fig. S1). Also, we conducted sensitivity analysis by excluding partici-
pants with prevalent reduced BMD at baseline resulting in 14 cases with 
fractures and 258 non-cases with similar trend in the flexible dose- 
response (Supplemental Fig. S2). In additional sensitivity analysis, 
fully adjusted models further adjusted for calcium and vitamin D intake 
(mg/day) showed essentially identical results (data not shown). In 
subgroups analysis by well-established determinants of bone fragility, 
the p-values for interaction were not statistically significant (Supple-
mental Table S4). 

3.3. Interaction analysis with redox-related metals and genetic variants 

The association between mPC2 and incident osteoporosis-related 
fractures showed statistically significant interactions by urine anti-
mony and arsenic and plasma selenium biomarkers. Specifically, the 
association with mPC2 was stronger in participants with increased levels 
of urine antimony (HR[95%CI]: 2.72 [1.62, 4.58] and 1.06 [0.54, 2.07] 
for participants above and below 0.07 μg/g, respectively) and 
arsenobetaine-adjusted arsenic (corresponding HR[95%CI]: 3.24 [1.78, 
5.89] and 0.96 [0.49, 1.87] for participants above and below 6.81 μg/g, 
respectively). At a suggestive statistical significance level (p-interaction 
0.07), increasing urine cadmium levels were associated with stronger 
association of mPC2 with bone fractures risk (HR[95%CI] was 2.15 
[0.83, 5.58] and 1.09 [0.51, 2.32] for participants above and below 
0.41 μg/g). The corresponding association was, however, stronger in 
participants with lower plasma selenium levels (HR[95%CI]: 1.17 [0.59, 

2.30] and 2.66 [1.44, 4.92] for participants above and below 85.3 μg/L, 
respectively) (Supplemental Table S5). 

In gene-metabolism interaction analyses, 3 SNPs displayed statisti-
cally significant interaction at the Bonferroni threshold (<1.9 × 10−4) 
including, for mPC1, rs6752058, annotated to the closest gene XDH (HR 
of bone fracture [95%]: 0.09 [0.03, 0.31], 0.65 [0.17, 2.49] and 4.46 
[0.63, 31.78] for 0, 1 and 2 minor alleles, respectively); and for mPC2, 
rs2072712, annotated to the closest gene NCF4 (corresponding HR was 
2.30 [1.56, 3.40], 0.63 [0.35, 1.11] and 0.17 [0.05, 0.56)]); and 
rs3017887, annotated to the closest gene NOX4 (corresponding HR was 
2.16 [1.57, 2.96], 0.51 [0.27, 0.96] and 0.12 [0.03, 0.47]). We also 
report suggestive interactions (P value < 10−3) between mPCs and 
incident fractures by 33 SNPs annotated to 19 candidate genes (Sup-
plemental Table S5). 

3.4. Biological pathway analysis of genes related to interacting SNPs 

In overall KEGG enrichment analysis (out of the union set of genes 
from redox-related SNPs that showed suggestive interactions with 
mPCs), "Diabetic cardiomyopathy" and "Renin-angiotensin system" were 
the most enriched biological pathways (Supplemental Fig. S3). AGTR1, 
followed by AGT, interacting with mPC4 were the genes more frequently 
associated with several biological pathways, mainly involved in fluid 
balance, kidney function and blood pressure regulation. Other genes, 
such as, COX6B1 and COX8C (interacting with mPC4), COX7A2 (inter-
acting with mPC3); and NDUFS1, and NDFUS2 (interacting with mPC4 
and mPC2), contributed to enriched pathways related to neurological 
diseases, such as Huntington, Parkinson or Alzheimer disease, in addi-
tion to pathways involved in cardiac conditions. 

Table 2 
Hazard ratio (95%CI) of incident osteoporosis-related fractures by metabolic principal components (mPC1 to mPC4) (N = 467).   

