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Niveles inadecuados de D: no es una
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n las ultimas décadas la investiga-
cion clinica en grandes estudios de
poblacion ha puesto de manifiesto
la elevada prevalencia de niveles
insuficientes de vitamina D en todo
el mundo!, lo que unido a sus efec-
tos sobre el hueso, el musculo
esquelético, la inmunidad innata y
adquirida, el sistema cardiovascular, y el desarro-
llo y la funcién celular, convierten esta insuficien-
cia en un problema de primer orden para la Salud
Publica; de hecho, niveles bajos de vitamina D se
asocian significativamente con todas las causas de
morbi-mortalidad?.
La descripcion en este nimero de la Revista de
Osteoporosis y Metabolismo Mineral de niveles
inadecuados de vitamina D en pacientes con
lesion medular en Las Palmas de Gran Canaria,
una ciudad de Espana que por su clima constitu-
ye un paradigma de la facilidad a lo largo del ano
para obtener vitamina Dj; a partir de la sintesis
cutdnea, nos reta una vez mas’. Debido a su alta
prevalencia, su facilidad de deteccion, las conse-
cuencias adversas asociadas, y los medios senci-
llos, baratos y eficaces para su tratamiento, la
insuficiencia de vitamina D deberia ser un objeti-
vo inmediato, urgente y prioritario para las autori-
dades sanitarias en general, y para todos y cada
uno de los médicos independientemente de cudl
sea la especialidad desarrollada.
Los niveles séricos de 25 hidroxivitamina D son
considerados el marcador del estatus corporal de
vitamina D, incluyendo la sintesis endégena por
exposicion a la luz solar, la ingesta dietética en
comidas suplementadas o no y los tratamientos
farmacologicos’. Sin embargo, los niveles séricos
de 25 hidroxivitamina D no estdn estrechamente
regulados, ningin método para su cuantificacion
es perfecto, existiendo una gran variabilidad entre

laboratorios incluso los mas contrastados, dificul-
tando asi la definicion de normalidad®. De hecho,
los métodos que no emplean separacion cromato-
grafica de alta presion no separan entre metaboli-
tos de vitamina D, o vitamina D’ Aunque en
Espana eso no constituye un problema al no
emplearse vitamina D, en la practica clinica habi-
tual, muchos metabolitos de la vitamina D son
cuantificados como 25 hidroxivitamina D, 24,25
dihidroxivitamina Dj, su epimero C-3, o formas
sulfatadas, etc., y ese problema persiste incluso
empleando separacion por cromatografia liquida
de alta presion y medicion por masas’.

No obstante, aunque deben mejorar sustancial-
mente, los métodos disponibles en nuestra practi-
ca habitual asistencial o de investigacion son sufi-
cientemente apropiados, y deberian ser mas
empleados en nuestra practica clinica para el diag-
noéstico y el seguimiento de tratamientos.

De este modo, ante la variabilidad de los distintos
laboratorios y métodos en las determinaciones, la
controversia de puntos de corte de normalidad
para niveles séricos de 25 hidroxivitamina D pro-
puestos por las diferentes sociedades cientificas,
por encima de 20 ng/ml para el Instituto de
Medicina® y por encima de 30 ng/ml para la
Fundacién Internacional de Osteoporosis (IOF)?,
apoyada por la recomendacion de la Sociedad de
Endocrinologia de EE.UU.%, constituye una discu-
sion bizantina, tan solo un punto de aproximacion
al problema.

En cualquier caso, podiamos convenir que el
objetivo a conseguir seria niveles superiores a 20
ng/ml como objetivo minimo irrenunciable, y
preferiblemente mayores de 30 ng/ml; porque
convendremos en que, si nuestros pacientes estan
por encima de 30 ng/ml de 25 hidroxivitamina D,
estaremos armonizando las recomendaciones
existentes.
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Niveles séricos mayores de 30 ng/ml propiciarin
una adecuada salud 6sea y una respuesta 6sea
adecuada a tratamientos antirresortivos en osteo-
porosis®" ademas de su mas que probable reper-
cusion beneficiosa sobre la practica totalidad de
organos y sistemas corporales*!2,

Mas critico resulta el objetivo de valores maximos.
Aunque, durante tiempo se propuso que valores
elevados de vitamina D, salvo por encima de
niveles toxicos, no serfan perjudiciales, en la
actualidad estd abierto el debate sobre si niveles
elevados de 25 hidroxivitamina D podrian asociar-
se con riesgo de muerte cardiovascular o de cual-
quier otra causa®. Por ello, algunos autores han
propuesto como punto de corte recomendable
niveles séricos de 25 hidroxivitamina D de 60 a 70
ng/ml cuantificados con los métodos habituales
de medicion, que son los valores presentes en
verano en trabajadores del campo, pescadores,
vigilantes en playas o piscinas etc., quienes tienen
una elevada exposicion a los rayos ultravioleta y
una intensa produccion epidérmica de vitamina
D3, pero no presentan nunca toxicidad®.

En el tratamiento de la insuficiencia/deficiencia de
vitamina D después de optimizar los niveles de 25
hidroxivitamina D dentro de un rango de 30 a 70
ng/ml, no debemos olvidar el mantenimiento una
vez conseguido ese rango. Para conseguir este
objetivo, en Espana podemos emplear vitamina
Ds, o 25 hidroxivitamina D; (calcifedioD), por lo
que resulta obligado recordar que en contra de lo
que se ha venido creyendo durante afos estos
metabolitos no son equipotentes, si no que el
segundo es aproximadamente tres veces mas
potente que el primero' .

Por ultimo, insistir que, sobre la ya reconocida
elevada prevalencia en Espana de niveles insufi-
cientes de vitamina D en todos los segmentos de
poblacion  estudiados”, que es todavia mas
intensa en pacientes con factores de riesgo con-
vencionales para presentar niveles séricos bajos
de vitamina D, el incremento en la obesidad y
pobreza®, presumiblemente empeorard la critica
situacion actual en los anos venideros.
Desafortunadamente, las politicas sanitarias puabli-
cas no auguran un cambio eficiente ante este grave
problema, por lo que es obligado terminar con el
comentario con el que Robert Heaney terminaba
una de sus intervenciones en el VI Simposio de la
SEIOMM celebrado en Granada en octubre de 1997,
sobre el problema de la deficiencia de vitamina D:
“... hasta aqui la evidencia; para cuando la accion”.
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Resumen

Fundamento: La deficiencia de vitamina D es muy frecuente, y se ha puesto en evidencia en multiples
estudios realizados tanto en la poblacion general como en pacientes con diferentes patologias. Sin embar-
20, ha sido poco estudiada en los pacientes afectos de lesion medular.

Objetivo: Estudiar la prevalencia de hipovitaminosis D y el posible desarrollo de un hiperparatiroidismo
secundario en una poblacion de pacientes con lesion medular.

Material y método: Estudio descriptivo transversal realizado en 104 pacientes afectos de lesion medular.
A todos se les efectué una historia clinica y una exploracion fisica detallada, y se les extrajo sangre en
ayunas, con la menor compresion posible. Los pardmetros analiticos fueron analizados por técnicas auto-
matizadas y la determinacion de la 25-hidroxivitamina D (25HCC) y la hormona paratiroidea (PTH) se
efectud por electroinmunoquimioluminiscencia (EIQL).

Resultados: El valor medio global de 25-hidroxivitamina D fue 20,1 + 11,6 ng/ml. El 84,6% de los pacien-
tes tenfan unos valores séricos de 25-hidroxivitamina D inferiores a 30 ng/ml y el 62,5% del total de
pacientes, mostraron valores inferiores a 20 ng/ml. La prevalencia de insuficiencia de vitamina D fue simi-
lar en hombres y mujeres. Sin embargo, aunque encontramos una correlacion inversa entre los niveles
de PTH y de 25-hidroxivitamina D, solo el 5,8% de los pacientes llegaron a desarrollar un hiperparatiroi-
dismo secundario.

Conclusiones: Existe una elevada prevalencia de hipovitaminosis D en los pacientes con lesion medular.
Es aconsejable, por tanto, la inclusion del estudio de este metabolito en el protocolo de atencion de estos
pacientes para corregir las deficiencias en cuando se objetiven.

Palabras clave: vitamina D, parathormona, lesién medular.
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Prevalence of hypovitaminosis D and secondary hyperparathyroidism
in the Spinal Cord Injury Unit in Gran Canaria. Preliminary study

Summary

Background: vitamin D deficiency is very common, and has been demonstrated in multiple studies in
both the general population and in patients with different pathologies. However, it has been little studied
in patients affected by spinal injury.

Objective: to study the prevalence of hypovitaminosis D and the possible development of secondary
hyperparathyroidism in a population of patients with spinal injury.

Material and method: transverse descriptive study carried out in 104 patients affected by spinal injury. A
clinical history was taken, a detailed physical examination carried out and a blood sample while fasting
taken, with the least possible compression, from all patients. The analytical parameters were analysed
using automated techniques and the determination of 25-hydroxyvitamin D (25HCC) and parathyroid hor-
mone (PTH) was performed using electroimmunochemiluminescence (ECLIA).

Results: the global mean value of 25-hydroxyvitamin D was 20.1 + 11.6 n/ml. 84.6% of the patients had
blood values of 25-hydroxyvitamin D lower than 30 ng/ml and 62% of all patients showed values lower
than 20 ng/ml. The prevalence of vitamin D deficiency was similar in men and women. However,
although we found an inverse correlation between levels of PTH and hydroxyvitamin D, only 5.8% of
patients ended up developing secondary hyperparathyroidism.

Conclusions: there is a high prevalence of hypovitaminosis D in patients with spinal injury. It is advisa-
ble, therefore, to include a study of this metabolite in the care protocol of these patients to correct these

deficiencies as and when they are found.

Key words: vitamin D, parathormone, spinal injury.

Introduccién

La vitamina D juega un papel importante en el
metabolismo mineral dseo ya que interviene en la
regulacion de los niveles de calcio y fésforo, y su
deficiencia puede ser un factor etiopatogénico de la
osteoporosis. Sin embargo, en los dltimos anos hay
claras evidencias que otorgan a la accion de la vita-
mina D efectos extradseos de gran relevancia y que
alteran fundamentalmente la funciéon musculo-
esquelética. Estudios recientes han publicado que la
vitamina D ejerce efectos sobre el sistema inmuno-
logico, previene patologias, tales como la arteroscle-
rosis!, la hipertension arterial’, la resistencia a la
insulina’® y la hiperglucemia’, ademas de relacionar-
se con la prevencion de distintos tipos de cancer™”.

Los niveles séricos de vitamina D constituyen
un importante factor de riesgo en la disminucion
de la masa 6sea y en el incremento del riesgo de
fracturas en estos pacientes. Se han publicado
algunos estudios que demuestran niveles deficien-
tes de vitamina D en los pacientes con lesion
medular, estimandose que la prevalencia del défi-
cit esta entre el 30 y el 32%.

La medida de los niveles séricos de 25-hidroxi-
vitamina D (25HCC) es la forma universalmente
aceptada como indicador de las reservas de vita-
mina D". No existe un consenso undnime sobre
los niveles séricos de 25-hidroxivitamina D mini-
mos a recomendar para asegurar la salud 6sea en
la poblacion general, y ain menos en los pacien-

tes lesionados medulares. Sin embargo, se tiende
a aceptar que, idealmente, esto niveles deberian
ser como minimo de 30 ng/ml".

Los pacientes con lesion medular suelen pre-
sentar osteoporosis secundaria a la inmovilizacion
y fracturas, sobre todo en las extremidades inferio-
res. El papel anadido que pueda tener la deficien-
cia de vitamina D en su etiopatogenia no ha sido
determinado. Por ello, hemos efectuado este estu-
dio en una poblacion de pacientes con lesion
medular controlados en la Unidad de Lesionados
Medulares del Complejo Hospitalario Universitario
Insular Materno Infantil de Gran Canaria.

Pacientes y métodos
Se trata de un estudio observacional y transversal
realizado en 104 pacientes que estuvieron ingresa-
dos en la Unidad de Lesionados Medulares del
Hospital Insular de Gran Canaria y que fueron aten-
didos, bien como primera visita 0 como revision, a
lo largo del ano 2012. Como criterio de inclusion en
el estudio se exigio la existencia de lesion medular
irreversible. Los pacientes fueron informados de los
objetivos del estudio, y para participar firmaron pre-
viamente un consentimiento informado. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica y Ensayos
Clinicos del Hospital Universitario Insular.

En todos los casos aplicamos el protocolo cli-
nico de estudio y seguimiento de los pacientes
con lesion medular, que incluia historia clinica,
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exploracion fisica, parimetros bio-

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacion estudiada

quimicos (Hemoglobina, glucosa,

urea, creatinina, Callci.o,/ fésforo, Variable valor Porcentaje (%)
proteinas totales, perfil lipidico, fos-
fatasa dcida tartrato resistente Nimero 104 100
(FATR), PTH, 25-hidroxivitamina D,
beta-crosslaps, osteocalcina y pro- Hombres 77 74
pépt.ido amino-terminal del coldge- Mujeres 27 2%
no tipo 1 -P1NP-).

La sangre se extrajo en ayunas, Causa de la lesion medular
con la menor compresion posible y —
los parametros bioquimicos generales Traumdtica 20 86,5
(Hemoglobina, glucosa, urea, creati- No traumitica 14 13,5
nina, calcio, fosforo, proteinas totales, - —
perfil lipidico) fueron medidos con Nivel de lesion medular
un autoanahzad,or; la FATR por Tetraplejia 41 39,4
espectrofotometria; y la PTH, la
25HCC, el beta-crossiaps, 1a osteocal- Paraplejia 63 60,6
cina y el PINP por electroinmunoqui- - — — —
mioluminiscencia (EIQL). El periodo Estado funcional (Escala de Asia)
de recogida de las muestras se exten- 1 (Lesién completa) 56 53,8
di6 desde marzo a mayo de 2012.

Se consideraron niveles de norma- 2 (Lesion incompleta) 48 46,2

lidad de vitamina D los valores séricos
de 25-HCC superiores a 30 ng/ml;
insuficiencia, aquéllos entre 20-30
ng/ml; y deficiencia, las cifras inferiores

Tabla 2. Datos bioquimicos de funciones renal y tiroidea y lipidos.
(Media * desviacion tipica)

a 20 ng/ml, de acuerdo con el docu-

mento de posicion de la International Variable Valor Valores de

Osteoporosis Foundation (IOF)* En (Unidades) obtenido referencia

cuanto a la PTH, se consideraron valo-

res de normalidad <88 ng/ml, tal como TSH (UVD 1,8+ 1,1 0.5-5

establece el laboratorio, y las cifras Urea (mg/dD) 292 + 8.8 15 - 45

superiores a ésta indicativas de un

hiperparatiroidismo secundario. Creatinina 0,8 +0,2 0,8 - 14
Se realiz6 una estadistica descrip-

tiva de los datos basales de las VariI;- Colesterol (mg/dD 191,1 + 44,1 120 - 220

bles de estudio. Para ello, calculamos Triglicéridos (mg/dD 178,8 + 9,.5 30 - 200

las frecuencias absolutas y relativas en - -

el caso de las variables cualitativas. En HDL-Colesterol (mg/dl) 47,1 %215 35 - 65

las variables cuantitativas, las describi-

mos resumidas mediante media +

desviacion estindar o percentiles con

mediana de rango intercuartilico, respectivamente,
segun siguieran o no una distribucién normal, tras
someterlas al test de Kolmogorov-Smirnov.

Resultados

En la tabla 1 mostramos las caracteristicas de la
poblacion estudiada. Los 104 pacientes con lesion
medular tenfa una edad media de 43,4 anos, y de
ellos el 74% eran hombres. El 86,5% de los pacien-
tes habian tenido una lesion de origen traumatica.
El 40% eran tetrapléjicos. El tiempo medio desde
la produccion de la lesion hasta la fecha del estu-
dio fue de 8 anos.

En la tabla 2 se muestran los datos de algunos
valores analiticos, como la funcioén renal y los lipi-
dos (colesterol total, triglicéridos y HDL-coleste-
rol). Los valores medios de estos parimetros esta-
ban dentro de la normalidad.

En la tabla 3 mostramos los datos analiticos
relacionados con el metabolismo 6seo. Los valores
medios de 25HCC fue globalmente de 20,1 + 11,6

ng/ml, siendo de 20,1 + 11 ng/ml en los hombres
y de 19,9 + 13,5 ng/ml en las mujeres (p=0,919).
Segun los parametros de normalidad establecidos,
el 84,6% de los lesionados medulares tenian unos
valores séricos de 25-hidroxivitamina D inferiores
a 30 ng/ml, y el 62,5% de ellos, valores inferiores
a 20 ng/ml. La prevalencia de insuficiencia de vita-
mina D fue similar en ambos sexos (Tabla 4).

El andlisis en funcion de la edad, con el limite
establecido en 50 afos, demostré que los pacientes
menores de 50 anos tenian mayor porcentaje de
déficit de vitamina D (66,6%) respecto a los mayores
de 50 anos (53,1%). Sin embargo, entre los mayores
de 50 anos habia un porcentaje mayor de pacientes
con rangos insuficientes de vitamina D (37,5%).

Cuando realizamos la comparacion de los valo-
res de 25HCC en funcion del nivel de lesion
medular, observamos que los pacientes parapléji-
cos tenian unos valores indicativos de déficit de
vitamina D superiores a los tetrapléjicos (69% uvs.
61,2%, respectivamente).
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mente a la disminuciéon de movili-

dad, aunque pueden existir otros
mecanismos que contribuyan,

Variable Valor Valores de como la hipovitaminosis D.
(Unidades) obtenido referencia De hecho, algunos estudios rea-
X lizados previamente, describen la
Calcio (mg/dD 9.6 + 0.4 8,8 - 104 existencila)t de hipovitaminosis D en
Fésforo (mg/dl) 33+0,5 33-5 los pacientes afectos de lesion
medular. Asi, en un grupo de 100
Proteinas totales (g/D 7,1 %04 6,2-8 militares con esta patologia, estu-
. . ] diados en un Hospital de Veteranos
Calcio corregido (mg/dD) 9,7+ 0,4 8,8 -10,4 de Nueva York, Baumann y cols,
Osteocalcina (ng/ml) 20,2+ 9 14 - 46 hallaron una deficiencia de vitami-
na D en el 32% de pacientes afectos
FATR (UI/D) 2300 0,1-39 tanto de paraplejia como de tetra-
Beta-crosslaps (ng/ml) 03+ 02 0-05 plejia. Eran pacientes de ambos
sexos, con una edad media de 51
PINP (ng/ml) 43,3 + 23,7 <306,4 anos y un promedio de 20 afnos
después de la lesion medular
PTH (pg/mb 45,2+ 211 i aguga. El umbral escogido por los
25-HCC (ng/ml) 20,1 + 11,6 >30 autores para establecer la deficien-

FATR: fosfatasa 4cida tartrato resistente; PINP: péptido amino-terminal
del colageno tipo 1; PTH: parathormona; 25-HCC: 25-hidroxivitamina D.

Figura 1. Correlacion entre los niveles séricos de 25-hidroxivitamina

D y PTH en pacientes con lesiéon medular.
(R= - 0,262; p=0,007)

cia fue de 16 ng/ml, valor muy infe-
rior al actualmente recomendado
de 30 ng/ml, por lo que de aplicar
el mismo punto de corte, la preva-
lencia de insuficiencia de vitamina
D seria ain mucho mas elevada. De
manera similar, Hummel y cols., en
62 pacientes con lesion medular de

ambos sexos, encontraron una
hipovitaminosis D en el 39% de los
casos®, estableciendo el umbral de
deficiencia en 75 nmol/L de 25HCC
(que equivalen a 30 ng/ml) que es
precisamente la cifra aceptada para
establecer la insuficiencia de vitami-
na D en la actualidad®.

En nuestros estudio hemos apli-
cado este punto de corte, 30 ng/ml
de 25-hidroxivitamina D que esta-
blece la insuficiencia de vitamina D
a aquellos valores inferiores a 30
ng/ml de 25-hidroxivitamina D y la
deficiencia a aquellos inferiores de
20 ng/ml. Estos puntos de corte, han
sido sugeridos por varios autores'"
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y por la IOF en su documento de
posicion®. Aceptando los mismos, se
ha descrito en Espana una elevada
prevalencia de hipovitaminosis D,

En cuanto al otro parametro estudiado, la PTH,
se encontré una prevalencia de hiperparatiroidis-
mo secundario del 5,8%. Obtuvimos una correla-
cion inversa, estadisticamente significativa, entre
los niveles de PTH y los de 25HCC (r= -0,262;
p=0,007) (Figura 1).

Discusion

Los pacientes con lesion medular crénica tienen
una mayor prevalencia de fracturas por fragilidad,
sobre todo de huesos largos, debido fundamental-

tanto en la poblacion general como
en ancianos™” y mas especificamen-
te en diversas patologias®*.

Es conocido que niveles bajos de vitamina D
favorecen el desarrollo de un hiperparatiroidismo
secundario™®. En nuestros pacientes encontramos
una correlacion negativa o inversa entre los nive-
les de PTH vy los de 25-hidroxivitamina D, que ain
siendo estadisticamente significativa, considera-
mos débil (r=0,262). No todos los pacientes con
bajos niveles de vitamina D tenian un hiperparati-
roidismo secundario, lo que sugiere que existen
otros factores que pueden condicionar su presen-
tacion.
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Tabla 4. Prevalencia de normalidad, insuficiencia y deficiencia de vitamina D en pacientes con lesion medular,

en funcion del sexo

Normal Insuficiencia Deficiencia Total
(>30 ng/ml) (20-30 ng/ml) (<20 ng/ml)
Hombres Numero 4 6 17 27
% del total 38 26,1 26,2 26
Mujeres Namero 12 17 48 77
% del total 11,5 16,3 46,2 74
Total Numero 16 23 65 104
% del total 15,4 22,1 62,5 100

Los pacientes tenian una funcién renal normal,
estimada por la determinacion de creatinina y urea
séricas y los valores séricos de TSH también esta-
ban dentro de la normalidad.

Los marcadores de remodelado se encontraban
dentro de los limites establecidos como normales
por nuestro laboratorio y que se muestran en la
tabla 3. Cabria esperar una aumento de los marca-
dores de resorcion, pues se ha descrito tanto en
humanos como en animales un incremento de la
destruccion 6sea en la inmovilizacion*®, que no
hemos encontrado. Posiblemente ello se haya
debido al largo tiempo de evolucion de nuestros
pacientes con lesion medular, pues el incremento
de la resorcion y la pérdida de la masa 6sea se
produce en las primeras semanas tras la lesion®.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es
haber efectuado la determinacion de 25HCC por
medio de IQL. Es bien sabido que el patron de refe-
rencia para la medida de la vitamina D es la croma-
tografia liquida de alta presion (HPLC)?, a la cual no
tenemos acceso en nuestra Unidad. Otra limitacion
es haber efectuado exclusivamente un estudio des-
criptivo sin utilizar un grupo control con el que
comparar los resultados, pero debe tenerse en cuen-
ta que los niveles escogidos para establecer la insu-
ficiencia y deficiencia ya estin practicamente con-
sensuados (30 ng/ml y 20 ng/ml de 25HCC, respec-
tivamente)!">'7* asi como el limite superior de PTH,
que esta establecido como normal en 88 ng/ml en
nuestro laboratorio por medio de otros estudios®?.
Por el contrario, una de las fortalezas del estudio
radica en el tamano muestral, de 108 pacientes con
lesion medular, el mas alto recogido en la literatura
que hemos podido consultar sobre este tema.

En conclusion, una elevada proporcion de
pacientes con lesion medular cronica presentan
unos niveles séricos de 25-hidroxivitamina D que
pueden considerarse como “insuficientes”, por lo
que creemos que es necesario generalizar el estu-
dio de los niveles de vitamina D en estos pacien-
tes, para detectar y corregir las deficiencias cuan-
do se objetiven; aunque debemos plantearnos si
los suplementos de vitamina D realmente reducen
el riesgo de osteoporosis y de fractura, lo cual
puede ser el objetivo de otros estudios.
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Resumen

Fundamento: En fases previas al diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 existe riesgo aumentado de enfer-
medad cardiovascular, pero se desconoce si esto sucede en lo relativo al riesgo de fracturas.

Objetivo: Comparar la prevalencia de fractura en casos incidentes de diabetes mellitus y en controles apa-
reados.

Material y método: Estudio de casos-controles anidados en una cohorte de base poblacional. Se incluyo a
todos los pacientes diabéticos tipo 2 diagnosticados en el periodo 2006-2011 y, por cada uno, a dos suje-
tos controles sin diabetes de igual edad, género y centro de salud. Se identificaron en ellos fracturas, acci-
dentes cerebro-vascular y cardiopatia isquémica prevalentes utilizando cédigos CIE10. Se calculd la preva-
lencia de fracturas osteopordticas, mayores y de cadera, y de enfermedad cardiovascular en el momento
del diagnodstico para los sujetos diabéticos, y en esa misma fecha indice para los controles apareados.
Mediante regresion logistica condicional se calcularon las odds ratios (OR) ajustadas por indice masa cor-
poral, tabaquismo, enolismo, uso de estatinas, enfermedad cardiovascular y complicaciones diabéticas.
Resultados: Se identificaron 58.931 pacientes diabéticos y 117.862 controles. En la fecha del diagnostico,
los pacientes diabéticos presentaban mayor prevalencia de accidente cerebro-vascular (4,9% vs. 3,5%;
p<0,001) y de cardiopatia isquémica (8,1% vs. 4,7%; p<0,001). Por el contrario, la prevalencia de fractu-
ra osteoporotica (2,8% vs. 2,7%; p=0,22), fractura de cadera (0,4% vs. 0,4%; p=0,63) y fractura mayor (1,5%
vs. 1,5%; p=0,97) fue similar en ambos grupos. Las OR ajustadas fueron: 1,02 (IC 95%: 0,96-1,09), 1,08 (IC
95%: 0,90-1,28), y 0,99 (IC 95%: 0,91-1,09), respectivamente.

Conclusiones: Los pacientes diabéticos tipo 2 presentan mayor prevalencia de enfermedad cardiovascu-
lar en el momento del diagnostico. Sin embargo, su riesgo de fractura es similar al de los sujetos contro-
les no diabéticos.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2, fracturas osteopordticas, enfermedad cardiovascular, prevalencia.
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Risk of fracture associated with stages prior to a diagnosis of diabetes
mellitus type 2: nested case-control study (DIAFOS cohort)

Summary

Backgound: In phases prior to the diagnosis of diabetes mellitus type 2 there is an increased risk of car-
diovascular disease, but it is not known if this is the case in relation to the risk of fractures.

Objective: To compare the prevalence of fracture in cases of diabetes mellitus and in matched controls.
Material and method: Nested case-control study in a population-based cohort. All patients diagnosed with
type 2 diabetes in the period 2006-2011 were included, as were, for each of these patients, two control
subjects of the same age, gender, and from the same medical centre, without diabetes. Any fractures, cere-
bro-vascular accidents and ischemic cardiopathy prevalent in these patients were identified using ICD
codes 10. The prevalence of osteoporotic, major and hip fractures, and of cardiovascular disease at the
time of diagnosis for the diabetic subjects, and on the same date for the matched controls, were calcula-
ted. Using conditional logistical regression the odds ratios (OR) were calculated, adjusting for body mass
index, smoking, alcoholism, use of statins, cardiovascular disease and diabetic complications.

Results: 58,931 diabetic patients and 117,862 controls were identified. At the date of diagnosis the diabe-
tic patients had a higher prevalence of cerebro-vascular accident (4.9% vs 3.5%; p<0.001) and ischemic
cardiopathy (8.1% vs 4.7%; p<0.001). On the other hand, the prevalence of osteoporotic fracture (2.8%
vs 2.7%; p=0.22), hip fracture (0.4% vs 0.4%; p=0.63) and major fracture (1.5% vs. 1.5%; p=0.97) was simi-
lar in both groups. The adjusted ORs were: 1.2 (CI 95%: 0.96-1.09), 1.08 (CI 95%: 0.90-1.28), and 0.99 (CI
95%: 0.91-1.09), respectively.

Conclusions: The type 2 diabetic patients had a higher prevalence of cardiovascular disease at the time

of diagnosis. However, their risk of fracture was similar to the non-diabetic control subjects.

Key words: diabetes mellitus type 2, osteoporotic fractures, cardiovascular disease, prevalence.

Introduccién

Diabetes mellitus y osteoporosis son dos enfermeda-
des de elevada prevalencia en nuestro medio. Segin
las estimaciones de la International Diabetes
Federation, cerca de 245 millones de personas en el
ano 2006 padecian diabetes mellitus tipo 2 (DM2)".
La prevalencia de DM2 en adultos en Espana oscila
entre el 12 y el 15%* De forma similar la prevalen-
cia global de osteoporosis en nuestro medio es del
12,73% en mujeres y del 4,15% en hombres®.

Si bien la relacion entre diabetes mellitus y enfer-
medad cardiovascular es bien conocida, se dispone
de menos datos sobre una posible relacion entre
DM2 y osteoporosis. Diferentes estudios epidemiol6-
gicos senalan un aumento de la masa 6sea en
pacientes diabéticos tipo 2 vy, contrariamente a lo
que seria de esperar, existe un aumento del riesgo
de fractura tanto de fémur, como vertebral y otras
localizaciones™.

Segun la historia natural de la DM2’, los pacien-
tes pueden pasar una media de 5-10 anos en unos
estadios previos caracterizados por una alteracion
del metabolismo de los hidratos de carbono: la pre-
diabetes. Se entiende por prediabetes aquellas situa-
ciones intermedias entre la normalidad y la diabetes.
Se pueden distinguir dos situaciones: la intolerancia
a la glucosa (ITG), definida por la American
Diabetes Association (ADA) como un valor de gluce-
mia entre 140 y 199 mg/dl a las 2 horas de una prue-
ba de tolerancia oral con 75 g de glucosa; y la glu-

cemia basal alterada (GBA), definida como una glu-
cemia basal entre 100 y 125 mg/dl. Aunque no
deben ser considerados como enfermedades, estos
estadios pre-diabéticos se asocian a un aumento de
la morbimortalidad cardiovascular®, que es mayor en
pacientes con ITG que con GBA’. Se disponen de
pocos datos sobre el riesgo de fractura en estos esta-
dios; el estudio Rotterdam™ puso de manifiesto que
los pacientes con ITG presentaban una disminucion
significativa del riesgo de fractura.

En consecuencia, se diseno el presente estudio
con el objetivo de analizar la prevalencia de fractu-
ras en el momento del diagnéstico de DM2 en una
cohorte de base poblacional.

Material y método

Se trata de un estudio de casos-controles anidados
en una cohorte de base poblacional (cohorte DIA-
FOS). Los datos fueron obtenidos de la base de
datos SIDIAP, que contiene la informacion clinica
registrada por los médicos de Atencion Primaria
que trabajan en el Instituto Catalan de la Salud
(ICS), principal proveedor de servicios sanitarios
en Cataluna, asi como los datos de facturacion de
farmacia, resultados analiticos de los laboratorios
de referencia e informes de los hospitales del sis-
tema publico. Dicha base de datos dispone de
informacion de aproximadamente 5,8 millones de
pacientes (aproximadamente un 80% de la pobla-
cion catalana). Después de un control de calidad,
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes con DM2 (casos) y de los pacientes sin DM2 (controles)

Casos Controles

DM2 apareados p
Numero de pacientes 58.931 117.862
Edad en anos. Media (DE) 62,79 (11,97) 62,80 (11,97) 0,896
Hombres. N (%) 33.362 (56,6%) 66.724 (56,6%) 1
Mujeres. N (%) 25.569 (43,4%) 51.138 (43,4%) 1
Pacientes con sobrepeso. N (%) 19.169 (32,5%) 31.962 (27,1%) | <0,0001
Pacientes con obesidad. N (%) 26.472 (44,9%) 23.673 (20,1%) | <0,0001
Pacientes con consumo alcohol moderado o de riesgo. N (%) 19.651 (33,3%) 28.298 (24%) | <0,0001
Fumadores activos. N (%) 10.228 (17,3%) 17.342 (14,7%) | <0,0001
Pacientes con cataratas previas. N (%) 3.849 (6,5%) 7.333 (6,2%) 0,012
Pacientes con nefropatia previa. N (%) 6.546 (11,1%) 9.469 (8,03%) | <0,0001
Pacientes con neuropatia diabética previa. N (%) 295 (0,5%) 128 (0,1%) | <0,0001
Pacientes que reciben estatinas. N (%) 26.071 (44,2%) 29.535 (25,1%) <0,0001

se dispone de informacion de casi 5 millones de
personas, representativas a nivel demografico de
esta poblacion. La calidad de la informacion que
contiene SIDIAP ha sido validada'; estudios pre-
vios validan los registros de incidencia de fractura
en comparacion a cohortes clasicas® y los datos
relacionados con el registro de DM2%.

Del total de pacientes incluidos en SIDIAP, se
identificaron aquéllos que presentan un diagnostico
de DM2 incidente en el periodo comprendido entre
el 01/01/2006 y el 31/12/2011 (incluidos como
casos) usando codigos CIE10. Del total de partici-
pantes SIDIAP libres de diabetes (tipo 1y 2) se selec-
cionaron dos controles al azar por cada caso apare-
ados por ano de nacimiento, sexo y centro de salud.

Se recogi6 informacion sobre variables descripti-
vas: edad, sexo, indice de masa corporal, presencia
de complicaciones asociadas a la diabetes mellitus
(cataratas, nefropatia y neuropatia diabéticas), taba-
quismo (fumador, no fumador y ex fumador), con-
sumo de alcohol (medido por unidades de consumo
a la semana y clasificado en: consumo de bajo ries-
go, cuando el consumo en hombres es inferior a 17
unidades o en mujeres a 11; consumo moderado,
cuando en hombres estd entre 17 y 28 unidades o en
mujeres entre 11 y 17; y consumo de riesgo, cuando
en hombres es superior a 28 unidades o en mujeres
a 17) y uso de estatinas (codigos ATC C10AA01 a
C10AA08). Se identifico la presencia de cardiopatia
isquémica (angina estable, angina inestable o infarto
de miocardio) y enfermedad cerebro-vascular (infar-
to cerebral o accidente isquémico transitorio) en el
momento del diagnéstico de DM2 utilizando codigos
CIE10. También se recogieron todas las fracturas cli-
nicas registradas en la historia clinica informatizada
previas al diagnostico de diabetes mellitus mediante
revision de codigos CIE10; la base de datos SIDIAP

no contiene informacion de pruebas de imagen,
motivo por el cual no se han podido confirmar
radiologicamente las fracturas. Se distinguieron tres
subtipos de fractura: fracturas osteoporéticas (cual-
quier localizacion excepto dedos manos y pies, cara
o craneo); fracturas mayores segin FRAX®" (cadera,
mufeca, antebrazo, himero y vertebral) y fractura
de cadera.

Analisis estadistico
Las caracteristicas de la poblacion estudiada se
describen mediante andlisis descriptivo univarian-
te, calculando media y desviacion estindar para
variables continuas y frecuencia absoluta y por-
centaje para variables categoéricas. Para comparar
las prevalencias de enfermedad cardiovascular y
de fracturas en ambos grupos se utilizé la prueba
de Chi cuadrado. Mediante regresion logistica
condicional se calcularon las odds ratios no ajus-
tadas para enfermedad cardiovascular y fracturas,
y se ajustaron por los siguientes factores de con-
fusion, definidos a priori segin literatura disponi-
ble y plausibilidad biologica: indice de masa cor-
poral, tabaquismo, enolismo, uso de estatinas,
enfermedad cardiovascular, cataratas, nefropatia y
neuropatia diabéticas. Todas las pruebas estadisti-
cas se realizaron con un intervalo de confianza
(IC) del 95% y suponiendo un contraste bilateral.
La base de datos SIDIAP proporciond datos
puramente observacionales para este estudio. Los
datos de SIDIAP son totalmente anénimos e iden-
tificados por un codigo interno que se crea en el
momento de la incorporacién de los datos, hecho
que imposibilita la identificacion de los sujetos
incluidos. Se obtuvo la aprobacion del Comité
Etico de Investigaciones Clinicas local (CEIC
IDIAP Jordi GoD.
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Tabla 2. Prevalencia de fracturas previas agrupadas en pacientes con DM2 y en pacientes sin DM2

Casos DM2 | Controles apareados P

Fracturas osteoporoticas

Numero de pacientes 1.654 3.192

Prevalencia 2,8% 2,7% 0,224

Fracturas mayores

Numero de pacientes 891 1.785

Prevalencia 1,5% 1,5% 0,967

Fracturas de cadera

Numero de pacientes 232 482

Prevalencia 0,4% 0,4% 0,633
Figura 1. Riesgo de presentar una fractura en el momento del diagnos- La prevalencia de fracturas oste-

tico de la DM2 (ORs no ajustados) segin la localizacion de la fractura

opordticas, mayores y de cadera,

OR=1,04 [IC 95% (0,98-1,10); p=0,217]

fue similar y sin diferencias estadis-
ticamente significativas (Tabla 2).
Los pacientes DM2 presentaban en

el momento del diagnéstico un ries-
go similar de fractura que los con-

OR=0,99 [IC 95% (0,92-1,08); p=0,967]

troles no diabéticos (Figura 1). Las

OR ajustadas fueron: para fracturas
osteoporoticas, 1,02 (IC 95%: 0,96~

1,09; p=0,40); para fracturas mayo-

OR=0,96 [IC 95% (0,82-1,13); p=0,629] res, 0,99 (IC 95%: 0,91-1,09;

p=0,93); y para fractura de cadera,

Prevalencia de fracturas (%)
—_
n

1,08 (IC 95%: 0,90-1,28; p=0,39).

Cualquier Fractura Fractura
fractura mayor cadera

Casos DM2 Controles apareados

Analizando por subgrupos de
pacientes segin la exposicion al
tabaco, el uso de estatinas o el
grado de control de la DM2 de par-
tida (definido por una HbAlc <7%
6 27%) no se observan diferencias

Resultados

58.931 pacientes fueron diagnosticados de DM2
entre 01/01/2006 y el 31/12/2011 (casos); y se selec-
cionaron 117.862 controles apareados. En la Tabla 1
se describen las caracteristicas basales de ambas
cohortes, siendo, como era de esperar, edad y sexo
similares, pero hubo una mayor proporcion de
pacientes con sobrepeso u obesidad, fumadores y
que recibian estatinas entre los diabéticos.

En relacion a la presencia de enfermedad car-
diovascular en el momento del diagnéstico, 4.799
(8,1%) casos y 5.535 (4,7%) controles presentaban
cardiopatia isquémica previa a la fecha indice
(p<0,0001); vy 2.895 (4,9%) y 4.125 (3,5%), respec-
tivamente, presentaban enfermedad cerebro-vas-
cular (p<0,0001). Las OR correspondientes fueron:
1,79 (IC 95%: 1,73-1,87; p<0,0001) para cardiopa-
tia isquémica y 1,42 (IC 95%: 1,36-1,49; p<0,0001)
para enfermedad cerebro-vascular.

estadisticamente significativas en el

riesgo de fracturas osteoporoticas,

mayores o de cadera (Tabla 3). Los
pacientes con una HbAlc inicial por encima de
7% presentaron un riesgo de fractura de fémur
muy proximo a la significacion estadistica (OR
ajustada = 1,30; IC 95%: 0,96-1,75; p=0,09).

Discusion

Los pacientes DM2 tienen un incremento del ries-
go de alrededor el 70% y 40% de cardiopatia
isquémica y enfermedad cerebro-vascular respec-
tivamente, comparados con los controles aparea-
dos. Un reciente metanalisis” de pacientes con
prediabetes (incluye pacientes con ITG y GBA)
concluye que éstos presentan un incremento de
un 26% de enfermedad cerebro-vascular (RR=1,26;
IC 95%: 1,10-1,41; p<0,001). Un estudio en pacien-
tes con GBA" seglin criterios de la ADA
(American Diabetes Association), encuentra un
aumento del riesgo del 70% de cardiopatia isqué-
mica en mujeres (OR=1,70; IC 95%: 1,0-3,0;
p=0,049).



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2013 5;2:73-78 a

Tabla 3. Andlisis del riesgo de fractura osteopordtica, mayor y de cadera, por subgrupos: exposicion a tabaco,

uso de estatinas y grado de control metabdlico inicial

OR ajustada [IC 95%]; p-valor

HbA1c basal <7%

HbA1c basal =7%

Fractura osteoporotica

1,02 [0,94-1,10]; p=0,71

1,01 [0,90-1,14]; p=0,83

Fractura mayor

0,98 [0,94-1,10; p=0,71

1,01 [0,86-1,18]; p=0,91

Fractura de cadera

0,97 [0,79-1,20]; p=0,77

1,30 [0,96-1,75]; p=0,09

Nunca fumador

Fumador/Ex fumador

Fractura osteoporotica

1,00 [0,93-1,09]; p=0,91

0,94 [0,76-1,17]; p=0,59

Fractura mayor

0,98 [0,89-1,09]; p=0,72

0,93 [0,67-1,28]; p=0,66

Fractura de cadera

1,06 [0,88-1,28]; p=0,53

0,81 [0,31-2,11]; p=0,67

No terapia previa con estatinas

Terapia previa con estatinas

Fractura osteoporotica

1,08 [0,97-1,201; p=0,16

0,98 [0,86-1,12]; p=0,81

Fractura mayor

1,05 [0,91-1,20]; p=0,54

0,99 10,83-1,19]; p=0,93

Fractura de cadera

1,16 [0,88-1,52]; p=0,29

1,15 [0,77-1,71]; p=0,50

Sin embargo, segin los resultados de nuestro
estudio, los pacientes DM2 no presentan una mayor
probabilidad de padecer una fractura (osteoporoti-
ca, fractura mayor o de cadera) que el resto de la
poblacion en el momento del diagndstico de la dia-
betes. Esto sugiere que el incremento de riesgo aso-
ciado a la DM2 no aparece en las fases iniciales de
la enfermedad, sino con la evolucion de la enferme-
dad.

El mecanismo por el que la DM2 favorece la
aparicion de fracturas no esta claramente definido,
si bien se han descrito diferentes sustancias que
tienen un papel crucial en la patogenia de esta
asociacion'™®. Al realizar un andlisis por subgru-
pos hemos observado que en los pacientes con
HbAlc inicial por encima de 7% presentaban un
riesgo de fractura de cadera al limite de la signifi-
cacion estadistica. Estudios previos'™ ponen de
manifiesto que un grado de control metabdlico
deficiente se asocia a unos niveles superiores de
esclerostina, provocando un aumento del riesgo
de fracturas. Ademas, los niveles altos de glucosa
conducen a una acumulacion de productos de
degradacion en la matriz 6sea, lo que origina un
hueso biomecianicamente menos resistente®. Si
bien nuestro estudio no dispone de datos sobre
estas sustancias, el no haber encontrado una
mayor incidencia de fracturas en el momento del
diagnostico de DM2 podria apoyar esta hipotesis.
La temporalidad entre la asociacion entre diabetes
y fractura sera objeto de un nuevo estudio pros-
pectivo en el seguimiento de la cohorte DIAFOS.

Como era de esperar, los pacientes DM2 en el
momento del diagndstico presentaban un riesgo
aumentado de cardiopatia isquémica, asi como de
enfermedad cerebro-vascular, en comparacion
con la poblacion general. Diferentes estudios epi-
demiologicos han demostrado que los pacientes

con intolerancia a la glucosa presentan una mayor
morbi-mortalidad cardiovascular® Se han postula-
do diferentes mecanismos asociados a la hiperglu-
cemia que favorecen la aterosclerosis entre ellos la
disfuncion endotelial, el estrés oxidativo y la for-
macion de productos de degradacion?. Es de inte-
rés remarcar que en la poblacion de pacientes
DM2 de nuestro estudio, la proporcion de pacien-
tes con sobrepeso-obesidad y que ya reciben esta-
tinas (indicador indirecto de la presencia de un
trastorno del metabolismo de los lipidos) es supe-
rior que en los controles. Esto podria ser explica-
do por el hecho de que la obesidad y los trastor-
nos del metabolismo de los lipidos favorecen la
aparicion de trastornos del metabolismo hidrocar-
bonado (glucemia basal alterada, intolerancia a la
glucosa, diabetes o sindrome metabdlico).
Ademas, la presencia de una mayor proporcion de
fumadores activos entre los diabéticos tipo 2
podria aumentar tanto el riesgo de padecer un
evento cardiovascular como el de fracturas. El uso
de estatinas se ha asociado a una menor inciden-
cia de fracturas osteoporoticas®?, posiblemente
debido a que interfieren la misma via metabdlica,
la del mevalonato, sobre la que actGan también
los bifosfonatos. También se ha demostrado un
efecto directo in vitro de las estatinas en cultivos
primarios de osteoblastos humanos®. Sin embar-
go, sus efectos sobre el hueso son muy poco acu-
sados y no explican, en nuestra opinion, la falta
de diferencia en la incidencia de fracturas. En todo
caso, nuestro andlisis se ajustd por este posible
factor de confusion.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es
que los datos provienen de la historia clinica infor-
matizada y, a diferencia de los estudios clasicos de
cohortes, pueden presentar un infrarregistro. Esto
podria provocar un sesgo de clasificacion aleato-



rio que podria ajustar a la baja la asociacion entre
factores predictores y el evento de interés.
Efectivamente, el registro de fracturas en SIDIAP
se ha validado en comparacion con estudios de
cohortes clasicas y bases de datos de alta hospita-
laria, y los datos presentan una sensibilidad mode-
rada (cerca del 70%) y una especificidad elevada
(>95%)"2. Por el contrario, este estudio tiene
importantes fortalezas, como son el elevado
nimero de individuos, lo que permite detectar
diferencias estadisticamente significativas atn en
el caso de que sea muy limitadas. Por tanto, pen-
samos que la falta de aumento de fracturas en el
momento del diagndstico de DM2 es un dato con-
sistente.

Conclusiones

La cohorte DIAFOS consta de una poblacion de
pacientes diagnosticados de novo de diabetes
mellitus tipo 2 en la que se pretende analizar la
asociacion entre la diabetes y la presencia de frac-
turas. En este primer andlisis, usando un disefio de
casos-controles anidados dentro de esta cohorte,
podemos concluir que los pacientes diabéticos en
el momento del diagnéstico no presentan un
mayor riesgo de padecer una fractura que la
poblacion general, de tal forma que parece ser
que la prediabetes no provoca un aumento del
riesgo de padecer fracturas, al contrario de lo que
sucede con la enfermedad cardiovascular. Asi
pues, estos resultados no apoyan la necesidad de
una valoracion especifica del riesgo de fracturas
en los pacientes con diagndstico reciente de DM2
mds alla del habitual en la poblacion general.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener ninglin conflicto de intereses.

Bibliografia

1. Wild S, Roglic G, Green A, Sicree R, King H. Global
prevalence of diabetes: estimates for the year 2000 and
projections for 2030. Diabetes Care 2004;27:1047-53.

2. Soriguer F, Goday A, Bosch-Comas A, Bordiu E, Calle-
Pascual A, Carmena R, et al. Prevalence of diabetes
mellitus and impaired glucose regulations in Spain: the
Di@bet.es Study. Diabetologia 2012;55:88-93.

3. Diaz M, Garcia JJ, Carrasco Jl, Honorato J, Pérez R,
Rapado A, et al. Prevalencia de la osteoporosis deter-
minada por densitometria en la poblacién femenina
espanola. Med Clin (Barc) 2011;116:86-8.

4. Janghorbani M, van Dam RM, Willet WC, Hu FB.
Systematic review of type 1 and type 2 diabetes melli-
tus and risk of fracture. Am J Epidemiol 2007;166:495-
505.

5. Yamamoto M, Yamaguchi T, Yamauchi M, Kaji H,
Sugimoto T. Diabetic patients have an increased risk of
vertebral fractures independent of BMD or diabetic
complications. ] Bone Miner Res 2009;24:702-9.

6. Khalil N, Sutton-Tyrrell K, Strotmeyer ES, Greendale
GA, Vuga M, Selzer F, et al. Menopausal bone changes
and incident fractures in diabetic women: a cohort
study. Osteoporos Int 2011;22:1367-76.

7. David M, Nathan MD, Initial management of glycemia in
type 2 diabetes mellitus. N Engl ] Med 2002;347:1342-9.

a ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2013 5;2:73-78

10.