Cases/No cases Model 1 Model 2 

mPC1 
Tertile 1 18/140 1.00 (Ref) 1.00 (Ref) 
Tertile 2 14/145 0.50 (0.21, 1.19) 0.57 (0.24, 1.40) 
Tertile 3 12/138 0.27 (0.10, 0.70) 0.35 (0.13, 0.89) 
80th vs 20tha  0.27 (0.09, 0.84) 0.32 (0.10, 0.97) 
p-value  0.02 0.04 

mPC2 
Tertile 1 8/145 1.00 (Ref) 1.00 (Ref) 
Tertile 2 14/136 1.58 (0.60, 4.17) 1.63 (0.61, 4.37) 
Tertile 3 22/142 2.59 (1.04, 6.47) 2.94 (1.18, 7.33) 
80th vs 20thb  1.63 (1.15, 2.31) 1.73 (1.23, 2.44) 
p-value  0.006 0.002 

mPC3 
Tertile 1 20/147 1.00 (Ref) 1.00 (Ref) 
Tertile 2 11/142 0.55 (0.23, 1.30) 0.62 (0.26, 1.51) 
Tertile 3 13/134 0.71 (0.34, 1.47) 0.83 (0.36, 1.90) 
80th vs 20thb  0.84 (0.52, 1.36) 0.87 (0.53, 1.45) 
p-value  0.48 0.59 

mPC4 
Tertile 1 12/144 1.00 (Ref) 1.00 (Ref) 
Tertile 2 18/137 1.12 (0.52, 2.43) 0.87 (0.35, 2.19) 
Tertile 3 14/142 0.57 (0.24, 1.39) 0.51 (0.21, 1.27) 
80th vs 20thb  0.50 (0.28, 0.89) 0.44 (0.23, 0.83) 
p-value  0.02 0.01 

The 80th and 20th percentiles distributions were 0.65 and −0.97 for mPC1, 0.54 and −0.74 for mPC2, 0.94 and −0.57 for mPC3, and 0.86 and −0.68 for mPC4. 
Model 1 adjusted for age (years), sex, BMI (kg/m2), high education (no, yes) and total triglycerides (mg/dL). 
Model 2 is model 1 further adjusted for cumulative-tobacco smoking (pack-years), smoking status (never, former, current), alcohol intake status (never, former, 
current), cotinine levels (ng/mL), exercise (METs-min/week), eGFR(ml/min/1.73 m2), lipid lowering medication (yes/no), fat, carbohydrate, and protein intakes (gr/ 
day). 
Tertile cutoffs were −0.47 and 0.35 for mPC1; −0.39 and 0.27 for mPC2; −0.25 and 0.56 for mPC3 and -0.37 and 0.40 for mPC4. 
mPCs scores were unitless. 

a Association obtained from a regression models with mPC1 modelled as restricted quadratic splines with knots at the 10, 50 and 90 percentiles. The p-value of non- 
linearity was obtained from a wald-test of the spline terms. Other p-values in the table were obtained from a wald test of the regression coefficient for log-transformed 
urine arsenic and cadmium. 

b For a 80th to the 20th percentile of mPC comparison. 
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4. Discussion 

In our population-based study, mPC1, reflecting non-essential and 
essential amino acids -including BCAA (isoleucine, leucine and valine) -, 
and bacterial co-metabolites (isobutyrate, trimethylamines and phe-
nylpropionate), versus fatty acids and VLDL; and mPC4, reflecting HDL 
subclasses, were inversely associated with incident osteoporosis-related 
bone fractures. In addition, mPC2, reflecting other essential amino acids 
-including AAA (tyrosine and tryptophan) -, and bacterial co- 
metabolites (isopropanol and methanol), was positively associated to 
incident osteoporosis-related bone fractures. Individuals with increased 
antimony, inorganic arsenic and, suggestively, cadmium, and decreased 
selenium biomarkers levels showed a stronger association between 
mPC2 and incident bone fractures. Genetic variants annotated to genes 
with a putative role in endocrine, neurological and cardiovascular 
pathways, including NCF4, NOX4 and XDH, showed differential 
metabolic-related bone fractures risk. 