11.
12.

13.

14

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Coutinho M, Gerstein HC, Wang Y, Yusuf S. The rela-
tionship between glucose and incident events. A meta-
regression analysis of published data from 20 studies
of 95783 individuals followed for 12.4 years. Diabetes
Care 1999;22:233-40.

DECODE Study Group, the European Diabetes
Epidemiology Group. Glucose tolerance and cardio-
vascular mortality: comparison of fasting and 2-hour
diagnostic criteria. Arch Intern Med 2001;161:397-405.
De Liefde II, van der Klift M, de Laet CE, van Daele PL,
Hofman A, Pols HA. Bone mineral density and fractu-
re risk in type-2 diabetes mellitus: the Rotterdam study.
Osteoporos Int 2005;16:1713-20.

Garcia-Gil M, Hermosilla E, Prieto-Alhambra D, Fina F,
Rossell M, Ramos R, et al. Construction and Validation
of a Scoring System for Selction of High Quality Data
in a Spanish Population Primary Care Database
(SIDIAP). Inform Prim Care 2011;19:135-45.
Pages-Castella A, Carbonell-Abella C, Fina Avilés F,
Alzamora M, Baena-Diez JM, Martinez-Laguna D, et al.
Burden of osteoporotic fractures in primary health care
in Catalonia (Spain): a population-based study. BMC
Musculoskelet Disord 2012;13:79.

Vinagre I, Mata-Cases M, Hermosilla E, Morros R, Fina
Avilés F, Rosell M, et al. Control of glycemia and car-
diovascular risk factors in patients with type 2 diabe-
tes in primary care in Catalonia (Spain). Diabetes Care
2012;35:774-9.

Kanis JA, Johnell O, Oden A, Johansson H, McCloskey
E. FRAX and the assessment of fracture probability in
men and women from the UK. Osteoporos Int 2008;19:
385-97.

Lee M, Saver JL, Hong KS, Song S, Chang KH,
Ovbiagele B. Effect of pre-diabetes on future risk of
stroke: meta-analysis. BMJ 2012;334:€3564.

Levitzky YS, Pencina M]J, D’Agostino RB, Meigs JB,
Murabito JM, Vasan RS, et al. Impact of impaired fas-
ting glucose on cardiovascular disease: the
Framingham Heart Study. ] Am Coll Cardiol 2008;51:
264-70.

Kanazawa I, Yamaguchi T, Yamamoto M, Yamauchi M,
Yano S, Sugimoto T. Relationships between serum adi-
ponectin levels versus bone mineral density, bone
metabolic markers, and vertebral fractures in type 2
diabetes mellitus. Eur J Endocrinol 2009;160:265-73.
Garcfa-Martin A, Rozas-Moreno P, Reyes-Garcia R,
Morales-Santana S, Garcia-Fontana B, Garcia-Salcedo
JA, et al. Circulating levels of sclerostin are increase in
patients with type 2 diabetes mellitus. J Clin
Endocrinol Metab 2012;97:234-41.

Viguet-Carrin S, Roux JP, Arlot ME, Merabet Z, Leeming
DJ, Byrjalsen I, et al. Contribution of the advanced
glycation end product pentosidine and of maturation
of type I collagen to compressive biomechanical pro-
perties of lumbar vertebrae. Bone 2000;39:1073-9.
The DECODE study group. Glucose tolerance and
mortality: comparison of WHO and American Diabetes
Association diagnostic criteria. European diabetes epi-
demiology group. Diabetes epidemiology: collaborati-
ve analysis of diagnostic criteria in Europe. Lancet
1999;354:617-21.

Chu CS, Lee KT, Cheng KH, Lee MY, Kuo HF, Lin TH,
et al. Postchallenge responses of nitrotyrosine and
TNF-alpha during 75-g oral glucose tolerance test are
associated with the presence of coronary artery disea-
ses in patients with prediabetes. Cardiovasc Diabetol
2012;11:21.

Toh S, Hernandez-Diaz S. Statins and fracture risk. A
systematic review. Pharmacoepidemiol Drug Saf
2007;16:627-40.

Ruiz-Gaspa S, Nogués X, Enjuanes A, Monllau JC,
Blanch J, Carreras R, et al. Simvastatin and atorvastatin
enhance gene expression of collagen type 1 and oste-
ocalcin in primary human osteoblasts and MG-63 cul-
tures. J Cell Biochem 2007;101:1430-8.



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2013 5;2:79-84 a

Luis-Ravelo D, Antdn I, Vicent S, Zandueta C, Martinez S, Valencia K, Ormazabal C, Lecanda F
Laboratorio de Adhesion y Metastasis - Division de Oncologia - Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA)-Universidad de Navarra -
Pamplona

Efectos divergentes de la inhibicion
de TGF-f3 en metastasis oseas de

cincer de mama y pulmén

Correspondencia: Fernando Lecanda - Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA)-Universidad de Navarra -
Avda. Pio XII, 55 - 31008 Pamplona (Espafna)
Correo electronico: flecanda@unav.es

Fecha de recepcion:  27/02/2013
Fecha de aceptacion: 29/04/2013

Trabajo becado por la SEIOMM para asistir al 33 Congreso de la ASBMR (Toronto, Canadda. 2010).

Resumen

Fundamento: El objetivo de este estudio radica en la determinacion de la validez del factor de crecimien-
to transformante B (TGF-f) como diana terapéutica en modelos de metastasis 0seas derivadas de distin-
tos tipos histopatologicos del cancer de pulmon.

Material y métodos: Ratones inmunodeprimidos de 4 semanas de edad inoculados con lineas de cidncer
de pulmoén y de mama fueron tratados con péptido inhibidor de la citoquina, péptido control o placebo.
Se tomaron semanalmente medidas de bioluminiscencia y microrradiografias para determinar el efecto
del tratamiento sobre la carga tumoral presente en los huesos largos y las lesiones metastasicas en los
mismos.

Resultados: El tratamiento con el péptido especifico frente a TGF-f tiene un efecto protector en el hueso
en los animales inoculados con la linea de cincer de mama, a diferencia de lo ocurrido en los grupos de
péptido control y placebo. Sin embargo, el tratamiento anti-TGF-f carece de efectos terapéuticos signifi-
cativos sobre las metastasis 6seas que se desarrollan en los animales inoculados con las lineas de cancer
de pulmoén empleadas.

Conclusiones: El caracter de TGF-f como posible diana terapéutica en metastasis en hueso es altamente
dependiente del tipo y subtipos histopatologicos de tumor.

Palabras clave: TGF-§, hueso, metdstasis, modelos animales.
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Divergent effects of TGF-f3 inhibition in bone metastases in
breast and lung cancer

Summary

Background: The objective of this study lies in the determination of the validity of transforming growth
factor B (TGF-f) as a therapeutic target in models of metastasis deriving from different histological types
of lung cancer.

Material and methods: 4-week-old immunodeficient mice inoculated with lung and breast cancer lines
were treated with cytokine inhibitor peptide, control peptide or placebo. Weekly bioluminescence and
microradiographic measurements were taken to determine the effects of the treatment on tumor burden
and metastatic lesions in the long bones.

Results: Treatment with the specific peptide against TGF-§ has a protector effect in the bone of animals
inoculated with the breast cancer lines, unlike what happens in the control peptide and placebo groups.
However, the anti-TGF-f treatment lacks the significant therapeutic effects on the bone metastases which
develop in lung cancer bearing animals.

Conclusions: The role of TGF-f as a potential therapeutic target in bone metastasis is highly dependent
on the histopathological type and subtype of tumor.

Key words: TGF-f, bone, metastasis, animal models.

Introduccién
El esqueleto constituye uno de los 6rganos diana
preferentes de las células tumorales. Las neopla-
sias de mama, prostata, pulmén y mieloma origi-
nan metastasis 6seas con alta frecuencia'. El pro-
nostico de supervivencia desde el diagnostico de
la metdstasis Osea varia dependiendo del tipo de
tumor. En los pacientes de cancer de pulmén con
este tipo de metdstasis, la mediana de superviven-
cia se mide frecuentemente en meses, siendo la
menor de todos los tipos de tumor con tropismo
6se0’. Ademds, en muchas ocasiones este fenéme-
no se detecta en el momento del diagndstico de la
enfermedad, lo que contribuye a que esta neopla-
sia sea la primera causa de muerte por cancer’.
La alta frecuencia de metastasis Oseas puede
explicarse por la fenestracion del endotelio del
compartimento medular, que podria facilitar el
asentamiento de las células metastasicas®. También
el hueso constituye un entorno propicio para el
desarrollo de las células, ya que es un medio rico
en factores de crecimiento, como el factor de cre-
cimiento transformante f§ (TGF-f)°. La ruta de
sefalizacion intracelular de esta citoquina implica
la fosforilacion de proteinas Smads, que en Gltima
instancia permiten la expresion de genes diana en
el nucleo. El TGF-B presenta funciones opuestas
en carcinogénesis. Por un lado, la senalizacion a
través de su receptor desencadena una respuesta
antiproliferativa en condiciones de estrés oncogé-
nico. Esto tiene lugar a través de la induccion de
la expresion de genes supresores de tumor como
inhibidores de las quinasas dependientes de cicli-
na (CDKD o la represion de oncogenes como c-
Myc y miembros de la familia ID° Por otro lado,

existen neoplasias que retienen intacta esta via
evadiendo esta respuesta citostatica y favorecien-
do simultineamente la progresion tumoral. Entre
otros mecanismos, destaca su contribucion a la
evasion de la inmunidad mediada por linfocitos T
CD87 y a la angiogénesis por induccion del factor
de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y
MMPs (metaloproteasas de matriz) en tumor y
endotelio®. La célula tumoral también puede utili-
zar la senalizacion del TGF-f§ para la progresion
metastasica en el microentorno éseo, puesto que
esta citoquina favorece la expresion de proteina
relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP)
o IL11°". Estos factores inducen la expresion de
RANKL (ligando del receptor activador para el fac-
tor nuclear k B) en la membrana de los osteoblas-
tos. El reconocimiento de este ligando por el
receptor correspondiente en los precursores
mononucleares conlleva la activacion de éstos y
formacion de osteoclastos maduros. La accion de
estas cé€lulas promueve la liberacion de la matriz
osea de citoquinas que ceban la colonizacion
metastasica. Se genera asi un proceso de retroali-
mentacion positiva o “ciclo vicioso” que magnifica
los efectos osteoliticos.

La inhibicion genética o farmacolégica de la
via de senalizacion del TGF-f ha demostrado un
beneficio terapéutico en modelos preclinicos. La
expresion de la forma dominante negativa del
receptor TGFBR2 en células tumorales de mama o
el uso del inhibidor SD-208 de TGFRI en animales
inoculados con células de melanoma con tropis-
mo 6seo han demostrado una reduccion de las
lesiones metastasicas en el hueso que ocasionan
estas lineas celulares''?. En la misma linea, nues-
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tro grupo demostré este efecto en un modelo de
metastasis 6seas derivadas de una linea de carci-
noma pulmonar de células grandes®.

El objetivo principal de este estudio es valorar
la contribucién del TGF-f a la metastasis en hueso
en modelos derivados de otros tipos histopatol6-
gicos del cancer de pulmén como adenocarcino-
ma o carcinoide. Como control se empled un
modelo de metastasis 6sea derivado de cancer de
mama.

Material y métodos

Cultivo celular

Se utilizaron las lineas tumorales A549, H727 y
MDA-MB-231, procedentes de adenocarcinoma pul-
monar, carcinoide de pulmén y cincer de mama,
respectivamente. Las lineas A549 y H727 fueron
transfectadas con el vector retroviral SFG-NES-TGL
(donado gentilmente por Dr. Ponomarev), que con-
tiene el gen reportero de la luciferasa. Las células se
cultivaron a 37°C y 5% CO, bajo condiciones de
esterilidad en medio RPMI (A549 y H727) o DMEM
(MDA-MB-231) suplementados con 10% de FBS,
100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina (Invitrogen®).

Animales e inoculacion intracardiaca (I.C.)

Se realiz6 la inyeccion de las células tumorales en
el ventriculo izquierdo de 24 ratones inmunode-
primidos de 4 semanas de edad (Laboratorios
Harlan) de acuerdo a descripciones previas'*>. Las
células se resuspendieron en PBS a una concen-
tracion de 2 x 10° células/ml. Los animales se
anestesiaron previamente a la inoculacion con
ketamina (65 mg/kg) y xilacina (2,5 mg/kg) por
via intraperitoneal. Se inyectaron 2 x 10° células
(100 pD usando una aguja de calibre 29G.

Todos los protocolos de trabajo con animales
de laboratorio fueron aprobados por el Comité de
Etica para la Experimentacion Animal de la
Universidad de Navarra (CEEA).

Régimen terapéutico

Se utilizaron los péptidos control p41l o los anti-
TGF-B pl7 o pl44 (donados gentilmente por
Digna Biotech segun disponibilidad) para valorar
esta citoquina como diana terapéutica. Ambos
presentan similar actividad in vivo™'°. Cinco dias
después de la inoculacién de las lineas tumorales,
los animales se dividieron en 3 grupos de 8 rato-
nes cada uno para recibir una dosis diaria por via
intraperitoneal de 3,75 mg/kg de pl44, péptido
control (p41) o vehiculo (suero fisiologico). Los
ratones inoculados con la linea MDA-MB-231 se
dividieron igualmente y fueron tratados a partir
del dia 7 en jornadas alternas con 2,5 mg/kg de
p17 (actividad similar a p144), péptido control p41
o vehiculo.

La dosis de p17 fue elegida en base a su acti-
vidad en estudios previos*7, mientras que la de
pl44 fue superior para asegurar que los resultados
observados in vivo con las lineas celulares de can-
cer de pulmén no fueran atribuibles a una baja
concentracion del péptido. El tiempo trascurrido

desde la inoculacién intracardiaca hasta el inicio
de tratamiento se establecié en experimentos pre-
vios, en los que se determiné el tiempo necesario
para que las células se detecteran en hueso,
mediante bioluminiscencia o aislamiento de las
células metastasicas.

Se determiné semanalmente el efecto sobre la
carga tumoral mediante bioluminiscencia y/u osteo-
lisis por andlisis radiol6gico en busca de posibles
diferencias.

La duracion de cada experimento dependio del
desarrollo de las metastasis por cada linea celular.

Bioluminiscencia

Se administr6 D-luciferina (PROMEGA) a una con-
centracion de 150 mg/kg por via intraperitoneal a los
animales previamente anestesiados. Transcurridos 5
minutos se tomaron diferentes imagenes en camara
CCD de bioluminiscencia con el programa Living
Image (IVIS® system, Xenogen). Para cuantificar la
senal bioluminométrica se utilizé el mismo programa
delimitando las extremidades inferiores. A los datos
obtenidos se les sustrajo el valor luminométrico de
un ratén no inyectado con células (controD). Los
valores obtenidos se dividieron por el valor lumino-
métrico de cada extremidad obtenido antes del ini-
cio del tratamiento. La senal lumninométrica obteni-
da aparece superpuesta en el roedor.

Las células transfectadas con el vector SFG-NES-
TGL, A549 y H727, presentan senal detectable. No
se obtuvieron datos luminométricos de la carga
tumoral de los animales inoculados con la linea
MDA-MB-231 puesto que el vector con el gen de
luciferasa con el que se transfecté no generd senal,
probablemente por metilacion del promotor®.

Analisis radiografico

Las radiografias se realizaron bajo anestesia usando
un modelo de rayos X de Faxitron® (MX-20). Se uti-
lizaron peliculas sensibles a esta radiacion (MIN-R,
Kodak®) a 20 kV durante 20 segundos a un aumen-
to 2x. Las radiografias se digitalizaron a una resolu-
cion de 1200 ppi (Epson® Expression 1680 Pro). El
area de las lesiones osteoliticas fue evaluado con el
programa de andlisis de imagen computarizada
AnalySIS® (GmbH). La cuantificacion relativa de las
areas metastasica se expresa como el porcentaje de
la suma de las areas lesionadas presentes en fémur
y tibia con respecto al total de la superficie de estos
huesos largos en las peliculas.

Microtomografia computarizada (pCT)

Las articulaciones de fémures y tibias representati-
vos de cada grupo de experimentacion fueron
analizadas en un dispositivo de microCT (micro
CAT TI, Siemens® Preclinical Solutions) a 75,0 kVp
y 250 uA. Cada escaneo se realiz6 a 10 pm de
resolucion. Las imdgenes bidimensionales se
reconstruyeron usando un procedimiento estindar
de deconvolucion con un filtro Shepp-Logan. Para
la reconstruccion de las imagenes se utilizé el pro-
grama COBRA®_Exxim. Las imagenes se almace-
naron en tramas tridimensionales con un tamano
de voxel de 19*19*23 pm.
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Figura 1. (Izquierda) Analisis radiografico a dia 21 del area metas-
tasica en los huesos largos de animales inoculados con la linea
de cancer de mama MDA-MB-231. Las lesiones osteoliticas (fle-
chas) se evaluaron después del tratamiento con placebo (PBS),
pl7 (péptido anti-TGF-f) o p4l (péptido control). *p<0,05.
(Derecha) Radiografias representativas de huesos largos de los
animales de cada grupo

Figura 3. A. Analisis radiografico del area
metastasica en los huesos largos de anima-
les inoculados con la linea de carcinoide
pulmonar H727. B. Andlisis histomorfomé-
trico: rayos X (RX) y microtomografia com-
putarizada (uCT)
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Figura 2. A. Analisis de bioluminiscencia de los ratones inocula-
dos con la linea H727 y tratados con placebo, pl144 (péptido
anti-TGF-B) o p4l. Obsérvese la moderada disminucion de la
carga tumoral 22 dias después de la inoculacion en los anima-
les tratados con p144 (*p<0,05; n.s., no significativo en la sema-
na posterior). B. Imdgenes de bioluminiscencia representativas
de cada grupo durante el curso del experimento

A H727 B

en los animales tratados con pl7 en
comparacién con los tratados con pép-
tido control o placebo a las 3 semanas
desde el inicio del experimento (Figura
1. En los animales inoculados con la
linea H727, las imdgenes de bioluminis-
cencia a dia 22 mostraron un ligero
efecto de pl44 sobre la carga tumoral
en las extremidades inferiores de los
animales tratados con este péptido (*p<
0,05, Figura 2A). Este efecto perdio
caracter significativo en los siguientes
dias de experimentacion (Figura 2B).
De forma similar, el andlisis radiografi-
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Analisis estadistico

El programa informatico SPSS 15.0 fue utilizado
para determinar el valor estadistico de los resulta-
dos. Se utiliz6 un nivel de significacion a=0,05.
Los valores p inferiores a este limite se considera-
ron significativos (*). Se realiz6 ANOVA de un fac-
tor para estudiar el drea metastasica de las radio-
graffas con comparaciones multiples Tukey y la
prueba de Kruskal-Wallis seguido de comparacio-
nes multiples con Mann-Whithney para biolumi-
niscencia. Los valores p obtenidos se ajustaron
con el método de Bonferroni.

Resultados

El analisis radiol6gico de fémures y tibias en los
animales inoculados con la linea MDA-MB-231
demostré una drastica reduccion de las metastasis

co de los huesos largos revel6 una leve disminu-
cion de las lesiones metastdsicas en estos ratones
que no alcanzé significacion (Figuras 3A y 3B).
Por el contrario, en los animales inoculados con la
linea A549 el pl44 no mostré efecto protector
alguno sobre la carga tumoral determinada por
bioluminiscencia (Figuras 4A y 4B) o sobre el des-
arrollo de las lesiones osteoliticas (Figuras 5A y
5B). Estos resultados indican que la actividad pro-
metastdasica de TGF-f es altamente dependiente
de cada linea celular.

Discusion

La metdstasis implica la adquisicion de nuevas
funciones por parte de la célula en el tumor pri-
mario. Estas incluyen motilidad e invasion, intra-
vasacion, supervivencia en circulacion, adhesiéon a
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Figura 4. A. Analisis de bioluminiscencia de los ratones inocula-
dos con la linea A549 y tratados con placebo, p144 o p4l. (n.s.,
no significativo). B. Imagenes de bioluminiscencia representati-

vas de cada grupo durante el curso del experimento

Figura 5. A. Analisis radiografico del area
metastasica en los huesos largos de anima-
les inoculados con la linea de adenocarcino-
ma de pulmén A549. B. Analisis histomorfo-
métrico: RX y pCT
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endotelio, extravasacion y crecimiento o coloniza-
cion de o6rganos diana'™. Para ello es necesario un
programa genético y/o epigenético —hoy por hoy
poco conocido— influenciado por la presion selec-
tiva establecida en el propio tumor y su microam-
biente. Por tanto, resulta critica la identificacion de
estas dianas implicadas en metastasis. El conoci-
miento de los efectores de este proceso podria
permitir el desarrollo de nuevas terapias antime-
tastdsicas que repercutan en una mejora de la cali-
dad de vida del paciente oncolégico. Este hecho
justifica el desarrollo de modelos de metéstasis
que reproduzcan la realidad clinica. El modelo
basado en la inoculacion intracardiaca recapitula
las dltimas etapas de la metdstasis: extravasacion,
anidacién (“homing”) y colonizacion de los orga-
nos diana. Con esta técnica se obtuvo una alta y
rapida incidencia de metdstasis con resultados
reproducibles. Esta aproximacion se ha utilizado
anteriormente con lineas tumorales de melanoma,
prostata 'y mama'"”. La principal limitacion es la
exclusion de los eventos iniciales de la cascada
metastasica como la invasion, motilidad e intrava-
sacion desde el parénquima pulmonar. Los mode-
los que recapitulan estas etapas iniciales de la
metdstasis como los de inyeccion ortotépica han
resultado exitosos para el cincer de mama. En
ellos se realiza una extirpacion del tumor primario
tras su crecimiento para facilitar la aparicion pos-
terior de metdstasis a distancia®. Sin embargo, esta
aproximacion resulta inviable en cancer de pul-
mon, ya que la muerte de los animales sobrevie-
ne con frecuencia antes del desarrollo de metdsta-
sis debido al crecimiento riapido del tumor.
Ademas, la frecuencia de metdstasis 6seas en los
modelos ortotopicos es baja.

Pese a la importancia del TGF-f§ en microentor-
no Oseo y metastasis, su potencial terapéutico
debe ser considerado con precaucion. En primer
lugar, la inhibicién sistémica de esta via puede
generar efectos colaterales, ya que la senalizacion
por esta via es de vital importancia en los proce-
sos homeostaticos en los tejidos. En segundo

lugar, los resultados obtenidos demuestran que el
efecto de esta via depende del contexto celular.
Las células tumorales de mama evaden las senales
de inhibicién del TGF-f conservando intactos a
los miembros de la ruta favoreciendo la funcién
prometastdsica de la citoquina. La mayor abun-
dancia de inhibidores transcripcionales de los
genes involucrados en la respuesta citostdtica en
estas células puede explicar este fenomeno?. Esto
puede explicar la mejora terapéutica obtenida en
el modelo de metastasis 0sea de la linea celular
MDA-MB-231. Al igual que ocurre en cancer de
mama, la oncogénesis pulmonar puede implicar la
pérdida de los efectos supresores de tumor de
TGF-*. Por tanto, esta citoquina puede ser de
interés terapéutico para el tratamiento de metasta-
sis 6seas del cancer de pulmoén. En concordancia
con estos resultados, el uso de un péptido inhibi-
dor de TGF-f en un modelo de carcinoma de
células grandes demostré una reduccion de las
metdstasis Oseas. Sin embargo, los resultados
mostrados en este trabajo demuestran que este
efecto sobre los modelos de adenocarcinoma y
carcinoide de pulmén es poco o nada significati-
vo. Estos experimentos sustancian por tanto el
contexto célula dependiente en la via de TGF-f.
Ademais, es posible que otras citoquinas presentes
en abundancia en el hueso puedan constituir ele-
mentos claves para la progresion del “ciclo vicio-
so” 'y consiguiente colonizacion metastdsica del
hueso, como IGF-1*. Futuros estudios pueden
determinar la idoneidad de otras dianas para el
desarrollo de terapias antimetastdsicas.
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Resumen

Objetivos: El sistema RANK/RANKL/OPG estd implicado en la determinacion de la densidad mineral 6sea
(DMO) y de la microarquitectura 6sea. Nuestro estudio pretende evaluar si existen SNPs en la region
3'UTR del gen RANK asociados con fenotipos osteoporoticos.