Identifying new strategies for bone fragility prevention is needed, 
given the elevated burden of bone disease in the elderly. While some 
studies have revealed a role of individual metabolites in bone physi-
ology, heterogenous findings makes hard to clarify the relationship be-
tween classes of metabolites, including amino acids, lipids and 
microbiota co-metabolism, with BMD fragility. In the following sections, 
we assess the consistency of our findings with current evidence ac-
cording to individual groups of metabolites. Nonetheless, previous 
findings in the literature must be taken with caution, given the fact that 
in other studies the evaluated metabolites were assessed individually, 

and may have served as a proxy for other correlated metabolites. 

4.1. Amino acids 

An evolving body of epidemiological studies supports that amino 
acids could influence bone turnover regulation [16–22]. While essential 
amino acids, including BCAA, could play a beneficial role stimulating 
osteoblast growth, AAA could promote osteoclast activity and bone 
resorption [20,21], which is overall consistent with our findings. Evi-
dence evaluating the association between amino acids and reduced BMD 
is still scarce, given the lack of studies. In this regard, only two pro-
spective studies from China (N = 1070 and 2997) [21,23] have studied 
BCAA exposure in incident bone fracture, with no statistically significant 
results. Regarding AAA exposure, both Chinese studies and another 
study from the US (N = 5187) observed inverse associations between 
serum [21,23] and dietary [18] tryptophan with incident bone fractures, 
contrary to our results. 

For reduced BMD, two studies from China [21] and United Kingdom 
[17] reported positive association between serum and dietary BCAA 
with central BMD, consistently with our findings. In cross-sectional 
studies from Australia [16] and China [18], a null association between 
serum and dietary AAA with central BMD was reported. Inconsistently 
with our findings, two studies -from Mexico (N = 602) and China (N =
2997)- reported a positive association of leucine levels and reduced BMD 
[19] and an inverse association between tryptophan and reduced BMD 
[21]. 

Fig. 1. Hazard ratio (95% CI) of incident osteoporosis-related fractures by metabolic principal components (mPC1 to mPC4) (N = 467). The solid curve and shades 
lines represent the hazard ratio (95% confidence interval) of incident osteoporosis-related fractures based on restricted quadratics splines with knots at the 10th, 50th 
and 90th percentiles of mPC1 (−1.57, −0.08 and 0.85), mPC2 (−1.28, −0.1 and 0.97), mPC3 (−1.02, 0.13 and 1.37) and mPC4 (−1.01, 0.05 and 1.42)(unitless mPC 
scores), respectively. The reference value was set at the 10th percentile of mPC. Models were adjusted for sex, BMI (kg/m2), high education (no, yes), cumulative- 
tobacco smoking (pack-years), smoking status (never, former, current), alcohol intake status (never, former, current), cotinine levels (ng/mL), exercise (METs-min/ 
week), eGFR(ml/min/1.73 m2), lipid lowering medication (yes/no), total triglycerides (mg/dL), and fat, carbohydrate, and protein intake (gr/day). The histogram 
represents the weighted frequency distribution of mPC1, mPC2, mPC3 and mPC4 in the study sample. 
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4.2. Microbiota co-metabolism 

Gut microbiota balance contributes to maintain the intestinal 
mucosal barrier, which has a key role in the absorption of essential el-
ements needed for bone metabolism [5]. In addition, intestinal micro-
biota dysfunction promotes inflammation, and releases cytokines which 
ultimately stimulate osteoclast differentiation and increase bone 
resorption biomarkers [6]. Many studies have identified taxonomic 
changes in microbiota composition in individuals with BMD loss 
[24–29]. However, evidence from studies that evaluate the role of 
microbiota in incident fracture, in addition to BMD, is limited. Only a 
prospective study from Japan (N = 38) reported an association between 
gut microbiota diversity and incident osteoporosis-related fractures in 
postmenopausal women [30]. Probiotics have been proposed as thera-
peutic targets in osteoporosis with mixed results in clinical trials [31, 
32]. 

4.3. Lipoproteins 

While a substantial number of epidemiological studies report asso-
ciations between HDL and LDL, and bone health endpoints with mixed 
results [33–38], mechanistic studies suggest that cholesterol promotes 
the bone turnover. Specifically, oxidized LDL cholesterol and HDL 
deficiency could have a detrimental effect in osteoblastic activity [1,2]. 

Our findings are supportive of an inverse association between HDL 
subclasses with incident osteoporosis-related fractures. However, a 
meta-analysis of three prospective studies showed that HDL below 40 
mg/dL (categorical variable) was associated with lower risk of bone 
fractures [34]. Our results are also not consistent with a cross-sectional 
study from China (mean serum HDL ~58 mg/dL), which reported that 
HDL was positively associated with bone fractures self-reported by the 

participants [39], and a mendelian randomization study which reported 
a positive association with prevalent fractures in an European cohort 
[40]. Alternatively a substantial number of studies have evaluated BMD 
loss as an endpoint, supporting a detrimental effect of extreme HDL 
levels in bone health [37,38,41–47], except for a number of studies that 
reported a beneficial [44,48–51] or null [33,35,36,52–54] role of serum 
HDL in central BMD. 

Similarly, for LDL the epidemiologic evidence offers mixed results. 
Our results are consistent with a meta-analysis of three prospective and 
two cross-sectional studies [34] and two other small cross-sectional 
studies in women from China (mean LDL ~108 mg/dL) [39] and 
Turkey (mean LDL 138 mg/dL) [55], but not with a Japanese study in 
women [56]. Nonetheless, we observed a flexible dose-response point-
ing to a positive association between extreme LDL levels and reduced 
BMD, which is in accordance with studies supporting increased LDL 
cholesterol as a factor risk for BMD loss [37,38,48,49,57]. Conversely, 
other studies did not found a positive association between serum LDL 
cholesterol and central BMD loss [33,35,36,42,43,51–53,58–61]. 

Interestingly, in our study population, mPC1, reflecting decreasing 
VLDL, was inversely associated with incident bone fractures. This 
finding is novel as only one cross-sectional study has evaluated the as-
sociation between VLDL with prevalent bone fractures with null results 
[55]. Epidemiological studies assessing the association of VLDL and 
bone loss are mostly limited to female populations and small sample size 
[55,62–64]. Similar to our results, two studies found negative correla-
tion between VLDL and central BMD in women [62,63]. However, 
contrary to our results, a study did not find statistically significant re-
sults, and another small cross-sectional study reported a protective role 
of plasma VLDL in BMD loss [55,64]. Nevertheless, in these studies 
models did not consider dietary patterns and lipid-lowering medication, 
which are known metabolomic profile determinants. 

Table 3 
Hazard ratio (95%CI) of incident osteoporosis-related fractures comparing the 80th to the 20th percentile of metabolic principal component 2 (mPC2) distribution by 
combined categories of relevant metals and genotypes (3- way interaction) (N = 467).  

Metals Minor allele dosage rs2072712 (NCF4) rs3017887 (NOX4) 

Cases/Non-cases HR (95%CI)a P-int Cases/Non-cases HR (95%CI)a P-int 

Plasma selenium, μg/L 
≤85.29 0 allele 186/281 3.81 (3.50, 4.14) <0.001 195/272 3.16 (2.89, 3.46) <0.001 

1 allele 37/430 1.04 (0.81, 1.34)  28/439 0.67 (0.57, 0.79)  
2 alleles 3/464 0.29 (0.02, 3.73)  1/466 0.14 (0.01, 3.17)  

>85.29 0 allele 195/272 1.59 (0.84, 3.02)  196/271 1.69 (1.04, 2.75)  
1 allele 38/429 0.14 (0.04, 0.50)  39/428 0.25 (0.03, 1.96)  
2 alleles 2/465 0.01 (0.00, 0.07)  0/467 0.04 (0.00, 0.65)  