Material y métodos: Se genotiparon siete variantes genéticas en 1.098 mujeres de la cohorte BARCOS, y
se evalué su asociacion con la DMO vy las fracturas osteoporodticas. Se testd una interaccién con el SNP
159594738 en el gen RANKL el cual fue previamente asociado con la DMO.

Resultados: Ninguno de los SNPs se asoci6 significativamente con la DMO. El SNP rs78326403 se asocio
con fracturas de muneca/antebrazo (Modelo Log-aditivo odds ratio (OR)=3,12 [IC 95%: 1,69 ; 5,75];
p=7,16x10"), mientras que el SNP rs884205 se asocié con fracturas de columna vertebral (OR=4,05
Recesivo; [IC 95%: 1,59 ; 10,35]; p=8,24x10%). Por ultimo, se detectd una interaccion entre el SNP
rs9594738 del RANKL y el rs78326403 del RANK sobre la prevalencia de fractura (p=0,039). El analisis del
efecto de los genotipos compuestos rs9594738 y rs78326403 dio un aumento de la prevalencia de fractu-
ras en sujetos con un mayor numero de alelos desfavorables, siendo las OR 2,76 [IC 95%: 1,30 ; 5,81];
p=0,007) y 5,14 [IC 95%: 1,37 ; 15,67]; p=0,007) para 2 y =3 alelos desfavorables, respectivamente, en
comparacioén con ninguno/1.

Conclusiones: Dos SNPs en el 3'UTR del gen RANK predisponen a la fractura osteopordtica sitio-depen-
diente. Una interaccion con el SNP rs9594738 del RANKL sugiere un efecto aditivo de la DMO vy la resis-
tencia Osea.

Palabras clave: osteoporosis, fractura, SNPs, estudios de asociacién.
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SNPs in the 3'UTR of the RANK gene determine site-dependent
osteoporotic fracture

Summary

Objectives: The RANK/RANKL/OPG system is involved in the determination of bone mineral density
(BMD) and bone microarchitecture. Our study seeks to evaluate if there are SNPs in the 3'UTR region of
the RANK gene associated with osteoporotic phenotypes.

Material and methods: Seven genetic variants in 1,098 women from the BARCOS cohort were genotyped,
and their association with BMD and osteoporotic fractures evaluated. An interaction with SNP rs9594738
in the RANKL gene which was previously associated with BMD was tested.

Results: None of the SNPs were associated significantly with BMD. SNP rs78326403 was associated with
wrist/forearm fractures (Log-additive model odds ratio (OR)=3.12 [IC 95%: 1.69 ; 5.75]; p=7.16x10"), while
SNP rs884205 was associated with fractures of the spinal column (OR=4.05 Recessive; [95% CI: 1.59 ;
10.35]; p=8.24x107%). Lastly, an interaction was detected between SNP 1rs9594738 from RANKL and
1578326403 from RANK on the presence of fracture (p=0.039). The analysis of the effects of combined
genotypes 159594738 and 1578326403 pointed to an increase in the prevalence of fractures in subjects
with a greater number of unfavourable alleles, the ORs being 2.76 [95% CI: 1.30 ; 5.81]; p=0.007) and 5.14
[95% CI: 1.37 ; 15.67]; p=0.007) for 2 and =3 unfavourable alleles respectively, in comparison with none/1.
Conclusions: Two SNPs in 3'UTR from the RANK gene predispose to site-dependent osteoporotic fractu-
re. An interaction with SNP rs9594738 from RANKL suggests an additive effect of BMD and bone strength.

Key words: osteoporosis, fmcture, SNPs, association studies.

Introduccién

La osteoporosis es uno de los problemas mas
comunes en las mujeres postmenopausicas, con
una carga economica importante para la sociedad
occidental'. Segun los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la osteoporosis se
diagnostica de forma no invasiva midiendo la den-
sidad mineral 6sea (DMO)’. Los traumatismos de
bajo impacto son la consecuencia inmediata de la
osteoporosis y son una causa creciente de hospi-
talizacion, de morbilidad y de mortalidad entre los
ancianos’. Sin embargo, la definicién de estas frac-
turas de bajo traumatismo como "fracturas osteo-
pordticas" puede ser enganoso, ya que muchos de
los pacientes tienen niveles de DMO considerados
normales segin los criterios de la OMS*®. Para
mejorar la identificacion de sujetos con alto riesgo
de fractura, una serie de estudios™ han propuesto
el uso clinico de varios predictores, incluyendo el
algoritmo de la OMS FRAX®'*"?  en lugar de sélo la
DMO. La identificacion de un nimero de predic-
tores independientes a la DMO (como la historia
familiar de fractura de cadera) indica que otros
factores, probablemente relacionados con la
microarquitectura u otros elementos de la resisten-
cia Osea, juegan un papel importante en la defini-
cion de fractura osteopordtica.

El sistema de senalizacion RANK/RANKL/OPG es
fundamental para el remodelado 6seo. El ligando
RANK (RANKL) es una proteina de membrana de
la célula pre-osteoblastica o secretada por osteoci-
tos que se une al receptor RANK del osteoclasto
precursor, promoviendo asi la diferenciacion vy
activacion de éste a osteoclasto maduro. El osteo-
blasto, a su vez, también segrega la proteina solu-

ble OPG, que actia de receptor senuelo e interac-
ciona con RANKL, impidiendo la unién de éste
con RANK e inhibiendo asi la osteoclastogénesis.
El equilibrio entre OPG y RANKL y la union de
este ultimo a su receptor RANK es clave en la
determinacion del estado anabdlico o catabdlico
del hueso. De esta manera, el gen TNFRSF11A
(locus 18q22.1), que codifica a RANK, tiene una
importancia especial en el remodelado 6seo, ya
que determina la diferenciacion de los osteoclas-
tos y su supervivencia®. Una alteracion en este
complejo provocaria una desregulacion del remo-
delado 6seo pudiendo ocasionar estados patologi-
cos, como seria la osteoporosis.

Estudios de asociacion de todo el genoma' y de
analisis de interaccion de SNPs de RANK/RANKL'"
aportan evidencias de la importancia del gen
TNFRSF11A para la determinacion de la DMO vy la
incidencia de fracturas.

Cambios en la region 3'UTR de un gen pueden
afectar a su expresion mediante la modulacion de
los sitios de union de microRNAs (miRNAs)Y.
Ademas, se ha demostrado que miRNAs especitfi-
cos pueden regular la osteogénesis®. Por lo tanto,
nuestra hipétesis de estudio consistié en que
variantes genéticas en regiones 3’'UTR de genes
importantes para el metabolismo 6seo pudieran
estar asociadas a fenotipos osteopordticos.

El objetivo fue identificar SNPs en el 3'UTR del
gen RANK como posibles variantes funcionales
genéticas que puedan afectar al riesgo de fractura.
Por otro lado se estudié una posible interaccion
entre los SNPs asociados a fractura dentro del
3'UTR del gen de RANK con el SNP 159594738 del
gen RANKL (previamente asociado con la DMO)™.
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Materiales y métodos

Caracteristicas de la coborte BARCOS

Todos los pacientes de la cohorte son mujeres postme-
nopdusicas que asistieron a la consulta externa de
una visita inicial a causa de la menopausia en la
Unidad de Metabolismo Oseo del Hospital del
Mar-Parque de Salud Mar en Barcelona, Espana®*.
Las pacientes se han recogido de manera consecu-
tiva, no seleccionadas, y fueron reclutadas prospec-
tivamente, independientemente de sus valores de
DMO. Se registr6 la edad, el peso, la estatura, la
edad de la menarquia, anos desde la menopausia
en el momento de la densitometria, meses de lac-
tancia materna y los antecedentes de fracturas pre-
vias (Tabla 1). Se excluyeron las mujeres con
enfermedades metabdlicas o endocrinas, insufi-
ciencia renal cronica, enfermedad hepdtica croni-
ca, cancer (excepto cancer de piel superficiaD),
enfermedad de Paget del hueso, sindrome de mala
absorcion o con tratamiento de reemplazo hormo-
nal, agentes antirresortivos o anabdlicos, corticos-
teroides orales, farmacos antiepilépticos, litio,
heparina o warfarina, asi como aquéllas que decli-
naron la invitacién a participar y no dieron su con-
sentimiento informado. Ademds, los sujetos con
una historia de menopausia temprana (<40 anos de
edad) fueron excluidos de este anilisis. Las mues-
tras de sangre y el consentimiento informado por
escrito se obtuvieron de acuerdo con los reglamen-
tos de la Comisién del Hospital del Mar de
Investigacion Genética en Humanos.

Determinacion de la DMO y de la fractura

Se utiliz6 el densitometro de energia dual de rayos
X, DXA (QDR 4500 SL, Hologic, Waltham, MA,
EE.UU.) para medir la DMO (g/cm? en columna
lumbar (LS) L2-14 y en cuello del fémur (FN). La
técnica tiene un coeficiente de variacion (CV) de
1,0% para la medicion de LS y 1,65% para la de
FN. Se registraron las fracturas vertebrales y no
vertebrales clinicas. Las fracturas no vertebrales se
validaron mediante los registros médicos, y las de
columna vertebral mediante radiografias si habia
antecedentes de diagndstico de fractura vertebral,
pérdida de altura, o dolor de espalda. Se definie-
ron como fracturas osteoporéticas aquéllas que se
producian después de los 45 anos y debido a un
traumatismo de bajo impacto. Las fracturas de
cara, dedos de manos y pies, y del craneo fueron
excluidas. Las fracturas vertebrales se definieron
de acuerdo con los criterios semicuantitativos de
Genant et al.®.

Extraccion de ADN

Se obtuvieron los buffy coats a partir de 3 ml de
sangre recogida en tubos de EDTA y se almacena-
ron a -20 °C. El ADN genomico se obtuvo a partir
de leucocitos mediante un procedimiento de sal-
ting-out* o por Autopure LS (Qiagen), una esta-
cion de trabajo robotizada para la purificacion
automatizada de ADN genémico, en los laborato-
rios de Servicios de Apoyo de Laboratorio
Biomédico, IMIM, Barcelona (Espana), y almace-
nado a -20 °C.

Seleccion de los SNPs y genotipado

Se utilizaron las bases de datos del Ensembl
(www.ensembl.org) y del Entrez SNP (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) para seleccio-
nar SNPs del 3'UTR del gen RANK. Sélo se inclu-
yeron los SNPs con una MAF >0,01.

El genotipado de los polimorfismos se realizé en
Kbioscience (Herts, Inglaterra) utilizando el siste-
ma de Kaspar v4.0 y el algoritmo Kraken alelo.
Para el control de calidad, se genotiparon 959
muestras para el SNP rs9594738 (alrededor de 11%
del genotipado total) utilizando el Sistema de
SNPlex (Applied Biosystem) de la plataforma
CEGEN (Barcelona, Espana). Habia 99,8% de con-
cordancia entre los resultados de las dos técnicas.

Metodos estadisticos

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se calcu-
16 mediante la prueba de Chi-cuadrado, y el valor
p se calcul6 con la calculadora de la Universidad
de Tufts online (Http://www.tufts.edu/ ~%
mcourt01l/Documents/Court 20lab% 20 -% 20cal-
culator.xls 20HW%).

Para evaluar la asociacion de los SNPs genotipa-
dos con la DMO vy las fracturas se utilizaron mode-
los ajustados de regresion lineal y logistica, res-
pectivamente. Los factores de confusion conside-
rados para el ajuste fueron el indice de masa cor-
poral AMC)* y la edad para la asociacion con frac-
tura; y la edad de la menarquia, anos desde la
menopausia en el momento de la densitometria,
los meses de lactancia materna y el IMC* para la
DMO. Con la hipdtesis de que el efecto sobre el
fenotipo fractura de las diferentes variantes gené-
ticas de RANK puede variar en funcion de la
arquitectura 6sea, se estudio el efecto de los SNPs
tanto en los sitios de fractura predominantemente
trabecular (columna vertebral) como en los sitios
con mas hueso cortical (mufieca/antebrazo).
Aparte, se testaron interacciones entre el rs9594738
del gen RANKL y los SNPs asociados a fractura del
RANK al introducir términos multiplicativos en la
ecuacion de regresion.

Todos los andlisis fueron de dos colas y los valo-
res de p<0,05 se consideraron significativos. Los
andlisis estadisticos se realizaron con SPSS para
Windows version 13.0 y la version R 2.13.2 con
haplo.stats, epicalc, SNPassoc, foreign, rms, y
packs de genética.

Resultados

Se genotiparon siete variantes genéticas del 3'UTR
del gen RANK en la cohorte BARCOS (Tabla 2).
Todos los SNPs, excepto el rs72933640, estaban en
HWE. Sin embargo, la MAF del 1572933640 en BAR-
COS era muy similar a la MAF (0.108) publicada por
el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(NCBD en poblacion CEU. La MAF de todos los
SNPs genotipados fue >0,01 en nuestra poblacion.
El SNP 1578326403 y 1578459945 estaban en total
desequilibrio de ligamiento (LD) (D'=0,999;
R2=0,968). Este ultimo, al tener una menor eficien-
cia de genotipado, se eliminé del analisis estadis-
tico.



Tabla 1. Caracteristicas basales de la cohorte BARCOS

ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2013 5;2:85-92

cion de Bonferroni (modelo

recesivo p=0,025).

Caracteristicas de las pacientes Media + DS n El andlisis de la interaccion entre

el SNP de RANKL 1rs9594738,

Edad de la menopausia (afios) 48,46 + 4,06 1096 previamente asociado a la DMO,
y el rs78326403, considerando

IMC 26,16 + 3,85 1088 como variable las fracturas de
- mufeca/antebrazo, produjo un
Lactancia (meses) 773 %127 1091 resultado significativo (p=0,039).
Edad a la densitometria LS (afios) 56,04 + 8,49 1087 Teniendo en cuenta la fractura
— - de columna, no hubo interac-
Afios desde la menopausia LS 7,59 + 8,26 1091 cion entre el 59594738 y el
DMO LS (g/cmz) 0,853 + 0’15 1092 I'5884205 (p=0,59) Tampoco se
ha encontrado ninguna interac-

Edad a la densitometria FN (afios) 57,89 + 8,03 1003 cion  significativa cuando la
Afios desde la menopausia FN 9,36 + 7,91 1007 ‘Ifingl;hg: e;glldlsf eecrt‘; la dle)MlSé
DMO FN (g/cm?) 0,683 + 0,11 1009 genotipos compuestos de los
SNPs 159594738 vy 1578326403

Edad menarquia (aios) 12,89 + 1,58 1081 apuntaba hacia el aumento de la
Fracturas: 152 (13.8%) 1098 prevalencia de fractura/s en suje-
tos con un mayor numero de

Columna 68 (44,7%) alelos desfavorables (Tabla 4).

Debido a diferencias menores o

Cadera 8 (5,3%) nulas entre portadoras de nin-
Mufieca/Antebrazo 36 (23,7%) gln o un solo alelc? desfavorable

sobre la prevalencia de fractura,

Otras 40 (26,3%) se combinaron ambas categori-

Ninguno de los SNPs estudiados se encontré asocia-
do con la DMO (datos no mostrados). Por el contra-
rio, los SNPs 1578326403 y rs884205 se asociaron sig-
nificativamente con la prevalencia de fractura en
nuestra cohorte (Figura 1 y tabla 2). Para el SNP
178326403, el modelo log-aditivo dio un valor de
p=0,053; OR=1,58 [IC 95%: 1,00 ; 2,49]. Para el SNP
1s884205, el modelo log-aditivo dio un valor de
p=0,048 con OR=1,40 [IC 95%: 1,01 ; 1,95], mientras
que el modelo recesivo producido p=4,9x107%
OR=3,28 [IC 95%: 1,51 ; 7,13]. Solo el SNP rs884205
superd la correccion de Bonferroni (valor p para la
asociacion significativa: p=8,33x10?) (Figura 1). No se
detectd6 una interaccion significativa entre ellos
(p=0,87).

A continuacién se analizaron ambos SNPs para su
asociacion con fracturas de columna vertebral o
mufeca/antebrazo por separado (Tabla 3). El SNP
1578326403 se asoci6 con fracturas de mufieca/ante-
brazo (modelo Log-aditivo, p=7,16x10%; OR=3,12 [IC
95%: 1,69 ; 5,75)), pero no con fracturas vertebrales
(p=0,78, modelo log-aditivo). Por el contrario, el
SNP rs884205 estuvo asociado con las fracturas de
columna (modelo recesivo, p=8,24x10% OR=4,05
[IC 95%: 1,59 ; 10,35)), pero no con fracturas de
mufneca/antebrazo (p=0,66, modelo log-aditivo). En
este caso, ambos SNPs superaron la correccion de
Bonferroni. Después del ajuste adicional con la
DMO, ambas asociaciones siguieron siendo signifi-
cativas (Tabla 3) aunque la asociacion nominal entre
el rs884205 y las fracturas de columna vertebral des-
pués de ajustar por la LS DMO no super6 la correc-

as. Asimismo, debido al peque-
o nimero de pacientes con 4
alelos desfavorables (n=3), esta
categoria se fusiond con el
grupo de 3 alelos desfavorables. En general, se rea-
liz6 la comparacion de la siguiente manera: 0/1 vs. 2
y 0/1 vs. 3 o mas alelos desfavorables. El analisis
del efecto de estos genotipos compuestos sobre la
prevalencia de fractura sugiere un efecto aditivo
con las correspondientes OR ajustadas: 2,76 [IC
95%: 1,30 ; 5,811, p=7,4x10%; y 5,14 [IC 95%: 1,37
; 15,671, p=7,5x107, para 2 y =3 alelos desfavora-
bles, respectivamente (Tabla 4).

Discusioén

El equilibrio del remodelado 6seo es, en parte,
regulado por el sistema RANK/RANKL/OPG. Es
por ello que este sistema se ha estudiado bien en
el campo de la osteoporosis. A la luz del crecien-
te interés por los miRNAs como elemento regula-
dor epigenético, este estudio se ha centrado en
SNPs, situados en el 3'UTR del gen RANK, que
pueden afectar a la unidon de miRNAs. Se han
genotipado 7 SNPs en esta region, resultando en
dos de ellos asociados a fractura osteoporotica.
Las bases de datos disponibles hasta la fecha ofre-
cen poca informacion, la mayor parte in silico y
basado en algoritmos, en cuanto a los sitios de
union de miRNAs en la region 3’'UTR de RANK.
Estas bases de datos, ademas, no aportan ninguna
informacion sobre las secuencias genomicas que
contienen los SNPs asociados a fractura. Por lo
tanto, no tenemos datos sobre miRNAs que pue-
dan unirse a la region que contiene los SNPs sig-
nificativos, y por ello serian necesarios estudios
funcionales para aclarar esta cuestion.
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Tabla 2. Lista de los SNPs genotipados, MAF y valores de p para la asociacion con fracturas bajo un modelo
log-aditivo (u otro modelo si esta indicado)

" MAF
SNP # rs Localizacion' | Eficiencia BARCOS HWE P OR (IC 95%)

1 1578622775 18:60052935 0,95 0,012 0,73 (0,99)

2 rs12455323 18:60053891 0,94 0,32 0,90 0,82

3 rs$72933640 18:60054077 0,94 0,12 0,005 0,59
. 0,053

4 178326403 18:60054440 0,95 0,08 0,27 (0,022)° 1,83 (1,11-3,02)
fAne En DL con

5 178459945 18:60054757 0,94 0,08 0,39 1578326403

6 1s72933641 18:60054804 0,95 0,13 0,07 0,57

7 rs884205 | 18:60054857 0,94 0,19 0,32 0,048 ;5 (151-7,13)
. ) ) ) (0,0049)1- ) ) )

': ENSEMBL website, release 66, Febrero 2012.

% Debido a la baja MAF para el rs78622775, el tnico modelo posible es el codominante. En el caso de que se
consiga un p valor mas significativo en otro modelo, éste se indica entre (). Negrita p<0,05; < codominante;

°: sobredominante; ": recesivo.

En los udltimos anos se ha profundizado en el estu-
dio de la gendmica asi como de los sucesos que
acontecen desde la expresion génica hasta la pro-
teina final, es decir, todos aquellos pasos y molé-
culas implicadas desde que un gen se expresa
dando lugar al mRNA primario hasta la proteina
funcional operativa, pasando por todo el proceso
de regulacion tanto de la transcripcion como de la
traduccion. Los microRNAs (miRNAs o miRs) for-
man parte de esta dimension en la regulacion
génica. Los miRNAs son RNAs pequenos de cade-
na sencilla (short single-stranded RNAs, ssSRNASs),
de 19-25 nucledtidos generados a partir de trans-
critos endogenos con forma de hairpin, y se
encuentran evolutivamente conservados. Su fun-
cion consiste en el silenciamiento post-transcrip-
cional de genes mediante el apareamiento a la
region 3'UTR del mRNA diana, provocando el
corte del mRNA y asi la represion de la traduccion
de dicho RNA. Un determinado miRNA puede
actuar a nivel de varios genes, asi como varios
miRNAs diferentes pueden actuar sobre el mismo
gen. Si el apareamiento entre el miRNA y el mRNA
es solo parcial, se produce una represion traduc-
cional y posterior degradacion. Si el apareamiento
entre el miRNA y el mRNA es perfecto (o casi), se
produce el corte y degradacion.

La mayoria de las dianas de los miRNAs identifica-
das estin en el 3'UTR de los RNAs mensajeros,
que incluyen factores de transcripcion, receptores
y quinasas. Los miRNAs regulan la traduccién pro-
teica y la estabilidad del mRNA y de esta manera
pueden modificar numerosas vias relacionadas
con el desarrollo y las enfermedades. Diferentes
estudios han mostrado que variantes genéticas en
las secuencias de los miRNAs asi como en sus
secuencias diana en los 3’'UTR de los genes pue-

den alterar el mecanismo de regulacion de la
expresion génica y en consecuencia dar lugar a
diversas patologias'. Lei et al. identificaron 3 poli-
morfismos situados en potenciales sitios de union
para 9 miRNAs en el 3'UTR del gen FGF2 que fue-
ron asociados a la DMO de cadera®*. Hemos iden-
tificado 2 SNP en region 3'UTR del gen RANK, el
1s78326403 y el rs884205, que estdn asociados con
las fracturas osteopordticas en la cohorte BAR-
COS. En un posterior andlisis, cada SNP mostro
una asociacion mas fuerte en funcion del sitio de
fractura estudiado: el 1s78326403 se encontrd aso-
ciado solamente con fracturas de mufneca/antebra-
7o mientras que el 15884205 se asocio solo con
fracturas de columna vertebral. Ademas, el ajuste
de los resultados con la correspondiente DMO
(FN-DMO para 1578326403 y LS-DMO para
rs884205) no cambio la asociacion del rs78326403,
mientras que atenud la asociacion del rs884205
con fractura. Estos hallazgos sugieren que diferen-
tes SNPs en el gen de RANK, incluso situados en
la misma region, pueden influir diferencialmente
en un determinado sitio de fractura (hueso corti-
cal vs. trabecular). Estas asociaciones con diferen-
tes tipos de fractura sugieren un mecanismo dis-
tinto de regulacion del metabolismo 6seo en hue-
sos predominantemente corticales frente a huesos
predominantemente trabeculares. Otros factores
también han mostrado la capacidad de regular
diferencialmente hueso cortical y trabecular, tales
como el eje GH-IGF-17* o las hormonas gonada-
les**. Cabe mencionar que estas hormonas regu-
lan el remodelado 6seo a través de
RANK/RANKL/OPG*¥. Por lo tanto, parece plau-
sible que las distintas sefiales hormonales puedan
efectuar su accion a través de diferentes elemen-
tos del sistema RANK/RANKL.



Figura 1. Resultados del estudio de asociacion de los SNPs genotipados con
la prevalencia de la fractura osteoporética en la cohorte BARCOS para
todos los modelos estadisticos, presentados como —log;q(valor p). En cada
una de las graficas, la linea del umbral mas bajo representa p=0,05, y la
linea mas alta representa el valor p necesario después de la correccion

Bonferroni (p=8,33x10%)
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mayor (OR=5,14) de sufrir
fractura respecto las portado-
ras de los genotipos mas
favorables.

De acuerdo con nuestros
datos, numerosos estudios

Codominante

P valor nominal
“~ Correccion Bonferroni

genéticos de asociacion han
demostrado una heredabili-
dad diferente para la DMO y
la fractura (o calidad del
p hueso)'*°, Sin embargo, es
ampliamente conocido que
estos fenotipos osteopordti-

(=]
-0
-0

Dominante

| cos estan estrechamente
relacionados, y nuestros
resultados refuerzan esta
premisa. En consecuencia,
se deberian considerar tanto

Recesivo

by
/ \ —
S —— »
T T T T 1

la DMO baja y otras medi-
° ciones adicionales de la cali-
dad del hueso o microarqui-
tectura para evaluar con
precision el riesgo de fractu-

Sobredominante

log,, (p valor)

ra en el ambito clinico. Estos
hallazgos pueden ser clini-
camente relevantes en el
futuro para un enfoque mas
especifico para los diferen-

Log-aditivo

tes tipos de fracturas, tanto
para comprender mejor sus
mecanismos  subyacentes
como para buscar estrate-

_l

rs12455323 -
rs$72933640
1s78326403

1$9525641

gias terapéuticas mas espe-
cificas.

Nuestro estudio tiene varias
limitaciones. La muestra dis-
ponible es relativamente
pequena (1.098 mujeres)
teniendo un ndmero limita-
do de fracturas, y esto redu-
ce el poder estadistico del

rs884205 -

Esta es la primera vez que el SNP rs78326403 se
ha asociado con fracturas; el SNP rs884205 se
habia relacionado previamente a fenotipos osteo-
pordticos®. En un reciente meta-analisis llevado
a cabo por el consorcio GEFOS-GENOMOS" que
incluye la cohorte BARCOS, el 15884205 se asocio
con la DMO, pero no con fracturas. Esta diferen-
cia puede deberse a la heterogeneidad entre las
distintas cohortes en la evaluacion de la fractura
por parte de los diferentes grupos del consorcio.
Una replicacion futura debe clarificar la asociacion
de este SNP con el riesgo de fractura.

Por tltimo, una interaccion significativa entre el SNP
1s9594738 del RANKL, que estd asociado con la
DMO, vy el 1s78326403, sugiere un efecto epistatico
entre RANK y RANKL. En concordancia con estos
resultados, en el estudio de los genotipos compues-
tos se comprobd que habia un efecto aditivo de los
alelos de los dos SNPs. De esta manera, las portado-
ras de mias alelos desfavorables tienen un riesgo

estudio y, por lo tanto,

nuestra capacidad de identi-

ficar y analizar genotipos
raros. Ademds, nuestros resultados podrian ser
especificos de la poblacion estudiada, que se limi-
ta a mujeres caucasicas postmenopausicas medite-
rraneas. Otros estudios en cohortes mas grandes
con caracteristicas diferentes podrian determinar si
las asociaciones que reportamos son replicables.
En conclusiéon, hemos identificado 2 SNP en el
3'UTR de gen RANK (1578326403 y 1s884205), que
estan asociados con las fracturas osteoporoticas.
En nuestra cohorte, cada uno de los SNPs esta
asociado con un sitio de fractura especifico.
También se ha encontrado una interacciéon signifi-
cativa entre el rs78326403 y un SNP (rs9594738)
en el gen RANKL asociado con la DMO destacan-
do la importancia de la DMO vy la microarquitec-
tura como predictores genéticamente determina-
dos del riesgo de fractura.
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Tabla 3. Resultados significativos de la asociacion entre los SNPs 1s884205 y 1578326403 y el sitio de fractura

sitio n . A o95%
SNP - n | p OR | IC95% p OR o
Mufeca/ i i
1578326403 | OV 1033 34 716x10°* | 3,12 | 1,69-575 | 5,8x10%* | 3,21 | 1,74-5,94
rs884205 Columna 1.029 62 8,24x10°" | 4,05 | 1,59-10,35 0,025 3,31 | 1,24-8,82

I: Resultado tras la correccion por DMO: DMO del cuello del fémur para el rs78326403 y de la columna para
el 1s884205; " recesivo; *: log-aditivo.

Tabla 4. Andlisis del efecto de los genotipos compuestos de los SNPs rs9594738 y 1s78326403: 0/1 alelos des-
favorables como grupo de referencia vs. 2 y =3 alelos desfavorables

A n alelos n individuos
Interaccion desfavorables n con fi (%) Grupos P OR IC 95%
0 266 7 (2,6%) Grupo de
referencia
1$9594738x 1 476 9 (1,9%)
rs78326403 2 244 14 (5,7%) 0/1 vs. 2 7,4x10° | 2,76 1,30-5,81
3 33 4 (12,1%) 0/1 vs. 3/4 | 7,5x10° | 5,14 | 1,37-15,67
4 3 0 (0%)
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Resumen

Se describe el caso de una paciente de 34 anos con enfermedad de Cushing diagnosticada a raiz de pre-
sentar multiples fracturas vertebrales patolégicas tras el parto. El debut fulminante con fracturas agudas
en cinco cuerpos vertebrales, las caracteristicas fenotipicas de la paciente y sus antecedentes médicos
orientaron hacia el diagnéstico de sindrome de Cushing, entidad poco habitual coincidente con un emba-
razo. Tras la reseccion del adenoma hipofisario y el inicio de tratamiento con teriparatida la paciente
experimentd una notable mejoria clinica y densitométrica. Este caso demuestra la importancia de sospe-
char un trastorno del metabolismo 6seo ante la presencia de fracturas patolégicas en pacientes jovenes,
mis aln en ciertas etapas, como embarazo o lactancia.

Palabras clave: sindrome de Cushing, osteoporosis, embarazo, lactancia.
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Vertebral fractures as a debut to Cushing’s syndrome diagnosed

after a pregnancy

Summary

The case is described of a 34 year old patient with Cushing’s disease diagnosed as a result of having mul-
tiple pathological vertebral fractures after giving birth. The sudden appearance of acute fractures in five
vertebral bodies, the phenotype characteristics of the patient and her medical history pointed to a diag-
nosis of Cushing’s syndrome, a condition which rarely coincides with pregnancy. After a resection of the
hypophysary adenoma and the start of treatment with teriparatide, the patient experienced notable clini-
cal and densitometric improvement. This case demonstrates the importance of suspecting a bone meta-
bolism disorder in the presence of pathological fractures in young patients, even more in certain states,

such as pregnancy or lactation.

Key words: Cushing’s syndrome, osteoporosis, pregnancy, lactation.

Introduccién

El sindrome de Cushing comprende los sintomas
y signos asociados con una exposicion prolonga-
da a unos niveles inapropiadamente elevados de
glucocorticoides. Excluidos los casos debidos al
uso cronico de glucocorticoides, la gran mayoria
(60-70%) se debe a un adenoma hipofisario; es lo
que se conoce como enfermedad de Cushing.
Otras causas son: tumores o anomalias en las glan-
dulas suprarrenales y secrecion ectopica de ACTH.
La osteoporosis es muy frecuente en los pacientes
con sindrome de Cushing. El deterioro funcional y
estructural del hueso es causa importante de mor-
bilidad y discapacidad en estos pacientes, los cua-
les tienen un mayor riesgo de fracturas, funda-
mentalmente a nivel vertebral.

Por otra parte, el embarazo y la lactancia determi-
nan multiples cambios en la mujer, muchos de los
cuales afectan al hueso.

Sin embargo, la combinaciéon de sindrome de
Cushing y embarazo es muy poco frecuente debi-
do a que el hipercortisolismo habitualmente cursa
con amenorrea e infertilidad.

Caso Clinico

Paciente mujer de 34 anos, natural de Espana,
derivada a la consulta de enfermedades metaboli-
cas Oseas por presentar varias fracturas vertebrales
después del parto.

La paciente negaba antecedentes familiares de frac-
turas. Afirmaba ingesta diaria adecuada de deriva-
dos lacteos y escasa actividad fisica habitual. Como
antecedentes médicos de interés, habia presentado
una fractura traumadtica transversal de rotula 3 anos
antes con complicacion de pseudoartrosis. La
paciente ademas estaba diagnosticada de sindrome
de ovario poliquistico por amenorrea persistente
desde los 14 anos, y recibi6 tratamiento con aceta-
to de ciproterona y etinilestradiol de forma conti-

nuada, suspendiendo el tratamiento para intentar
embarazo. Tras suspender los anovulatorios la
paciente mantuvo la amenorrea previa sin conseguir
gestacion, por lo que finalmente requirio técnicas de
reproduccion asistida (fecundacion in vitro). Tuvo
embarazo sin complicaciones (no diabetes gestacio-
nal, no hipertension ni preeclampsia). Mantuvo lac-
tancia natural durante 5 meses. La paciente afirma-
ba aumento de peso en los Gltimos anos, y de forma
importante después del parto. Un mes después del
parto comenzo con dolor en region lumbar persis-
tente. Tras dos meses con lumbalgia resistente a tra-
tamiento se realizé resonancia magnética de colum-
na, que evidencio fracturas de varios cuerpos verte-
brales tanto dorsales como lumbares, observandose
disminucion de altura de los cuerpos vertebrales TO,
T8, T9, T11, T12, L1, L2, L3 y L5 con signos agudos
a nivel de T8, T9, T10, L1 y L3 (Figura 1). La explo-
racion fisica revelaba rubicundez facial, acimulo de
grasa supraclavicular y retrocervical con discreta
atrofia cutdnea. El peso era de 75,8 kg, la talla de
1,61 metros, con un indice de masa corporal de 29,2
kg/m? La tension arterial era 150/95 mm Hg, confir-
mada en varias ocasiones.

En la analitica general destacaban los siguientes
valores: hemoglobina, 13,4 g/dl; velocidad de
sedimentaciéon en la primera hora, 10 mm/h (nor-
mal, <25); 25-OH-vitamina D, 8,39 ng/ml (normal,
20-50); calcio sérico, 8,6 mg/dl; parathormona
intacta (PTH), 26 pg/ml (normal, 10-65); fosfatasa
alcalina, 93 UI/I (normal, 38-126); telopéptido car-
boxiterminal del coligeno (CTX), 0,595 ng/ml
(normal, 0,064-0,548), propéptido aminoterminal
del procolageno (P1NP), 38,7 ng/ml (normal, 10,4-
62); cortisol urinario en 24 horas, 616,00 y 779,9
pg (normal, <200); creatinina en orina, 41,6 mg/dl,
ACTH, 81,97 pg/ml (normal, 4,7-48,8); TSH, 0,45
pUL/ml (normal, 0,465-468); y espectro electrofo-
rético, sin alteraciones.
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La densitometria 6sea (absorciometria dual de
rayos X, DXA) era compatible con osteoporosis
en columna lumbar y osteopenia en cuello de
fémur: columna lumbar (L2-L4), 0,709 g/cm?
(T-score = -3,26) y cuello de fémur, 0,683 g/cm?
(T-score = -1,44).

Ante la evidencia de hipercortisolismo ACTH
dependiente, y tras el descenso de mas del 50%
del cortisol plasmatico tras el test de supresion
fuerte con dexamentasona, se diagnosticé enfer-
medad de Cushing. En la resonancia magnética
(RM) cerebral se evidencié una imagen nodular
de 4 mm en adenohipdfisis derecha, en el margen
superior y anterior (Figura 2). Inicié tratamiento
con fluconazol previo a la cirugia que mejoro las
cifras tensionales y provocd un pequefno sangra-
do menstrual espontineo. Fue sometida a inter-
vencién quirdrgica via transesfenoidal para la
reseccion del microadenoma a los 8 meses del
parto.

Se recomendo posteriormente un tratamiento con
suplementos de calcio y vitamina D (1.500 mg al
dia de carbonato calcico y 400 mg al dia de cole-
calciferoD), teriparatida subcutanea diaria e hidro-
altesona a dosis sustitutivas de 30 mg al dia, asi
como recomendaciones de dieta rica en licteos y
ejercicio fisico habitual. Tras la cirugia del adeno-
ma hipofisario la paciente comenzo a tener mens-
truaciones espontaneas sin tratamiento, se norma-
lizaron las cifras de tension arterial, desaparecio
progresivamente el fenotipo cushingoide que pre-
sentaba, y experimenté una notable reduccion de
peso.

Al ano del inicio del tratamiento con teriparatida
mostré una mejoria notable de la DXA en ambas
localizaciones: columna lumbar (L2-L4), 0,837
g/cm? (T-score = -2,03) y cuello de fémur 0,714
g/cm? (T-score = -1,14), asi como una evolucion
analitica favorable: fosfatasa alcalina, 69 Ul/l; 25-
OH-vitamina D, 21,9 ng/ml; PTH, 31,4 pg/ml;
CTX, 1,830 ng/ml; y PINP, 286,9 ng/ml.

Discusion

El sindrome de Cushing se define como el conjun-
to de signos y sintomas derivados de la exposicion
prolongada a niveles inapropiadamente elevados
de glucocorticoides.

Harvey Cushing, en 1932, fue el primero en pos-
tular que el sindrome caracterizado por obesidad,
plétora, diabetes, hipertension, hirsutismo, ame-
norrea y osteoporosis, podia estar causado por
adenomas hipofisarios'.

El sindrome de Cushing es infrecuente durante el
embarazo porque el exceso de corticoides y
andrégenos suprimen la secrecion de gonadotro-
pinas, lo que conlleva una disfuncion ovarica y
endometrial. La causa mas frecuente de sindrome
de Cushing durante el embarazo es el adenoma
adrenal; sin embargo, se han publicado casos de
adenoma hipofisario®. Por otra parte, el sindrome
de Cushing durante el embarazo conlleva una ele-
vada morbilidad materna, hasta en un 70% de los
casos®, siendo las complicaciones mas frecuentes
la hipertension arterial y la diabetes mellitus.

Figura 1. Resonancia magnética de columna vertebral



Menos frecuentes son la osteoporosis, las fractu-
ras, la enfermedad psiquidtrica y la insuficiencia
cardfaca. Por tanto, es comun infradiagnosticar
esta patologia durante la gestacion y confundirla
con otras entidades como pre-eclampsia o diabe-
tes gestacional’.

La fisiopatologia de la Osteoporosis Inducida por
Esteroides (OIE) es compleja, puesto que existen
multiples factores implicados y muchos de ellos
no han sido aclarados completamente’. Existe un
descenso de la formacion 6sea por la apoptosis de
osteoblastos y osteocitos®, asi como un aumento
de la resorcion 6sea por la activacion de osteo-
clastos’, con una vida util mas prolongada. La for-
macion de nuevo colidgeno es inhibida y la degra-
dacion del colageno preexistente es acelerada®.
Los esteroides también tienen efectos sobre el
remodelado 6seo a nivel de la unidad basica de
remodelado, dando lugar a una reduccion del
espesor medio trabecular y a un menor grado de
aposicion osea. Ademds, los esteroides disminu-
yen los niveles de factor de crecimiento de la insu-
lina (IGF-1), hormona del crecimiento (GH) y hor-
monas sexuales. Con respecto al metabolismo del
calcio, disminuyen la absorcién intestinal y
aumentan la excrecion renal de calcio®.

Los pacientes con enfermedad de Cushing pueden
tener un descenso en las cifras de fosfatasa alcali-
na y osteocalcina, lo que indica el efecto inhibito-
rio de la funcién osteoblastica®, asi como una ele-
vacion de los parametros de resorcion ésea.

Las fracturas Oseas estin presentes en el 19-50%
de los pacientes con sindrome de Cushing, inclu-
yendo enfermedad de Cushing® y concretamente,
las fracturas vertebrales en el 16-20%". En la OIE
las zonas de mayor afectacion son las de alto con-
tenido en hueso trabecular. Esto implica un
aumento de fracturas vertebrales, en costillas y
pelvis.

La OIE ocurre en dos fases, una temprana mas
rapida, en la cual la densidad mineral 6sea (DMO)
es reducida por la resorcion Gsea excesiva, y una
mas lenta y progresiva, en la cual la DMO dismi-
nuye por el dano en la formacion 6sea. Sin embar-
20, la OIE es reversible, siendo la recuperacion de
la DMO gradual.

Se ha publicado que la recuperacion completa de
la DMO en pacientes curados de enfermedad de
Cushing puede llevar mas de diez anos®. El trata-
miento con bifosfonatos y el fragmento activo de
la Hormona Paratiroidea Humana (PTH 1-34) o
teriparatida, pueden acelerar la recuperacion de la
DMO en estos pacientes.

Los farmacos aprobados en Espana para el trata-
miento de la OIE son el risedronato, el zoledronato
y, en casos de alto riesgo de fractura, la teriparatida.
Los bifosfonatos tienen efecto antirresortivo al inhi-
bir la activacion o reclutamiento de los osteoclastos.
El risedronato constituye el firmaco de primera
eleccion en el tratamiento de esta enfermedad, al
ser de uso oral. El zoledronato se administra de
forma intravenosa, una vez al ano, lo que supone
mayor comodidad para los pacientes y mayor adhe-
rencia al tratamiento. La PTH 1-34 o teriparatida es
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obtenida por tecnologia del ADN recombinante,
tiene una accion anabolizante, puesto que estimula
la formacion de hueso por efecto directo en los
osteoblastos aumentando indirectamente la absor-
cion intestinal de calcio y aumentando en el rindén
la reabsorcion tubular de calcio y la excrecion de
fosfato. También se relaciona con una mejora en la
densidad mineral y en la calidad del hueso'. Esta
aprobada en el tratamiento de la osteoporosis esta-
blecida en mujeres postmenopdusicas (fractura por
fragilidad capilar y DMO con un valor T-score
menor de -2,5) y en el tratamiento de la osteoporo-
sis esteroidea, demostrando un aumento de la DMO
y una reduccion del riesgo de fractura en estos
pacientes®. Su uso estd limitado a un maximo de 18
meses, pudiendo ser a continuacion sustituido por
un farmaco antirresortivo.

Por otra parte, el embarazo es un estado de hipe-
restrogenismo que suele inhibir la resorcion
6sea'; no obstante, se ha descrito en ocasiones
pérdida de masa Osea y fracturas. Las fracturas
osteopordticas asociadas al embarazo se caracte-
rizan por la presencia de dolor lumbar y en cade-
ra en el tercer trimestre de gestacion. Se han
publicado fracturas pubicas y femorales subcapi-
tales en embarazadas con osteoporosis'. Sin
embargo, es frecuente la ripida resolucion clinica
y radiologica después del parto”. En el presente
caso, la paciente sufrio6 multiples fracturas verte-
brales varios meses después del parto, lo que no
es compatible con la osteoporosis transitoria del
embarazo.

La lactancia materna también puede afectar a los
huesos de la madre. Algunos estudios han demos-
trado que las mujeres pueden perder del 1 al 3%
de su masa 6sea durante la lactancia, por la cre-
ciente necesidad del recién nacido por el calcio,
por la reduccion en la produccion de estrogenos
y por el aumento de los niveles de proteinas rela-
cionadas con la hormona paratiroidea (PTHrP)'".
No obstante, la pérdida de masa 6sea que tiene
lugar durante la lactancia suele recuperarse en los
seis primeros meses postparto.

En la paciente confluyen determinadas caracteris-
ticas que hacen interesante el caso. En primer
lugar la aparicion de un embarazo sin complica-
ciones en una paciente con un sindrome de
Cushing es un hecho poco habitual. Aunque este
punto puede ser discutible por la ausencia de
niveles de cortisol previos al embarazo, sin
embargo, la aparicion de ganancia de peso previa
a éste, los defectos de consolidacion de la fractu-
ra de rotula, la esterilidad o la amenorrea recupe-
rada tras la cirugia, nos hacen pensar que el sin-
drome de Cushing estaba presente antes del
embarazo. En segundo lugar, la presencia de un
debut fulminante con multiples fracturas vertebra-
les agudas también es infrecuente en personas
jovenes. Quiza este punto se explique por el efec-
to desmineralizante del embarazo y la lactancia'
que tiene lugar sobre un hueso previamente afec-
tado por OIE. Y en tercer y ultimo lugar, es inte-
resante la buena respuesta a la teriparatida en el
caso de una OIE.



NOTA CLINICA / Rev Osteoporos Metab Miner 2013 5;2:93-97 a

Existen multiples causas de osteoporosis secunda-
rias en pacientes jovenes, muchas de ellas relacio-
nadas con endocrinopatias. Por ello, es fundamen-
tal sospechar e incluir el sindrome de Cushing en
el diagnostico diferencial ante la presencia de
multiples fracturas patologicas en pacientes jove-
nes, incluso en ciertas etapas, como el embarazo
y la lactancia.

Los autores declaran no tener ningin conflicto de
intereses.
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Resumen

Para una mayor comprension de las propiedades mecdnicas del hueso en conjunto, debe determinarse
primero el comportamiento de cada uno de los componentes de forma individual en su nivel estructural
correspondiente y su implicacion a nivel global. Esta es la base de la teorfa de la estructuracion jerarqui-
ca del hueso, que implica su division en varios niveles estructurales. Repasamos en este trabajo dicha
estructuracion jerarquica nivel a nivel, revisando los distintos ensayos mecidnicos que se aplican a cada
una de las estructuras. Por otro lado, se presentan los métodos para la determinacion de la resistencia
Osea alternativos a los ensayos mecanicos clasicos, que en los Gltimos anos estan contribuyendo signifi-
cativamente al entendimiento mecanico del hueso.

Palabras clave: biomecinica, tejido dseo, resistencia dsea.
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Biomechanics and bone (& II): Trials at different hierarchical
levels of bone and alternative techniques for determining bones

strength

Summary

For a greater understanding of the mechanical properties of bone as a whole, it is first necessary to deter-
mine the behaviour of each of the components in an individual way at its corresponding structural level,
as well as its overall involvement. This is the basis of the theory of hierarchical structure of bone, which
involves its division into different structural levels. In this work we review, level by level, this hierarchi-
cal structure, reviewing the different mechanical trials which are applied to each of the structure. In addi-
tion, the methods for the determination of bone strength alternative to the classic mechanical trials are
presented, which in recent years have been contributing significantly to the mechanical understanding

of bone.

Key words: biomechanics, bone tissue, bone strength.

Introduccién

Cualquiera que sea el tipo de fuerza a la que some-
tamos un hueso in vitro, el médulo eldstico siempre
es proporcional a la densidad mineral 6sea (DMO),
por lo que la carga necesaria para la deformacion
del hueso serd proporcional al grado de mineraliza-
cion del mismo. Sin embargo, un hueso con una
DMO muy elevada implicaria una elevada rigidez,
provocando que dicho hueso sea altamente quebra-
dizo. Esto demuestra que existen otros factores, ade-
mids de la masa, que influyen en la eficacia biome-
canica del hueso, como la composicion del tejido
6seo y la estructura arquitecténica del mismo
(macro- y microscépica), agrupandose todos ellos
en el término calidad 6sea. Se ha estimado que la
cantidad 6sea es responsable del 60 al 80% de la
resistencia biomecanica del hueso, mientras que el
20-40% restante depende de la calidad 6sea, por lo
que es un gran error subestimar la importancia de la
misma'. Por eso resulta de vital importancia conocer
la aportacion de cada uno de los componentes del
hueso a la resistencia mecanica del conjunto.

En la primera parte de esta revision® los autores
hicimos una introduccion al campo de la biomecani-
ca enfocada al hueso. Presentamos los conceptos
basicos de la materia y mostramos los ensayos meca-
nicos clasicos que se utilizan desde hace tiempo
para conocer las propiedades mecanicas del hueso.
Pero en los dltimos anos, los avances en el campo
de la biomecanica han ido mucho mas alla, consi-
guiendo analizar por separado la resistencia mecani-
ca de los distintos niveles estructurales del hueso, lo
cual sirve de gran ayuda para entender la capacidad
del hueso como conjunto para soportar las cargas a
las que es sometido. En esta segunda parte de la
revision, queremos repasar los ensayos realizados en
todos los niveles estructurales. Ademas, se presentan
técnicas alternativas a los ensayos clasicos que se
estan utilizando cada vez mas para la determinacion
de la resistencia osea.