Urine antimony, μg/g 
≤0.07 0 allele 185/282 1.55 (1.37, 1.76) <0.001 194/273 1.31 (1.20, 1.43) <0.001 

1 allele 39/428 0.48 (0.28, 0.85)  33/434 0.71 (0.48, 1.06)  
2 alleles 4/463 0.15 (0.01, 1.85)  1/466 0.38 (0.01, 10.20)  

>0.07 0 allele 200/267 3.52 (2.03, 6.11)  201/266 3.77 (2.40, 5.92)  
1 allele 36/431 1.03 (0.44, 2.39)  34/433 0.28 (0.04, 1.94)  
2 alleles 1/466 0.30 (0.10, 0.86)  0/467 0.02 (0.00, 0.31)  

Urine arsenic adjusted by Asb, μg/g 
≤6.81 0 allele 186/281 1.35 (1.14, 1.60) <0.001 191/276 1.36 (1.24, 1.48) <0.001 

1 allele 34/433 0.23 (0.11, 0.47)  31/436 0.02 (0.02, 0.03)  
2 alleles 3/464 0.04 (0.00, 0.61)  1/466 0.00 (0.00, 0.01)  

>6.81 0 allele 194/273 4.36 (2.41, 7.88)  199/268 3.98 (2.36, 6.69)  
1 allele 40/427 1.39 (0.62, 3.09)  36/431 1.50 (0.62, 3.62)  
2 alleles 2/465 0.44 (0.17, 1.16)  0/467 0.56 (0.18, 1.75)  

Urine cadmium, μg/g 
≤0.41 0 allele 194/273 1.43 (1.23, 1.65) <0.001 198/269 1.52 (1.34, 1.73) <0.001 

1 allele 35/432 0.71 (0.41, 1.24)  31/436 0.19 (0.11, 0.35)  
2 alleles 3/464 0.36 (0.03, 4.40)  1/466 0.02 (0.00, 0.30)  

>0.41 0 allele 191/276 3.54 (2.08, 6.02)  197/270 2.69 (1.79, 4.05)  
1 allele 40/427 0.45 (0.14, 1.39)  36/431 0.72 (0.38, 1.35)  
2 alleles 2/465 0.06 (0.01, 0.26)  0/467 0.19 (0.09, 0.43)  

Abbreviations: Asb, arsenobetaine; P-int, P value of interaction. 
Model was adjusted for sex, BMI (kg/m2), high education (no, yes), cumulative-tobacco smoking (pack-years), alcohol intake (g/day), exercise (METs-min/week), 
eGFR(ml/min/1.73 m2), total triglycerides (mg/dL), fat, carbohydrate, and protein intakes (gr/day). mPCs scores were unitless. The 80th and 20th percentiles dis-
tributions were 0.65 and −0.97 for mPC1, 0.54 and −0.74 for mPC2, 0.94 and −0.57 for mPC3, and 0.86 and −0.68 for mPC4. 

a For a 80th to the 20th percentile of mPC comparison. 
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4.4. Interactions with redox related-genetic variants and metals 

Studies evaluating the association between joint metabolites with 
BMD endpoints and related fractures are scarce. While a prospective 
study involving Framingham Offspring Study (N = 1552) and Hong 
Kong Osteoporosis Study participants (N = 634) identified 27 plasma 
metabolites with LASSO methods -mostly amino acids and lipids- [65], 
metal biomarker and genetic variants were not included in the analysis. 
Our findings suggest, however, that the interaction of metabolic patterns 
and redox-related metal exposure biomarkers and genes may be a rele-
vant bone fragility determinant. 

In particular, we identified that individuals at increased arsenic, 
antimony, and cadmium, and decreased selenium levels, were at 
increased metabolic-related bone fractures risk, which is compatible 
with the hypothesis that the redox unbalance exerted by these elements 
can promote the bone loss [1], and also in line with previous studies 
conducted in our study population where most of these metals were 
related to metabolomic compounds [8] and decreased selenium was 
associated with higher fracture incidence following a U-shape 
dose-response [7]. 