La estructura jerarquica del hueso y sus
propiedades biomecanicas

El hueso esta formado por una matriz orgdnica
compuesta principalmente por colageno tipo Iy
una matriz inorgdnica mineralizada (cristales de
hidroxiapatita y fosfato calcico). Las fibras de
colageno que forman el hueso son el resultado
de la union mediante enlaces cruzados de una
triple hélice de cadenas de este material. Esta
estructura le confiere al hueso su resistencia a la
traccion en sentido longitudinal y es responsable
en gran parte de la elasticidad del mismo. Las
propiedades biomecanicas que proporciona el
colageno dependen a su vez de las caracteristicas
ultraestructurales del mismo, como la cantidad y
la orientacion de sus fibras o la estabilidad de sus
enlaces. En diversos estados patologicos estas
caracteristicas se ven seriamente afectadas (prin-
cipalmente la estabilidad de los enlaces). Por
otro lado, los cristales se disponen en los huecos
que quedan libres en la matriz orgdnica y son los
responsables de la rigidez del hueso y de su
resistencia a la compresion, por lo que estas
caracteristicas dependeran de la cantidad de
mineral, del grado de empaquetamiento y de la
ordenacion de los cristales alrededor de las fibras
de colageno.

A causa de su compleja estructura, para cono-
cer y comprender las propiedades biomecdnicas
del hueso, deben tenerse en cuenta los distintos
niveles estructurales. El hueso, al igual que otros
materiales biol6gicos, posee lo que se conoce
como estructura jerarquica, compuesta de distin-
tos niveles a medida que variamos la escala
(Figura 1). En la Tabla 1 se definen dichos nive-
les, segtn las clasificaciones establecidas por dife-
rentes autores en los Gltimos anos**. Cada una de
estas escalas o niveles jerarquicos va a tener
influencia en las caracteristicas biomecanicas del
hueso.
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Tabla 1. Clasificacion y definicion de los niveles jerarquicos del hueso propuestos por distintos autores*®

Nivel jerarquico Componentes principales Referencia
Macroestructura Hueso cortical y trabecular
Microestructura Osteonas y trabéculas individuales

. PUN (Rho et al.,
Submicroestructura Liminas 1998)°
Nanoestructura Colageno fibrilar y componentes minerales
Subnanoestructura Estructura molecular de los distintos elementos
Nivel 7 Hueso entero
Nivel 6 Hueso cortical y trabecular
Nivel 5 Osteonas
Nivel 4 Patrones de las fibras (hueso maduro vs. hueso intersticial) (Weiner and |
Wagner, 1998)"

Nivel 3 Fibras de colageno
Nivel 2 Fibrillas de coldgeno y minerales
Nivel 1 Moléculas

Nivel hueso entero

Hueso entero o representativo de ambos subtipos

Nivel arquitectural

Hueso cortical o trabecular

Nivel tisular

Trabéculas y osteonas individuales

(Hoffler et al.,

2000y
Nivel laminar Laminas
Nivel ultraestructural Componentes minerales y moleculares
Macroestructura Hueso entero o representativo de ambos subtipos
Arquitectura Bloques de hueso cortical o trabecular
Microestructura Trabéculas y osteonas individuales (An, 2000)°
Submicroestructura Laminas, fibras grandes de coldgeno

Ultra o nanoestructura

Fibrillas y moléculas de coligeno, componentes minerales

Biomecanica de la estructura entera

El comportamiento mecanico de un material
puede ser descrito completamente por un grupo
de propiedades materiales. Sin embargo, el com-
portamiento mecdnico de una estructura Osea
entera es mucho mas complejo de predecir, ya
que es el resultado de las propiedades materiales
de cada uno de sus componentes y de su distribu-
cion geométrica en el espacio.

Los ensayos mecdnicos con huesos enteros o
fracciones representativas de un hueso determi-
nan las propiedades del conjunto del hueso, asu-
miendo que tanto el tejido trabecular como el cor-
tical se pueden modelar como una estructura con-
tinua, incorporando tanto su geometria como las
propiedades de los distintos materiales que lo
componen. Para poder llevar a cabo esta simplifi-
cacion, obviando con ella la anisotropia y hetero-
geneidad 6sea, debe cumplirse la maxima de que
la muestra a ensayar sea significativamente mayor
que las dimensiones de sus unidades estructurales
basicas. El analisis biomecdnico del hueso entero

debe acompanarse siempre del analisis de su geo-
metria. El comportamiento mecanico de este tipo
de muestras es el que mas se aproxima al compor-
tamiento del hueso in vivo; sin embargo, no resul-
ta conveniente calcular parimetros materiales a
este nivel, ya que debido a la compleja geometria
y propiedades materiales del hueso entero, no se
pueden identificar alteraciones de la microestruc-
tura o de la matriz extracelular, que deben ser
investigados en niveles microscopicos’. No obs-
tante, los ensayos con hueso entero se pueden uti-
lizar para analizar las propiedades mecdnicas del
componente estructural, resultando de utilidad en
el andlisis de los efectos que diversos factores,
como la edad, las enfermedades osteodegenerati-
vas y sus correspondientes tratamientos, etc., pro-
vocan en las propiedades biomecinicas del hueso.

Se han llevado a cabo muchos trabajos para
conocer el comportamiento mecanico de huesos
enteros, en los cuales se emplean ensayos de
compresion y de flexion en tres o cuatro puntos y
en menor medida, ensayos de torsion.
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Figura 1. Esquema representativo de los distintos niveles de la estructuracion jerarquica del hueso
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Figura 2. Curva carga-desplazamiento del comporta-
miento biomecidnico caracteristico de los distintos
tipos tisulares
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En las pruebas de flexion, las medidas consis-
ten en simples valores de cargas de vencimiento y
de fractura, y rigidez (pendiente de la zona elasti-
ca). Se puede obtener también un valor del médu-
lo de Young, pero estos cilculos ignoran la hete-
rogeneidad y la compleja geometria del hueso, ya
que asumen que el hueso es un tubo hueco per-
fecto, por lo que el valor obtenido es simplemen-
te aproximado’. No obstante, es el método mds
cominmente usado para estimar las propiedades
mecanicas del material 6seo en el hueso entero. El
hueso es mais resistente a la compresion que a la
traccion, y es todavia mas débil frente a fuerzas de
corte®. Por ejemplo, cuando un hueso largo se
carga en direccion perpendicular a su eje longitu-
dinal sufre una carga de flexion, ya que la cara
impactada se carga por compresion, mientras que
la cara opuesta se carga por traccion. Como resul-
tado, el hueso empezara a fracasar mecanicamen-
te por el lado opuesto al impacto (la cara someti-
da a traccion), ya que alcanzard primero su resis-
tencia maxima que el lado sometido a compre-
sion.

Biomecanica de los componentes tisulares

En funcion de la estructura del hueso y de su com-
portamiento biomecanico, podemos encontrar dos
subtipos tisulares: el hueso cortical y el hueso tra-
becular o esponjoso. Las diferencias morfolégicas
entre hueso cortical y trabecular producen impor-
tantes implicaciones biomecanicas. El hueso corti-
cal posee un modulo elastico mayor, por lo que su
curva de esfuerzo-deformacién presenta una
mayor pendiente. Esto implica que es capaz de
soportar un alto grado de carga por unidad de
superficie con un bajo indice de deformacion, lo
que le confiere una gran rigidez. Sin embargo, el
hueso trabecular presenta un modulo de Young
menor y biomecanicamente describe una curva
mas aplanada, lo que se traduce en que la carga
soportable por unidad de superficie es menor,
pero con un mayor indice de deformacion, lo que
conlleva mayor flexibilidad (Figura 2).

Biomecdnica del hueso cortical o compacto

El analisis biomecanico de hueso cortical se lleva a
cabo en cubos o cilindros que contengan el nimero
suficiente de sistemas de Havers y huecos intersticia-
les para considerarse representativo. El limite supe-
rior del tamano de la muestra vendrd determinado
por la region anatomica de la que se ha extraido’. Las
propiedades mecanicas del hueso cortical dependen
del tipo de ensayo al que se someta. En la Tabla 2 se
muestran los valores de resistencia y modulo eldstico
para el hueso cortical humano'". Las variaciones de
los valores se deben principalmente a la region de
procedencia y a la edad de la muestra.

Aunque la prueba de referencia para determi-
nar las propiedades biomecinicas del hueso corti-
cal es el ensayo de traccion, la que se emplea con
mayor frecuencia es el ensayo de flexion. La resis-
tencia a la traccion es menor que la resistencia a la
compresion, y en el ensayo de torsion el valor del
modulo de Young es mucho menor que en el resto
de casos. Debido a la orientacion longitudinal de
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las fibras de coligeno y las
osteonas, el hueso cortical pre-

Tabla 2. Valores de resistencia maxima y modulo elastico del hueso cortical
humano para los distintos tipos de ensayos mecanicos'*!"

senta una mayor resistencia a
la aplicacion de cargas longitu-
dinales (0° de inclinacién) que

transversales (90° de inclina-
cién), y para valores interme-
dios de inclinacion se obten-

dran valores intermedios de
resistencia. Ademas, su resis-
tencia biomecanica en sentido
longitudinal es también mayor

que la provocada por cargas de
torsion. Mientras que las pro-
piedades de un hueso largo

Resistencia 167 — 213 MPa
Ensayos de compresion

Modulo de Young 14,7 — 34,3 GPa

Resistencia 107 — 170 MPa
Ensayos de traccion

Modulo de Young 11,4 — 29,2 GPa

Resistencia 103 — 238 MPa
Ensayos de flexion

Modulo de Young 9,8 — 15,7 GPa

Resistencia 65 — 71 MPa
Ensayos de torsion

Modulo de Young 3,1 — 3,7 GPa

entero son funcion de su forma

tubular y su densidad, las del

hueso cortical aislado dependen de su densidad y
de la orientacion de las osteonas. Debido a esto,
los valores de resistencia del hueso cortical supo-
nen un 60% de la resistencia del hueso entero, lo
que implica una mayor resistencia mecanica de
este componente tisular®.

La densidad del hueso cortical depende de su
porosidad y de la mineralizaciéon del material, y en
el hueso humano posee un valor aproximado de
1,9 g/cm?, practicamente constante debido a que la
estructura cortical es bastante compacta'. Se ha lle-
gado a la conclusion de que existe una correlacion
positiva entre la densidad cortical y sus propieda-
des biomecanicas, de forma que si aumenta la pri-
mera mejoran las segundas. La porosidad se define
como la relacion entre el volumen 6seo y el volu-
men total de tejido, y se determina normalmente
sobre una seccion transversal de hueso cortical. La
porosidad y la mineralizacion explican el 84% de la
variacion en la rigidez del hueso cortical”, e inclu-
so se han encontrado experimentalmente férmulas
que relacionan la mineralizacion con el modulo de
Young, de forma que un aumento de la mineraliza-
cion implica una disminucion del moédulo eldstico™.

El grosor y el diametro del hueso cortical son los
principales factores que afectan a su biomecanica. Un
aumento de cualquiera de estas caracteristicas provo-
ca un aumento de la resistencia 6sea. Un hueso largo
se puede modelar como un cuerpo cilindrico, y
segun las leyes basicas de la mecanica la resistencia
a la deformacion de cualquier cuerpo cilindrico
sometido a una fuerza es directamente proporcional
a su didametro. Por otro lado, el grosor de la region
cortical y la cantidad de masa Osea estan estrecha-
mente relacionados, de manera que, con masa Osea
constante, una variacion en su distribucion modifica
también la resistencia del hueso. La disminucion del
grosor cortical que se produce con la edad o en algu-
nas enfermedades osteodegenerativas lleva asociado
un aumento del riesgo de fractura.

Biomecdnica del hueso trabecular o esponjoso

En el caso del hueso trabecular, el analisis meca-
nico se lleva a cabo también en cubos o cilindros
de este subtipo tisular, de las dimensiones sufi-
cientes para que el componente microestructural
no influya en las propiedades biomecdnicas. Las

propiedades estructurales del hueso trabecular se
determinan habitualmente mediante ensayos de
compresion, traccion o flexion.

Con los resultados obtenidos en estos distintos
ensayos se ha observado que el hueso trabecular,
de la misma manera que el cortical, presenta una
mayor resistencia ante la carga de compresion que
ante cualquier otro tipo®. La resistencia en ensayos
de compresion varia entre 1,5y 9,3 MPa y el moédu-
lo de Young entre 10 y 1.058 MPa, en funcion de la
region del esqueleto. La densidad del hueso trabe-
cular humano es de aproximadamente 0,43 g/cm>
Experimentalmente se llegd a la conclusion de que
tanto la resistencia como el médulo de Young son
funcion del cuadrado de la densidad, de forma que
un pequeno aumento en la densidad produce gran-
des incrementos en los dos pardmetros anteriores®.

La relacion volumétrica Osea trabecular (cocien-
te entre el volumen de hueso trabecular y el volu-
men de tejido total, BV/TV) juega un papel muy
importante en la resistencia mecanica del hueso. Si
la BV/TV disminuye por debajo del 15% peligra
seriamente la integridad estructural del tejido, sien-
do éste mucho mds propenso a la fractura. El
nimero de trabéculas y la conectividad también
presentan una importancia muy significativa en el
comportamiento biomecanico del hueso esponjoso.
Las trabéculas estin dispuestas vertical y horizontal-
mente, siendo esta udltima disposicion de vital
importancia a nivel de resistencia. Se puede mode-
lar el tejido esponjoso como un conjunto de vigas
(trabéculas horizontales) y pilares (trabéculas verti-
cales), de forma que en las primeras recae la fun-
cion de conexion y sujecion de la estructura. Un
descenso en el nimero de trabéculas disminuye la
resistencia, siendo esta disminucion mds importan-
te si se trata de trabéculas horizontales. Una resis-
tencia disminuida por un estrechamiento de las tra-
béculas es reversible con un tratamiento adecuado;
sin embargo, si desaparece la conectividad entre
trabéculas, la pérdida de resistencia se vuelve irre-
versible ya que no se puede recuperar su elastici-
dad original. Por lo tanto, una estructura con mayor
numero, grosor y conectividad entre trabéculas serd
mas resistente que otra con menor nimero, menor
grosor y mayor separacion, aunque ambas presen-
ten la misma masa dsea.
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La orientacion de las trabéculas define el grado
de anisotropia. Existe una correlacion entre el ries-
go de fractura y la anisotropia del hueso que no
depende de la masa trabecular. Las trabéculas se
orientan de manera que son mas resistentes en la
direccion en la que habitualmente soportan la
carga, produciendo asi una heterogeneidad o ani-
sotropia en su estructura. Por lo tanto, si una
region soporta normalmente cargas longitudinales
(como, por ejemplo, el cuello femoral) sus trabé-
culas se dispondran geométricamente de la forma
que mejor puedan soportar estos esfuerzos, sien-
do muy resistentes a cargas en esta direccion (car-
gas de compresion), pero presentando un alto
riesgo de fractura ante una carga en otra direccion
(por ejemplo, una carga transversal debida a una
caida). El hueso cortical también sigue un com-
portamiento anisotrépico debido a la disposicion
de los conductos de Havers, pero su relevancia
mecidnica es mucho menor que en el caso del
hueso esponjoso.

Biomecanica de osteonas y trabéculas individuales
El analisis biomecanico a este nivel describe las
propiedades materiales del tejido independiente-
mente de su geometria, ya que se realiza sobre
muestras lo suficientemente pequenas para que la
arquitectura del hueso no tenga influencia en el
resultado. En el caso de hueso cortical, los ensa-
yos se realizarian en un bloque de unas pocas
osteonas o incluso solamente en una, mientras
que para hueso trabecular se emplearia un paque-
te de trabéculas sin su tipica arquitectura porosa,
ya que en un tamano mayor de muestra la geome-
tria jugaria un importante papel en las propieda-
des biomecanicas.

El uso de pruebas de nanoindentacién para el
analisis de las propiedades mecanicas de muestras
de tamano muy reducido se ha ido desarrollando en
la Gltima década, permitiendo el andlisis en profun-
didad de estructuras como trabéculas u osteonas
individuales*. Las técnicas de nanoindentacion
emplean un indentador rigido con el fin de presio-
nar la superficie del material ensayado, provocando
de esta manera una deformacion local de dicha
superficie. La fuerza aplicada y la profundidad a la
que penetra el indentador se registran tanto duran-
te la aplicacion de la fuerza como una vez liberada
la muestra, generando de este modo una curva
carga-desplazamiento de la que se pueden obtener
las propiedades materiales (Figura 3).

Los equipos para ensayos de nanoindentacion
miden normalmente la fuerza por medios electro-
magnéticos o electrostaticos, y el desplazamiento
mediante un sensor capacitivo o un dispositivo
laser. Estos métodos permiten medidas de fuerza
entre 1 y 500.000 uN, y de desplazamiento entre
0,2 y 20.000 nm*.

Para llevar a cabo el andlisis de las osteonas
deben aislarse primero. Aunque es posible aislar
una sola osteona individual, la forma de la misma
provoca ensayos mecanicos erroéneos e imposibilita
la comparacion de resultados. Por ello, la mejor
opcion es obtener mediante un micrétomo que

refrigere continuamente el hueso una muestra de
forma definida, siendo el cilindro el que mejor
representa las propiedades de las osteonas. El ais-
lamiento de las osteonas es un proceso complejo,
en el que se tiene en cuenta la orientacion de las
laminas, la mineralizacion de las mismas, la distan-
cia entre el canal vascular y la superficie externa,
etc.”.

Las osteonas del hueso humano se pueden cla-
sificar en funcién de la orientacion de las fibras de
coligeno de las laminas que las componen.
Cuando las fibras de colageno de todas las laminas
que forman la osteona se orientan en sentido lon-
gitudinal se habla de osteonas longitudinales. Si las
fibras de una lamina se orientan longitudinalmen-
te y las de la lamina adyacente se orientan trans-
versalmente, se habla de osteonas alternas. Mucho
menos frecuente es un tercer tipo de osteona en el
que las fibras de colageno de todas las laminas se
orientan transversalmente, llamadas osteonas
transversales o circulares.

Se han empleado ensayos de compresion, trac-
cion, flexion y torsion para estudiar las propieda-
des mecanicas de las osteonas, ademas del deno-
minado pin test, empleado cominmente en meca-
nica de materiales tubulares. Las ldminas longitudi-
nales resisten mejor a la traccion y la torsion, mien-
tras que las ldminas transversales ofrecen mayor
resistencia a cargas de compresion, flexion y corte.
Ademas, se ha comprobado que la distribucion de
las laminas en las osteonas de los huesos largos no
es aleatoria, sino que hay una alta incidencia de
laminas longitudinales en los sectores del hueso
que soportan cargas de traccion, y una alta inci-
dencia de laminas transversales en los sectores que
soportan principalmente cargas de compresion®.
No se ha encontrado un efecto de la edad, el géne-
ro o el indice de masa corporal en el médulo elis-
tico o la dureza de las laminas*3'*% por lo que
puede deducirse entonces que el modulo elastico
y la dureza de la matriz del hueso es independien-
te de estas variables, por lo que las reducciones de
la integridad mecanica del hueso entero podrian
ser debidas a otros factores, como cambios en la
masa y la organizacion del tejido?.

La mayoria de estudios que analizan la mecani-
ca de hueso trabecular emplean muestras de dimen-
siones lo suficientemente grandes para que las pro-
piedades biomecanicas estén influenciadas por la
arquitectura trabecular ademas de por las propieda-
des materiales del hueso. Tradicionalmente se con-
sideraba el hueso trabecular como hueso cortical
mds poroso y se asumia que tenian el mismo modu-
lo elastico, pero realmente para conocer la influen-
cia mecanica del tejido trabecular por si mismo
deben realizarse ensayos con trabéculas individua-
les. Al igual que en el caso de osteonas individua-
les, el analisis mecanico de las trabéculas es un pro-
ceso complicado que requiere, incluso, el diseno de
equipos especificos. Se han realizado pruebas de
flexion en tres puntos®¥ y traccion®¥. En los ulti-
mos anos, los avances en la microtomografia com-
putarizada han permitido la obtencion de modelos
de trabéculas individuales que posteriormente se
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Figura 3. Representacion esquematica de los distintos componentes de un sistema de nanoindentacion y de la
curva carga-desplazamiento tipica obtenida en este tipo de ensayos, en la que se diferencian claramente los
ciclos de carga y descarga. P,;, corresponde a la carga maxima y o, al desplazamiento maximo. De la tangen-

te a la curva de descarga puede obtenerse la rigidez
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analizan mediante elementos finitos®. Los resultados
muestran que el médulo de Young del hueso trabe-
cular de manera independiente es considerable-
mente menor que el del hueso cortical, probable-
mente debido al menor grado de organizacion que
presenta el primero. Recientemente, dos grupos de
investigacion independientes analizaron mediante
microtomografia computarizada muestras de hueso
trabecular humano procedentes de distintas zonas
anatomicas, realizando una descomposicion com-
pleta de las muestras en placas y tubos individuales
y calcularon su contribucion al modulo elastico
mediante elementos finitos. Los resultados obteni-
dos mostraron un predominio de placas longitudi-
nales y tubos transversales en las tres zonas anat6-
micas, y que las cargas axiales del hueso trabecular
las sostiene principalmente el volumen trabecular
alineado axialmente. Ademas, se sugiere que las tra-
béculas en forma de placa dominan las caracteristi-
cas elasticas totales del hueso trabecular.

Biomecanica de los componentes moleculares
0seos

El hueso a nivel molecular estd compuesto por pro-
teinas, glicoproteinas y minerales; composicion
que se conoce como matriz extracelular. En este
nivel es interesante estudiar las propiedades
mecanicas de las fibrillas de coldgeno y los com-
ponentes minerales. La heterogeneidad de la
matriz hace todavia mas dificil el andlisis biomeca-
nico a este nivel, y la influencia de las variaciones
en la estructuracion de los componentes no se
conoce hoy en dia.

En 1997 Luo y colaboradores presentaron un
estudio en el que median la rigidez de moléculas
de coliageno obtenidas de precoliageno tipo I (que
no forma enlaces intermoleculares) mediante un
sistema de pinzas 6pticas y bajo microscopio 6pti-
co". Casi una década después, mediante un dispo-
sitivo electromecinico se presentaban medidas de

la resistencia a la traccion, rigidez, y comporta-
miento frente a la fatiga de una fibrilla de colage-
no, a la vez que se mostraba por primera vez una
curva esfuerzo-deformacion de la misma®. Una
nueva técnica experimental mediante microscopia
de fuerza atomica y microscopia electronica de
barrido se ha utilizado para manipular y medir las
propiedades mecanicas de fibrillas de coligeno
mineralizadas individuales de tejido 6seo. La curva
esfuerzo-deformacion de la fibrillas individuales
bajo esfuerzos de traccion muestra una region ini-
cial de deformacion lineal para todas las fibrillas,
seguido por la deformacion no homogénea por
encima de una deformacion critica. Esta deforma-
cion no homogénea sugiere posibles cambios en
la composicion mineral dentro de cada fibrilla®.

Las propiedades mecinicas intrinsecas de los
cristales de hidroxiapatita se han determinado
mediante técnicas de nanoindentacion. Las caras
basales de los cristales presentaron mayor dureza
y modulo de elasticidad que las caras laterales,
pero estas ultimas resultaron ser mds resistentes.
Estos resultados sugieren que los cristales son
menos propensos a agrietarse y resisten mejor las
microfracturas en las caras laterales, lo cual evi-
dencia la anisotropia de los cristales de hidroxia-
patita, que puede tener implicaciones en la aniso-
tropia observada a mayores escalas™.

La mecanica del nivel molecular esta influen-
ciada por todo tipo de interacciones quimicas y
desgraciadamente, hasta la fecha no se han podi-
do llevar a cabo ensayos biomecanicos fiables y
reproducibles a este nivel. Los métodos de anili-
sis in situ, que combinan herramientas de deter-
minacion estructural de alta resolucion como la
difraccion de rayos X con ensayos micromecani-
cos, comienzan a proporcionar informacién sobre
la deformacion real que tiene lugar en los niveles
molecular y fibrilar de colageno tanto mineraliza-
do como no mineralizado®*.



Técnicas biomecanicas alternativas a los
ensayos clasicos

Analisis cuantitativo por ultrasonidos (QUS)
Hace ya tiempo que se comenzaron a emplear téc-
nicas de ultrasonidos para la evaluacion de las pro-
piedades mecianicas del hueso®. Dichas técnicas
presentan varias ventajas frente a los ensayos meca-
nicos clasicos en la determinacion de las propieda-
des elasticas Oseas, ya que pueden emplear muestras
muy pequenas y de diversas formas. Aunque el ana-
lisis cuantitativo por ultrasonidos no produce una
imagen de la estructura del hueso, existe cierta evi-
dencia de que las medidas de QUS pueden propor-
cionar informacion relacionada con la organizacion
estructural y las caracteristicas materiales del tejido”.
Las ventajas del QUS residen en que no implican
exposicion a radiacion, ademds de realizarse con sis-
temas relativamente baratos y portatiles. Por el con-
trario, su principal inconveniente es la falta de sen-
sibilidad, por lo que actualmente esta relegada a uti-
lizarse como herramienta auxiliar en el diagnostico
de osteoporosis, que se confirma posteriormente
mediante densitometria 6sea (DXA). Sin embargo,
resulta muy Util en labores de investigacion™>.

Analisis mediante elementos finitos (FEA)

El andlisis mecanico mediante simulacion numérica,
y en especial el método de elementos finitos, se ha
convertido en una herramienta de gran valor a la
hora de estudiar las respuestas biomecanicas del
hueso ante diversas condiciones de carga. El primer
paso para llevar a cabo el anilisis mediante elemen-
tos finitos es la adquisicion de las imagenes de la
region anatémica o muestra Osea, normalmente
mediante técnicas de tomografia computarizada
(CT) o de resonancia magnética nuclear (MRD. Los
sets de imagenes obtenidos se procesan mediante
complejos algoritmos y sofisticadas técnicas infor-
maticas con el fin de obtener una malla o modelo
de elementos finitos del volumen de interés selec-
cionado. Sobre estos modelos se puede realizar
tanto un analisis morfolégico de la estructura como
un analisis biomecanico simulado que proporciona-
ra datos de la resistencia y el médulo de Young del
objeto analizado®. El andlisis FEA mas comun es el
lineal estatico, que calcula la resistencia mecanica a
cargas estaticas (que no varian con el tiempo) y que
asume que el material es isotrépico y homogéneo.
Sin embargo, el desarrollo en los Gltimos anos de
tecnologias que permiten la adquisicion de image-
nes de alta resolucion del hueso (micro-CT, HR-MRI,
etc.), junto con el uso de nuevos algoritmos que
representan la estructura dsea con mayor precision,
ha permitido crear modelos con los que calcular
cargas en el tejido y sus propiedades eldsticas ani-
sotropicas®. El FEA proporciona cada vez datos mas
exactos, convirtiéndose en una poderosa herra-
mienta para el conocimiento del comportamiento
biomecanico del hueso, y en una de las mas utiliza-
das en los Gltimos anos™*'.

Image-guided failure analysis (IGFA)
En 1998 se presentaba el primer dispositivo para
realizar ensayos mecanicos de compresion y trac-
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cion en el interior de un equipo de microtomogra-
fia computarizada (micro-CT), de forma que el
ensayo podia seguirse paso a paso mediante ima-
genes de alta resolucion®. Los autores denomina-
ron esta técnica como IGFA (Image-Guided Failure
Analysis). El IGFA resulta muy util en el analisis
biomecanico de muestras de hueso trabecular, ya
que permite observar la progresion de la fractura,
monitorizando su inicio y avance, a la vez que
determina la influencia de la microarquitectura de
la muestra, permitiendo conocer las propiedades
microestructurales locales de las regiones fractura-
das frente a las que permanecen intactas®®.
Recientemente se ha desarrollado un dispositivo
similar para la realizacion de ensayos de torsion®.

Nazarian y colaboradores® concluyen que el
76% de las muestras de hueso trabecular de vérte-
bra lumbar humana analizadas mediante IGFA pre-
sentan valores minimos de BV/TV, densidad conec-
tiva y anisotropia en las regiones en las que se pro-
duce el fracaso mecanico con respecto a las regio-
nes intactas, no observando diferencias significati-
vas para otras variables microestructurales como el
numero trabecular (Tb.N), el grosor (Tb.Th) y la
separacion trabecular (Th.Sp), etc. Por otro lado,
nuestro grupo de investigacion, en muestras obte-
nidas de cabezas femorales humanas osteoporoti-
cas”, ha encontrado que las regiones de fractura
presentan peores valores de todas las variables
microestructurales analizadas, excepto para el
grado de anisotropia. Esto refleja que la region en
la que se produce el fracaso mecadnico contiene
menos trabéculas, de menor grosor y peor interco-
nectadas que la region que permanece intacta tras
el ensayo; aunque en ambas las trabéculas estan
orientadas de forma similar. Ademas, en la region
de fractura prevalecen las trabéculas en forma de
tubo (tedricamente menos resistentes a la fractura)
frente a las trabéculas en forma de placa, mas
abundantes en la region intacta. El grado de corre-
lacion entre 0, y una combinacion lineal de varia-
bles microestructurales (BV/TV, Tb.Th y factor de
patron trabecular Tb.Pf) mejora significativamente
cuando, en vez de utilizar los valores medios de
toda la estructura, se emplean los valores de la
region en la que se origina la fractura.

Gracias a esta tecnologia se han podido obser-
var los distintos mecanismos de fractura. Asi,
cuando se aplica una fuerza de compresion sobre
hueso trabecular, las estructuras en forma de plato
fracasan preferentemente en flexion, comenzando
en una region del plato ya perforada. En el caso
de estructuras en forma de barra, el modo de pan-
deo (manifestado por significativos desplazamien-
tos transversales a la direccion principal de com-
presion) es la forma predominante de colapso.

Conclusiones

La compleja matriz orgdnica mineralizada que
constituye el tejido 6seo se encuentra jerarquizada
en distintos niveles estructurales que definiran las
propiedades mecanicas del hueso. Cada uno de
los niveles jerarquicos contribuye de distinta
forma y con distinta magnitud al comportamiento
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Figura 4. Representacion tridimensional del inicio y progreso del fracaso mecidnico por compresion de un cilindro
de hueso trabecular de cabeza femoral humana osteopordtica, obtenido mediante la técnica IGFA, que permite
escaneados de la muestra ensayada con un equipo de micro-CT durante la realizacion del ensayo mecanico. La
curva carga-desplazamiento muestra los puntos de realizacion de cada uno de los escaneados
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en cuenta a la hora de estudiar sus propiedades
biomecanicas.

Son muchos los estudios que se estan llevando
a cabo hoy en dia en los distintos niveles de
estructuracion, y cada dia se avanza mas en el
entendimiento del comportamiento de cada una
de las estructuras, tanto de manera individual
como conjunta en la totalidad del tejido. Las téc-
nicas alternativas a los clasicos ensayos mecanicos
estan ayudando ampliamente en la consecucion
de este objetivo. Dentro de estos métodos alterna-
tivos, encontramos técnicas no destructivas, como
es el caso del FEA y del QUS, que permiten repe-
tir el ensayo tantas veces como sea necesario y
cambiando las variables que se consideren opor-
tunas, por lo que abren grandes posibilidades en
el campo de la biomecanica.
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Resumen

La posible relacion entre la osteoporosis y la artrosis continta debatiéndose en la actualidad. Durante
décadas se consider6é que ambas enfermedades eran mutuamente excluyentes debido a las caracteristi-
cas antropométricas y la diferente masa 6sea que con frecuencia presentan los pacientes con osteoporo-
sis y artrosis. Sin embargo, en los Gltimos anos se ha senalado la posibilidad de que ambos procesos coe-
xistan e incluso que guarden una relacion directa. En el presente articulo revisamos algunos aspectos de
la relacion entre estas dos enfermedades siguiendo una perspectiva temporal.

Palabras clave: enfermedades musculoesqueléticas, artrosis, osteaporosis.

Osteoporosis and osteoarthritis: two mutually exclusive diseases
or two related entities?

Summary

The possible association between osteoporosis and osteoarthritis represents an ongoing matter of deba-
te. It was considered, for decades, that both diseases were mutually exclusive due to the anthropometric
characteristics and the difference in bone mass that patients with osteoporosis and osteoarthritis often
present. However, in recent years, it was pointed out that both processes can coexist, and even that they
may have a direct relationship. In this paper we review some aspects of the association between both
diseases from a temporal perspective.

Key words: musculoskeletal diseases, osteoarthritis, osteaporosis.
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Introduccién

La osteoporosis y la artrosis son las dos enferme-
dades 6seas de mayor prevalencia, presentan una
considerable morbilidad y son responsables de
unos costes sanitarios muy elevados. Ademas, el
progresivo envejecimiento de la poblacion ha
determinado un incremento notable de su preva-
lencia en la poblacion general'.

La posible relacion entre la artrosis y la osteopo-
rosis ha sido objeto de un intenso debate en la ulti-
mas cuatro décadas. En 1972, Foss y Byers? senala-
ron que los pacientes con fractura de cadera rara-
mente presentaban una coxartrosis. Posteriormente,
se han publicado numerosos estudios con resulta-
dos a menudo contradictorios, asi como editoriales
y revisiones bibliograficas que han intentado apor-
tar una vision clarificadora, segin la evidencia dis-
ponible en cada momento. Sin embargo, los distin-
tos estudios difieren sustancialmente en numerosos
aspectos metodologicos, lo que dificulta su compa-
racion, asi como la elaboracion de una sintesis de
sus resultados. De hecho, en la actualidad la cues-
tion planteada no parece tener una tnica respuesta.

Por todo ello, nos vamos a acercar a este proble-
ma desde una perspectiva temporal, analizando los
estudios llevados a cabo en tres periodos consecu-
tivos. Consideraremos en primer lugar el periodo
comprendido entre 1972 y 1996. En segundo lugar,
el periodo que va de 1996 a 2000; vy, finalmente,
desde 2006 hasta el momento actual.

Periodo 1972-1996

En una revision publicada en 1996° se analizaron
los 36 trabajos llevados a cabo entre 1972 y 1996.
Estos estudios eran en su mayoria de diseno trans-
versal, y partian de dos observaciones. Una de
ellas era la impresion clinica generalizada de que
no se apreciaban signos de artrosis en las cabezas
femorales extraidas durante la cirugia de la fractu-
ra de cadera, y que, ademas, este tipo de fractura
era poco frecuente en los pacientes con coxartro-
sis. La segunda observacion consistia en las dife-
rencias fenotipicas que suelen objetivarse en los
pacientes con artrosis u osteoporosis. Asi, mien-
tras que los pacientes artrosicos tienden a presen-
tar un biotipo endomorfo, los sujetos con osteo-
porosis suelen tener un biotipo ectomorfo.

En cuanto a los objetivos primarios que se
plantearon en este periodo, la mayoria de los estu-
dios se dirigian a examinar el efecto de la artrosis
sobre la densidad mineral 6sea (DMO). Sin embar-
go, no habia un criterio uniforme para valorar las
caracteristicas de la osteoporosis y de la artrosis.
Por ejemplo, en ocasiones la artrosis se evaluo
mediante el estudio histologico de la cabeza femo-
ral obtenida durante la cirugia de la fractura de
cadera. Otras veces, se valoraba mediante las ima-
genes radiolégicas, utilizando fundamentalmente
la escala de Kellgren-Lawrence, aunque en ocasio-
nes también se emplearon otras escalas, como la
Empire Rheumatism Council Criteria'. Finalmente,
en algunos estudios, la artrosis era valorada por el
propio paciente mediante un cuestionario estruc-
turado (“self-reported osteoarthritis”). En cuanto a

la osteoporosis, las mediciones de la densidad
mineral 6sea se llevaron a cabo con distintos pro-
cedimientos: evaluacion radiolégica de las trabé-
culas en el fémur proximal segun los criterios de
Singh', absorciometria foténica simple®, absorcio-
metria foténica dual’, TAC cuantitativo® e histo-
morfometria’.

La gran mayoria de los estudios, como hemos
sefialado anteriormente, eran de diseno transver-
sal y, en especial los mas antiguos, no disponian
de un analisis estadistico que permitiera el ajuste
por las posibles variables confusoras. De cualquier
forma, en la mayoria de los trabajos se aprecié un
aumento significativo de la masa Osea en los
pacientes con artrosis, que alcanzaba el 4-10% en
columna y algo menos en el esqueleto apendicu-
lar (3-5%). Por otra parte, en los casos aislados en
los que coexistian ambos procesos (coxartrosis y
fractura de cadera), la edad a la que aparecian las
fracturas era mayor de la que se observaba en la
poblacion general, lo que apoyaba la idea de que
la artrosis podria ejercer un efecto protector sobre
la fractura de cadera. Por udltimo, algunos estu-
dios hacian especial énfasis en las diferencias
antropométricas y clinicas que se observan en
ambas poblaciones. El paciente osteoporético
suele ser delgado, tiene una baja masa Osea y pre-
senta una mayor propension a las fracturas, mien-
tras que el paciente artrosico seria mas bien un
paciente con sobrepeso, con aumento de la DMO
y de la fuerza muscular y un menor nimero de
fracturas'. Por tanto, segin estos primeros resulta-
dos, parecia confirmarse la existencia de una rela-
cion inversa entre la osteoporosis y la artrosis. De
hecho, en estos anos se planteaba que esta ultima
enfermedad, o alglin factor relacionado con ella,
podrian ejercer un efecto protector frente a la
osteoporosis en general, asi como frente a la frac-
tura de cadera en particular.

Periodo 1996-2006

Tres hechos caracterizan este segundo periodo de
tiempo: el avance en las técnicas de laboratorio, el
establecimiento de la densitometria de rayos X de
doble nivel de energia (DXA) como patron-oro
para la evaluacion de la masa 6sea, y la realiza-
cion de estudios sobre la relacion artrosis/osteo-
porosis con disenos que aportaban una evidencia
cientifica mas solida.

Intuitivamente, la relacion entre la artrosis y la
osteoporosis se mostraba mucho mas compleja de lo
que se habia supuesto hasta entonces, y se desarro-
llaron nuevas lineas de investigacion, como, por
ejemplo, el estudio de los genes implicados en
ambas enfermedades, o el posible papel beneficioso
de los farmacos antirresortivos en la artrosis. Por otra
parte, en diversos estudios se observo la existencia
de una inesperada asociacion entre la artrosis de las
manos y la osteoporosis, asi como de la espondilo-
artrosis con la fractura vertebral. Finalmente, a la luz
de las nuevas técnicas histoquimicas y de imagen
(en especial la DXA), se reconsideraron los resulta-
dos de los estudios iniciales sobre las articulaciones
de carga (cadera y rodilla) que habian dado lugar a
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la opinién extendida de que la artrosis y 1a osteopo-
rosis eran enfermedades mutuamente excluyentes.

Masa osea y artrosis

En la cohorte de Rotterdam, se observo que, a
pesar de que los pacientes con coxartrosis tenian
una mayor densidad mineral 6sea en la cadera
que las personas sin artrosis, la pérdida posterior
de masa O6sea, concretamente en los dos afos
siguientes a la fractura, era mayor en los pacientes
artrésicos'. Ademds, la pérdida de hueso no guar-
daba relacion con la edad ni con el grado de inca-
pacidad de estos pacientes.

Por otra parte Arden et al.”® también observaron
que los pacientes con artrosis de cadera tenian una
DMO mayor que los controles sin artrosis. Sin
embargo, y tras siete anos de seguimiento, la inci-
dencia de fracturas vertebrales y no vertebrales fue
similar en ambos grupos.

Marcadores del recambio éseo

En lineas generales, la mayoria de los estudios rea-
lizados durante estos anos, mostraban que los
pacientes con artrosis tenian aumentados los mar-
cadores de resorcion. Asi, Naitou et al.'* comproba-
ron que las mujeres con gonartrosis o con artrosis
generalizada presentaban una excrecion urinaria
de piridinolina y deoxipiridinolina mayor que la de
las mujeres sanas. Asimismo, en otro estudio lon-
gitudinal® se demostré que las mujeres postmeno-
pausicas con gonartrosis presentaban un aumento
en la excrecion urinaria de los telopéptidos amino
(NTX) y carboxiterminales (CTX) del colageno
tipo I, que era similar a la que se observaba en las
mujeres osteoporoticas de su misma edad. En
cuanto a los marcadores de formacion, tan solo
hay un trabajo publicado en este periodo®, en el
que se observo que los valores de osteocalcina
sérica eran menores en las mujeres premenopau-
sicas diagnosticadas de artrosis de manos o de
rodilla que en las mujeres sanas de su misma
edad.

Fdrmacos antirresortivos y hueso subcondral

A pesar de que la artrosis ha sido considerada cla-
sicamente como una enfermedad del cartilago,
cabe también la posibilidad de que el hueso sub-
condral desempene algin papel en el inicio y pro-
gresion de esta enfermedad”. Por un lado, la rigi-
dez del hueso subcondral parece favorecer la
lesion del cartilago articular y por otro, una vez
iniciado, el dano en el cartilago contribuiria a la
progresion de la artrosis. Por otra parte, a finales
de la década de los noventa se comprob6 que el
hueso subcondral de las articulaciones artrosicas
presentaba un menor contenido mineral. Este
fenémeno se asociaba a un aumento del recambio
o0seo™® lo que llevo a sugerir que los farmacos
antirresortivos podrian ser de utilidad en el trata-
miento de la artrosis”, aunque este planteamiento
no era compartido por todos los autores®. En cual-
quier caso, a pesar de que en algunos estudios se
describieron resultados favorables en pacientes
tratados con risedronato®, alendronato o estroge-

nos*, estos resultados no pudieron ser confirma-
dos en otros estudios®. De hecho, en una revision
publicada en 2006 sobre las estrategias terapéuti-
cas en la artrosis** se senalaba que se necesitarian
mis estudios, quizds en pacientes con enfermedad
menos avanzada, antes de considerar el uso de
bisfosfonatos en el tratamiento de la artrosis.

Artrosis periférica y osteoporosis

Ya hemos comentado que la artrosis de algunas
articulaciones de carga como la cadera y la rodilla
se asociaba a una mayor masa 6sea. En el caso de
la artrosis de las manos se disponia de menos
informacion, aunque los escasos resultados dispo-
nibles sugerian una asociacion similar®. Sin
embargo, en este segundo periodo (1996-2000), se
publicaron algunos trabajos que iban en contra de
esta posibilidad. Asi, en un estudio transversal se
observé que las mujeres con artrosis de las manos
presentaban una menor masa Osea en la cadera
que las mujeres sanas®. En esta misma linea, otros
autores observaron que la artrosis erosiva de las
manos se asociaba a menores indices T y Z-score
en la columna lumbar que los controles”. Por ulti-
mo, Haara et al.*® comprobaron que la pérdida de
masa 6sea a lo largo de 20 anos, evaluada median-
te ultrasonografia cuantitativa de calcineo, era
mds pronunciada en los pacientes con artrosis de
las articulaciones interfalangicas.

Espondiloartrosis y fractura vertebral

El hueso trabecular de los cuerpos vertebrales
experimenta una serie de cambios en su arquitec-
tura (adelgazamiento trabecular, pérdida de la
interconexion, etc.) que guardan relacion con la
pérdida de masa 6sea que acontece con la edad,
especialmente en los pacientes con osteoporosis.
Por otra parte, los cuerpos vertebrales de los
pacientes con artrosis pueden mostrar otros cam-
bios adicionales. Por ejemplo, la mitad posterior
de los cuerpos vertebrales suele tener una mayor
densidad trabecular que la anterior®, lo que facili-
taria la aparicion de fracturas vertebrales en los
pacientes con espondiloartrosis. A su vez, estos
cambios podrian tener relacion con la degenera-
cion del disco intervertebral.

Es bien conocido que los discos intervertebra-
les y las vértebras interactian de forma biolégica
y mecanica. De hecho, la relacion entre la dege-
neracion discal y el hueso vertebral ha sido
demostrada en estudios histologicos y mecanicos
sobre segmentos vertebrales de cadaver®*. Para
algunos autores, la degeneracion del disco reduci-
ria la altura del anillo fibroso atrayendo los arcos
neurales, de forma que se desplazaria la presion
sobre el arco posterior, mejorando la resistencia a
la compresion de la columna vertebral. Sin embar-
20, la disminucion del estimulo mecanico sobre el
eje anterior de la columna conllevaria a su vez una
disminucion del volumen trabecular y un aumen-
to del espacio intertrabecular en el tercio anterior
del cuerpo vertebral, ocasionando una disminu-
cion importante de su resistencia en comparacion
con el tercio posterior.



Figura 1. Distribucién de las cargas de presion en
relacion con la posicion de la columna vertebral y
con el grado de degeneracion del disco intervertebral
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En condiciones normales, en un movimiento
de flexion anterior de la columna vertebral se
transfiere mas del 50% de la fuerza compresiva
sobre la mitad anterior del cuerpo vertebral. En
presencia de una degeneracion grave del disco,
una flexion anterior incrementa la fuerza compre-
siva aplicada sobre la zona anterior de la vértebra
hasta en un 300% (Figura 1). A dicha carga incre-
mentada se anadiria la reducciéon en la masa 6sea
y la peor estructura trabecular en el tercio anterior
de la vértebra, lo que podria incrementar el riesgo
de fractura®.

Esta secuencia de acontecimientos podria
explicar tanto las variaciones regionales en la
DMO del hueso trabecular de la vértebra, como la
caracteristica deformidad en cuna del cuerpo ver-
tebral en la osteoporosis.

En linea con estos hallazgos, Arden et al.**, en
un estudio de casos y controles, comprobaron que
la prevalencia de fracturas vertebrales era mayor
en los pacientes con espondiloartrosis toracica.
Posteriormente, Sornay-Rendu et al.**, en un estu-
dio longitudinal llevado a cabo en 634 mujeres
postmenopausicas de la cohorte OFELY, observa-
ron que la disminucion del espacio intervertebral
se asociaba con un aumento del riesgo de fractu-
ra vertebral. El riesgo era atin mayor cuando se
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consideraba la artrosis de columna toracica, y era
independiente de otros factores como la edad, la
fractura previa o la DMO.

Artrosis en articulaciones de carga (cadera, rodilla)
y osteoporosis

En el ano 2003, Glowacki et al*, analizaron 68
mujeres postmenopausicas con coxartrosis avanza-
da y comprobaron que la cuarta parte de ellas
cumplia criterios densitométricos de osteoporosis.
En otro estudio en el que participaron 119 pacien-
tes (83 mujeres postmenopausicas y 35 varones)
con artrosis avanzada de cadera o de rodilla, se
observé una prevalencia de osteoporosis densito-
métrica cercana al 30% en las mujeres y al 20% en
los hombres*. Ademas, algo mas de la mitad de las
mujeres y de la tercera parte de los varones pre-
sentaban una baja masa 6sea. Por ello, para estos
autores, sus resultados irfan también en contra de
la hipdtesis de que la artrosis y la osteoporosis son
dos enfermedades mutuamente excluyentes.

Estudios genéticos

Teniendo en cuenta el caricter hereditario poligé-
nico tanto de la osteoporosis como de la artrosis,
se plante6 la posibilidad de que ambas enferme-
dades compartieran algunos determinantes genéti-
cos. Por ejemplo, se ha sehalado que ciertos poli-
morfismos del gen del receptor de la vitamina D
se asocian a una mayor degeneracion del disco
intervertebral” y a un incremento de la incidencia
de la artrosis de rodilla, independientemente de la
DMO*®, También se ha descrito la asociacion de
la artrosis con algunas variantes alélicas del gen
del factor de crecimiento relacionado con la insu-
lina tipo I (UGF-D®. Otros estudios se han centra-
do en la posible participacion de la via Wnt, que,
como es sabido, modula la diferenciacion de los
precursores pluripotenciales, permitiendo su dife-
renciacion hacia la formacion de osteoblastos o la
de condrocitos y adipocitos. De cualquier forma,
el analisis detallado de estos aspectos excede el
objetivo de esta revision, por lo que no nos vamos
a detener en ello.

Periodo 2006-2012

Entre los aspectos mds relevantes de este periodo,
cabe en primer término senalar que se profundiza
en una linea de investigacion clasica, la relacion
entre la artrosis y la osteoporosis en la cadera, con
las técnicas disponibles en la actualidad. Al igual
que habia ocurrido anteriormente con los antirre-
sortivos, en este periodo se llevan a cabo una
serie de estudios que analizan el posible papel
beneficioso del ranelato de estroncio en la artro-
sis. Por otro lado, aparecen estudios en modelos
animales, en los que se inducia experimentalmen-
te ambas enfermedades de forma independiente,
lo que evitaba la interferencia de otros factores
confusores.