Similarly, most interacting SNPs annotated to genes such as NCF4 
and NOX4, which encode a protein related to NADPH oxidase activity 
that increases reactive oxygen species (ROS) production, and XDH, 
which encodes the xanthine dehydrogenase involved in the oxidative 
metabolism of purines, are consistent with previous studies showing that 
NADPH oxidase 4 expression was upregulated in participants with 
reduced BMD [66]. In post-hoc analysis, we conducted 3-way interac-
tion analysis between mPC2 and incident osteoporosis-related fractures 
by combinations of most interacting redox-related metals (antimony, 
arsenic, cadmium and selenium) and SNPs [rs2072712 (NCF4) and 
rs3017887 (NOX4)] showing that these variants may reduce bone loss, 
being this protective role attenuated if high exposure to toxic metals or 
deficient selenium status (Table 3). Functional studies are needed to 
confirm the protective role of these variants on the bone tissue. 

Interestingly, our bioinformatic biological pathway enrichment 
analysis suggests a connection of bone metabolism with other chronic 
diseases. Among the contributing genes, AGTR1 and AGT are involved in 
renin-angiotensin-aldosterone system, which regulates blood pressure 
and fluid balance maintenance; and NDUFS1, NDUFS2, COX6B1, 
COX7A2 and COX8A, have a role in the mitochondrial respiratory chain. 
Most of them are overexpressed in kidney tissue [67], which is essential 
for Vitamin D activation and consequently in calcium and phosphate 
metabolism. Diabetic cardiomyopathy was the most enriched biological 
pathway, which has a microvascular component that could be related to 
the well-known microvascular renal complications of long-term dia-
betes. Indeed, in a study with male participants with diabetes, bone mass 
was associated with ventricular diastolic function [68]. Moreover, bone 
metabolism has been related with several neurological diseases and 
arterial and valve calcification [2,69]. 

4.5. Limitations and strengths 

Our study is not exempt of limitations. First, menopause status was 
not available in our study population. Nevertheless, the criteria to 
include participants over 50 years in our analysis makes unlikely that 
menopause status influences our results. Another limitation is the sam-
ple size, which allowed us to detect associations of metabolic patterns 
with incident fractures and reduced BMD, but it was underpowered for 
genetic interaction analysis. While we could detect some differential 
associations by genotypes in candidate genes, even after applying a 
conservative Bonferroni correction to the statistical significance 
threshold, larger studies are needed for replication of findings. The panel 
of available candidate genes in our study population provided a focused 
view of potential gene-metal interactions based on genes encoding 
proteins with a well-known role in redox pathways. However, extended 
genotyping efforts are needed to entertain a full exploration of the 

genome to identify additional gene-metal interactions which can be 
relevant for bone health, including, for instance, interactions with 
vitamin D receptor polymorphisms. Strengths of this study include the 
survey design, which makes our sample representative of a general 
population from a region in Spain, and the availability of a unique set of 
determinations including an extended panel of metabolites, metals and 
SNPs. Moreover, we interrogated the interacting role of redox-related 
metals and SNPs with bone fragility endpoints, which yielded a novel 
sight of potential effects of metabolism on bone health. 

5. Conclusions 

In conclusion, in our study population, specific metabolic patterns 
were prospectively associated with bone fragility endpoints, supporting 
the hypothesis that bone remodeling is influenced by amino acids, lipids 
and microbiota co-metabolism. Our data support that carriers of specific 
redox-related genotypes may have differential metabolic-related bone 
fragility risk, and may benefit from intensified preventive interventions 
depending on arsenic, antimony and selenium status. While our gene- 
environment interaction results need to be reproduced in other pro-
spective studies given the limited sample size, they point to in-
terventions that could contribute to mitigate the burden of bone disease 
and other chronic diseases in ageing populations. 
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