Artrosis de cadera y osteoporosis
En un estudio realizado en 2007, Mikinen et al.*
investigaron la presencia de osteoporosis en 61
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mujeres con coxartrosis grave, comprobando que
casi la tercera parte de ellas tenian osteoporosis,
mientras que un 45% presentaban una baja masa
Osea. Como cabia esperar, las mujeres osteopordti-
cas eran mayores y tenian menor peso que las no
osteoporoticas. Presentaban, ademds, un aumento
en los marcadores de formacion (PINP y osteocal-
cina) y de resorcion (NTx) que se relacionaban
inversamente con la masa 6sea. Por ello, los auto-
res sugerian que la artrosis no seria capaz de pro-
teger a las mujeres de sufrir una osteoporosis. Sin
embargo, al comparar en cada paciente la DMO de
ambas caderas, se observé que la DMO del cuello
femoral de la cadera artrésica era mayor que la del
lado contralateral, lo que podria explicar la menor
prevalencia de fractura de cadera que ha sido des-
crita en los pacientes con coxartrosis®.

Por otra parte, en un estudio de casos (562
pacientes con fractura de cadera) y controles (803
sujetos sin dicha fractura) se observd que los
pacientes con fractura de cadera presentaban un
menor riesgo de sufrir coxartrosis, lo que apoyaria
la posibilidad de que existiera una relacion inver-
sa entre ambos procesos®. No obstante, en este
estudio no se tuvieron en cuenta algunas variables
de confusion, como el indice de masa corporal, la
actividad fisica, el tratamiento estrogénico o el uso
de bisfosfonatos.

En un estudio ultraestructural llevado a cabo
mediante microscopia electronica, en 15 mujeres
postmenopausicas (siete con coxartrosis y ocho
con osteoporosis) que fueron sometidas a una
artroplastia de cadera, se observé que las muestras
procedentes de pacientes con artrosis mostraban
una mayor formacion de hueso nuevo, mante-
niéndose intacta la estructura trabecular y de las
fibras de colageno®. Por el contrario, en las muje-
res con osteoporosis se observé una marcada dis-
minucién y adelgazamiento trabecular.

En esta misma linea, Marinovi¢ et al.*, tras ana-
lizar las cabezas femorales de 24 pacientes con
artrosis avanzada y de 74 pacientes con fractura
de cadera, observaron que los pacientes con frac-
tura presentaban una amplia variabilidad en los
valores de los distintos parametros histomorfomé-
tricos relacionados con el hueso trabecular (volu-
men 6seo, separacion trabecular, grosor trabecular
y nimero de trabéculas), aunque en la mayoria de
los casos diferian de los observados en los pacien-
tes con coxartrosis.

Por el contrario, De Pedro et al.” llegaron a con-
clusiones opuestas. Estos autores analizaron 72
cabezas femorales obtenidas tras realizar una artro-
plastia en 56 pacientes con coxartrosis y en 26
pacientes que habian sufrido una fractura de cade-
ra. El estudio histologico puso de manifiesto los
cambios esperables en ambas enfermedades: cam-
bios degenerativos del cartilago, cavidades quisticas
y preservacion del espesor del tejido trabecular en
los pacientes con artrosis, frente a un menor tejido
trabecular, trabéculas mas delgadas y menor canti-
dad de tejido osteoide en los sujetos con fractura de
cadera. Sin embargo, el andlisis histomorfométrico
revelé que mis de un 40% de los pacientes con

artrosis presentaban una disminucién del volumen
trabecular, lo que hablaria a favor de la coexisten-
cia entre la osteoporosis y la artrosis.

Finalmente, en fechas recientes Castano-
Betancourt et al.* en un estudio llevado a cabo en
pacientes con coxartrosis atrofica, caracterizada
por la existencia de degradacion del cartilago sin
formacion de osteofitos, comprobaron que los
pacientes con este tipo de artrosis presentaban
una menor DMO y un mayor riesgo de fractura
que los pacientes con las formas habituales de
artrosis y que los controles sanos.

Ranelato de estroncio y artrosis

El ranelato de estroncio es un fairmaco utilizado en
el tratamiento de la osteoporosis postmenopausi-
ca que ha demostrado su eficacia en la reduccion
de las fracturas vertebrales y no vertebrales”®.
Ademas, en un estudio post-hoc llevado a cabo a
partir de los datos agrupados de estos estudios®,
se observd que el tratamiento con ranelato de
estroncio durante tres anos conseguia reducir la
progresion radiolégica de la artrosis de columna
vertebral en mujeres con osteoporosis y espondi-
loartrosis. Este efecto se observaba tanto en las
mujeres con fractura vertebral prevalente como en
las que no presentaban fracturas.

En este mismo sentido, en un reciente ensayo
clinico”, se ha senalado que el tratamiento con 1
6 2 gramos diarios de ranelato de estroncio duran-
te 3 anos, disminuye la progresion radiologica de
la artrosis de rodilla, evaluada por la altura del
compartimento femorotibial interno. Ademas, con
la dosis de 2 gramos diarios se observa una mejo-
ria sintomatica.

Estudios en modelos animales

En 2007, Calvo et al®* publicaron los resultados de
un estudio experimental que intentaba analizar el
efecto de la osteoporosis y de la artrosis en animales
de experimentacion. La artrosis se indujo en la rodi-
lla de conejos hembra mediante la seccion del liga-
mento cruzado anterior y la meniscectomia parcial,
mientras que la osteoporosis se provoco mediante la
ooforectomia bilateral y la administracion de gluco-
corticoides. Estos autores observaron que la osteo-
porosis aumento la gravedad de las alteraciones del
cartilago en la rodilla. Ademas, las lesiones del carti-
lago se correlacionaron negativamente con la DMO
lumbar, y con la del hueso subcondral, aunque en
este Ultimo caso sin llegar a alcanzar la significacion
estadistica. Por ello, sugieren que, al menos en este
modelo animal, existiria una asociacion directa entre
ambas entidades, aunque se desconoce si la acelera-
cion de la artrosis inducida por la osteoporosis es el
resultado de la insuficiencia estrogénica, de la altera-
cion en la biomecanica del hueso subcondral, o de
ambas a la vez.

Por su parte, Bellido et al** utilizando un
modelo similar, llegaron a la conclusion de que el
aumento de la resorcién que se observa en el
hueso subcondral de los animales con osteoporo-
sis alteraria su calidad con lo que se agravaria el
dano en el cartilago articular.



Conclusiones

A pesar de que durante décadas se consider6 que
la osteoporosis y la artrosis eran enfermedades
mutuamente excluyentes, en los Gltimos anos se ha
senalado la posibilidad de que ambos procesos
coexistan e incluso guarden una relacion directa.
Sin embargo, el analisis de la posible relacion entre
ambos procesos se ve dificultado por varios facto-
res, algunos de los cuales han sido sugeridos en
diferentes estudios”#%%>  En primer lugar, es
posible que existan diferentes patrones de asocia-
cion en funcion de la localizacion de la artrosis.
Asi, cuando la artrosis afecta a articulaciones de
carga, fundamentalmente cadera y rodilla, se suele
encontrar una DMO elevada, que a pesar de ello
no parece proteger al paciente artrosico frente al
riesgo de fractura. Algo similar ocurre en los
pacientes con espondiloartrosis, que presentan un
mayor riesgo de fractura vertebral. Por el contrario,
en algunos casos de artrosis de articulaciones peri-
féricas, como las de las manos, no es raro encon-
trar una DMO local o globalmente disminuida.

En segundo lugar, junto a los aspectos metodo-
l6gicos, hay que tener en cuenta la influencia de
ciertas variables de confusién como la raza, el
peso corporal, la actividad fisica o el consumo de
alcohol, que podrian explicar por si mismas la
relacion inversa que se ha descrito entre ambas
entidades.

En tercer lugar, en ocasiones pueden estar pre-
sentes algunas circunstancias que influyan en
ambos procesos, como, por ejemplo, la deficien-
cia estrogénica -factor de riesgo bien conocido de
osteoporosis-, que parece contribuir también a la
degeneracion del cartilago articular en algunos
modelos experimentales, o el dolor en la artrosis
de cadera, que puede disminuir la actividad fisica
y aumentar el balanceo durante la marcha, con la
consiguiente disminuciéon de la masa 6sea y una
mayor propension a las caidas.

Por ultimo, aunque no ha sido el objeto de esta
revision, cabria considerar la posible interaccion
entre los factores ambientales y genéticos, lo que
podria condicionar diferentes niveles de expresion
de la susceptibilidad genética a padecer una u otra
enfermedad.
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co (si se dispone) y la direccion postal completa del autor
al que se dirija la correspondencia, que seri el responsable
de la correccion de las pruebas.

2.3.2. Resumen y palabras clave

El resumen estructurado deberd aparecer en la segunda
pagina del manuscrito y tendrd un maximo de 250 palabras
en el caso de los originales y de 150 en las notas clinicas.
Contard con los siguientes encabezamientos: Objetivos,
sefialando el propdsito fundamental del trabajo; Material y
métodos, explicando el diseio del estudio, los criterios de
valoracion de las pruebas diagnésticas y la direccion tempo-
ral (retrospectivo o prospectivo). Se mencionard el procedi-
miento de seleccion de los pacientes, los criterios de inclu-
sién y/o exclusion, y el nimero de los pacientes que
comienzan y terminan el estudio. Si es un trabajo experi-
mental, se indicard el nimero y tipo de animales utilizados;
Resultados, donde se hard constar los resultados mas rele-
vantes y significativos del estudio, asi como su valoracién
estadistica; y Conclusiones, donde se mencionarin las que
se sustentan directamente en los datos, junto con su aplica-
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bilidad clinica. Habrd que otorgar el mismo énfasis a los
hallazgos positivos y a los negativos con similar interés cien-
tifico.

A continuacion del resumen se incluiran las palabras clave,
de 3 a 10 en total, con el objetivo de complementar la infor-
macion contenida en el titulo y ayudar a identificar el traba-
jo en las bases de datos bibliogrificas. Para las palabras clave
se deben emplear términos equivalentes a los obtenidos de
la lista de descriptores en Ciencias de la Salud (Medical
Subjects Headings, MeSH) del Index Medicus (disponibles
en: www.nlm.nih.gov/mesh/ meshhome.htmb).

Importante: No es necesario enviar el resumen ni las pala-
bras clave en inglés. Esto sera realizado por el traductor de
la Revista.

2.3.3. Introduccion

Deben mencionarse claramente los objetivos del trabajo y
resumir el fundamento del mismo, sin revisar extensamen-
te el tema y eliminando recuerdos histéricos. Citar sélo
aquellas referencias estrictamente necesarias.

2.3.4. Material y métodos

En este apartado se ha de especificar el lugar, el tiempo y la
poblacion del estudio. Los autores deben incluir informacion
sobre como se realizé el diseno, como fueron los sujetos
seleccionados; sobre todas la técnicas, determinaciones anali-
ticas y otras pruebas o mediciones realizadas. Todo ello con
suficiente detalle como para que otros investigadores puedan
reproducir el estudio sin dificultades.

Al final de este apartado, se debe indicar cudl ha sido el
tipo de andlisis estadistico utilizado, precisando el interva-
lo de confianza. Los estudios contardn con los correspon-
dientes experimentos o grupos control; en caso contrario,
se explicaran las medidas utilizadas para evitar los sesgos y
se comentard su posible efecto sobre las conclusiones del
estudio. Si se trata de una metodologia original, se explica-
ran las razones que han conducido a su empleo y se des-
cribiran sus posibles limitaciones.

No deben mostrarse los nombres de los pacientes ni incluir
ningin dato que pueda conducir a su identificacion. Con
respecto a los firmacos, se utilizard el nombre genérico de
los farmacos utilizados en el estudio evitando sus nombres
comerciales, y detallando al maximo la dosis prescrita, la
via de administracion y el tiempo de administracion.
Asimismo, se indicardn las normas éticas seguidas por los
investigadores, tanto en estudios en seres humanos como en
animales. Los estudios en seres humanos deben contar con
la aprobacion expresa del Comité Local de Etica y de
Ensayos Clinicos. Los autores deben mencionar que los pro-
cedimientos utilizados en los pacientes y controles han sido
realizados tras obtencién de un consentimiento informado.
2.3.5. Resultados

Se deben presentar los resultados siguiendo una secuencia
l6gica y concordante en el texto y en las tablas y figuras.
Los datos se pueden mostrar en tablas o figuras, pero no
simultineamente en ambas. En el texto se deben destacar
las observaciones importantes, sin repetir todos los datos
que se presenten en las tablas o figuras. No se debe mez-
clar la presentacion de los resultados con su discusion.
2.3.6. Discusion

Se trata de una discusion de los resultados obtenidos en
este trabajo y no de una revision del tema en general. Los
autores deben destacar los aspectos nuevos e importantes
que aporta su trabajo y las conclusiones que se propone a
partir de ellos. No se debe repetir detalladamente datos
que aparecen en el apartado de resultados. En la discusion,
los autores deben incidir en las concordancias o discordan-
cias de sus hallazgos y sus limitaciones, comparidndolas con
otros estudios relevantes, identificados mediante las refe-
rencias bibliograficas respectivas. Al final, se debe relacio-
nar las conclusiones obtenidas con el o los objetivos del
estudio, tal y como se recogio en la introduccion. Se debe

evitar formular conclusiones que no estén respaldadas por
los hallazgos, asi como apoyar estas conclusiones en otros
trabajos ain no terminados. Si es necesario, los autores
pueden plantear nuevas hipdtesis, pero éstas deben ser cla-
ramente identificadas como tales. Cuando sea apropiado,
los autores pueden proponer sus recomendaciones.

2.3.7. Bibliografia

Se incluirdin Unicamente aquellas citas que se consideren
importantes y hayan sido leidas por los autores. Todas las
referencias deben estar citadas en el texto de forma conse-
cutiva segun el orden de aparicion, e identificadas mediante
llamada en nimeros arabigos en superindice. Las referencias
que se citan solamente en las tablas o leyendas deben ser
numeradas de acuerdo con la secuencia establecida por la
primera identificacion en el texto de las tablas o figuras.

Al indicar las paginas inicial y final de una cita se deben mos-
trar en la pagina final solo los digitos que difieran de la pagi-
na inicial (ejemplos: 23-9, y no 23-29; 247-51. y no 247-251).
En todo momento deben seguirse las normas de los
“Requerimientos Uniformes para Manuscritos Remitidos a
Revistas Biomédicas”, que pueden obtenerse en el New
England Journal of Medicine (N Engl J Med 1997;336:309-15)
y que también estan disponibles en http://www.icmje.org/.
Las abreviaturas de los titulos de revistas se obtendrin de los
formatos empleados por la Biblioteca Nacional de Medicina
de los Estados Unidos de Norteamérica, en el Index Medicus
(disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrow-
ser.cgi).

Deben evitarse las referencias del estilo: “observaciones no
publicadas”, “comunicacion personal” o similares. Los ori-
ginales aceptados y no publicados en el momento de ser
citados pueden incluirse como citas “En prensa”.

2.3.8. Tablas

Se numerardn con nimeros arabigos de manera correlativa
en el mismo orden de aparicion en el texto, y se incluirin
en el manuscrito, al final del mismo, después de la bibliogra-
fia. Se prepararin a espacio y medio, como el resto del
manuscrito, y no debe cambiarse el tipo de letra. Se identi-
ficaran con la numeracién correspondiente y un titulo breve
pero suficientemente explicativo en su parte superior. La
leyenda de la tabla debe permitir comprender su contenido,
sin que el lector tenga que acudir al texto para su compren-
sion. Cada columna de la tabla ha de contener un breve
encabezado. Se deben incluir las necesarias notas explicati-
vas a pie de tabla y utilizar llamadas en forma de letras
minusculas en superindice y en orden alfabético (a, b, ©.
En las tablas se deben incluir las medidas estadisticas de
variacion, como la desviacion estindar y el error estindar
de la media. Solo se emplearan los decimales con significa-
do clinico; por ejemplo, la glucemia de 89,67 debera expre-
sarse como 89,7.

2.3.9. Figuras

Todos los grificos, fotografias y dibujos se consideran figu-
ras. Las figuras se identificardin con nimeros arabigos que
coincidan con su orden de aparicion en el texto. Los pies
de las figuras se preparardn a espacio y medio en paginas
separadas. Las leyendas y los pies de las figuras deberdn
contener informacion suficiente para poder interpretar los
datos presentados sin necesidad de recurrir al texto. Para
las notas explicativas a pie de figura se utilizaran llamadas
en forma de letras minudsculas en superindice, tal y como
se indico anteriormente en las tablas. En las fotografias de
preparaciones histologicas debera figurar el tipo de tincién
y el aumento. La resolucion minima de las imdgenes debe-
ra ser de 300 ppp (puntos por pulgada).

3) PROCESO DE REVISION DE LOS MANUSCRITOS

3.1. Recepcion de manuscritos

Una vez que los manuscritos sean recibidos (lo que se con-
firmara mediante acuse de recibo por la Editorial), se les
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asignard un nimero de referencia y serdn registrados en la
Redaccion de la Revista, notificindose al autor responsable
de la correspondencia el inicio del proceso de revision.
3.2. Primera evaluacion

El manuscrito serd inicialmente evaluado por un miembro
del Comité Editorial, quien valorara la adecuacion del
mismo al contenido de la Revista, y realizard una primera
evaluacion sobre el cumplimiento de las normas de publi-
cacion por parte de los autores. En el caso de importante
incumplimiento de las mismas, el manuscrito se devolverda
a los autores antes de continuar con el proceso de revision,
solicitindoles que subsanen los errores detectados.

3.3. Revision por pares

En el caso de que el manuscrito sea adecuado para revi-
sién, o una vez subsanados los errores indicados en el
punto anterior, el Comité Editorial solicitard la revision del
manuscrito a dos revisores externos, anénimos, y especia-
listas reconocidos en la materia sobre la que verse el traba-
jo. Los manuscritos serdn remitidos a los revisores sin
incluir los datos de los autores. Por lo tanto, la revision se
hara a doble ciego: ni los dos revisores externos conoceran
la identidad de los autores ni éstos conocerdn qué reviso-
res han evaluado el manuscrito. La Revista garantizard el
cumplimiento estricto del doble anonimato en este proce-
S0.

3.4. Duracion del proceso de revision

La duracién del proceso de revision dependera del tiempo
que tarden los revisores en enviar sus informes. Se solicita-
ra que sean remitidos en el periodo maximo de 3 semanas.
Una vez recibidos los informes, el Comité Editorial valora-
ra los informes de los revisores y los reenviard a los auto-
res, solicitando que observen las sugerencias y que remitan
de nuevo el trabajo, con un informe detallado del cumpli-
miento de las sugerencias en un folio aparte, en el plazo
maximo de 15 dias.

Una vez recibido el manuscrito con las correcciones efec-
tuadas, se remitird a los revisores de nuevo para que infor-
men del cumplimiento o no de las sugerencias. Este dltimo
paso se solicitard que se realice en el plazo de 72 horas.
3.5. Avance on line

Con el V°B° de los revisores, el manuscrito pasard por una
correccion de estilo por parte de la Redaccion para proce-
der a la maquetacion por parte de la Editorial, galerada que
se enviard al autor de correspondencia para su V°B® final,
previo a su publicacion como "avance on line" en la web
de la Revista. El plazo a los autores para esta ultima revi-
sion se limitard a 48 horas.

De los manuscritos publicados como “avance on line” el
Comité Editorial decidird cudles y en qué momento se
publicardn en los distintos nimeros de la Revista, segun las
necesidades. La Revista se encarga de la traduccion al
inglés de todos los manuscritos.

Por lo general, el proceso de revision y publicacion se
completard en 3 meses, dependiendo, obviamente, del
cumplimiento de los plazos marcados por parte tanto de
los revisores como de los autores.

4) NORMAS ESPECIFICAS DE CADA SECCION

4.1. Originales

Se consideraran originales aquellos trabajos clinicos o
experimentales de cualquier tipo relacionados con el meta-
bolismo mineral 6seo.

Deberan estructurarse en Introduccion, Material y método,
Resultados, Discusion y Bibliograffa. Tendran una extension
maxima de 16 paginas, y se admitirdn hasta 5 tablas o figu-
ras. No deberin sobrepasar las 40 citas bibliograficas.
Incluirdn un resumen estructurado de 250 palabras como
maximo. Dicho resumen serd organizado en los siguientes
apartados: Fundamentos, Objetivos, Material y Método,
Resultados y Conclusiones.

4.2. Notas clinicas

Descripcion de uno o mds casos clinicos de excepcional
observacién que supongan una aportacion importante al
conocimiento del metabolismo mineral 6seo. Deberin acom-
panarse de un resumen y una introduccion breves (maximo,
150 palabras cada uno) y previos a la descripcion del caso. La
extension maxima del texto ser de 5 pdginas (1.750 palabras,
10.650 caracteres con espacios). Se admitirin hasta dos figu-
ras y dos tablas. Es aconsejable que el nimero de firmantes
no sea superior a seis y que no se incluya mis de 20 referen-
cias bibliograficas.

4.3. Cartas al Editor

En esta seccion se publicardn aquellas cartas que hagan
referencia a trabajos publicados en la revista anteriormente
y aquéllas que aporten opiniones, observaciones o expe-
riencias que por sus caracteristicas puedan ser resumidas
en un breve texto. La extension méaxima serd de 60 lineas
y se admitirdin una figura o una tabla y diez referencias
bibliograficas como maximo. El nimero de firmantes no
debe exceder de cuatro.

4.4. Otras secciones

La Revista incluye otras secciones (Editoriales, Revisiones y
Documentos o Articulos Especiales), las cuales seran encarga-
das por el Comité de Redaccion. Los autores que espontane-
amente deseen colaborar en alguna de estas secciones debe-
ran consultar previamente al Director de la Revista.

4.4.1. Revisiones

Se presentardn con una extension de 12 paginas (4.200 pala-
bras, 25.560 caracteres con espacios) y un maximo de 60
citas. Se admitirdin un maximo de 4 figuras y 5 tablas que
deberan contribuir de manera evidente a la mejor compren-
sion del texto. Las revisiones se acompanarian de un resumen
en espanol y tendrdn un dltimo apartado de conclusiones de
aproximadamente un folio de extension.

4.4.2. Editoriales

Tendrdn una extension maxima de 4 paginas (2.100 pala-
bras, 12.780 caracteres con espacios), sin tablas ni figuras,
y un maximo de 30 citas bibliogrificas.

4.4.3. Documentos especicales

Se incluird en este apartado todos aquellos documentos y arti-
culos que pudieran realizar alguna aportacion cientifica al
campo del metabolismo mineral 6seo y que posea unas carac-
teristicas que no permitan su inclusioén en alguno de los apar-
tados anteriores de la revista. El Comité Editorial decidird la
manera de publicar estos documentos, y se reserva el derecho
de modificarlos para adecuarlos al formato de la Revista.

5) TRANSMISION DE LOS DERECHOS DE AUTOR

5.1. Garantias del autor y responsabilidad

Al enviar el trabajo por correo electronico, el autor garan-
tiza que todo el material que remite a la Revista de
Osteoporosis y Metabolismo Mineral para su publicacion es
original, y que el mismo no ha sido publicado con anterio-
ridad ni remitido simultineamente a ninguna otra Revista
para su publicacion.

Asimismo, el autor garantiza que el trabajo que remite cum-
ple la Ley de Proteccion de Datos y que ha obtenido el
consentimiento previo y escrito de los pacientes o sus fami-
liares para su publicacién.

5.2. Cesion de derechos de explotacion

El autor cede en exclusiva a la SEIOMM, con facultad de
cesion a terceros, todos los derechos de explotacion que deri-
ven de los manuscritos que sean seleccionados para su publi-
cacion en la Revista, y en particular los de reproduccion, dis-
tribucién y comunicacion publica en todas sus formas.

El autor no podrd publicar ni difundir los trabajos que sean
seleccionados para su publicacion en Revista de Osteoporosis
y Metabolismo Mineral ni total ni parcialmente, ni tampoco
autorizar su publicacion a terceros, sin la preceptiva previa
autorizacion expresa, otorgada por escrito, de la SEIOMM.





