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En 1922, en la Universidad Johns Hopkins de Baltimore,
el profesor McCollum descubri6 un factor, desde entonces
denominado vitamina D siguiendo el orden alfabético de
las otras vitaminas identificadas hasta el momento, capaz
de curar el raquitismo en nifios y la osteomalacia en adul-
tos. Enfermedades en las que, como sabemos desde las
primeras descripciones cientificas publicadas en Londres
amediados del siglo XVI], se asocia la afectacién muscular
consistente en debilidad e hipotonia generalizada a la afec-
tacion Osea, caracteristica principal de la misma. Por tanto,
desde el descubrimiento de la vitamina D, esta se ha aso-
ciado no solo a la salud ésea sino también a la salud mus-
cular!. Paraddjicamente, en la actualidad no hay consenso
sobre los efectos beneficiosos potenciales de la suplemen-
tacién con vitamina D en la funcién muscular, el equilibrio
y los riesgos de caidas, situacidon destacada en el tltimo
metaanalisis publicado por Bolland et al.?, quienes revisan
en 81 ensayos clinicos aleatorizados (ECA) que incluyen
53.537 participantes el efecto de la vitamina D sobre frac-
turas y caidas como resultado primario. Los andlisis agru-
pados mostraron que la suplementacién con vitamina D
no tenia efecto sobre las caidas (37 ECA; n=34.144;
RR=0,97; intervalo de confianza -IC- del 95%: 0,93 a 1,02),
por lo que los autores concluyeron que “la suplementa-
cién con vitamina D no ejerce efectos significativos en
caidas”, y afirmando que “potenciales ensayos futuros
probablemente no alteraran esas conclusiones, y que, por
lo tanto, hay poca justificacion para el uso de suplementos
de vitamina D para mantener o mejorar la salud musculo-
esquelética, indicando que las guias clinicas deben reflejar
estos hallazgos"?. A partir de esta publicacién, muchos
médicos y pacientes podrian concluir engafiosamente que
pueden dejar de prescribir o tomar suplementos de vita-
mina D, lo cual es un mensaje potencialmente peligroso,
dada la prevalencia elevada de deficiencia de vitamina D
en Espafia®,

La pérdida de fuerza y/o funciéon muscular, la mio-
patia invalidante grave de predominio proximal con
dolor esquelético o muscular difuso en adultos, la atrofia
muscular generalizada y anomalias electromiograficas,
tales como unidad motora polifasica, potenciales con du-
racién acortada y amplitud disminuida, afectacién de
atrofia de la fibra muscular tipo II (de contraccién ra-
pida) y notable infiltracion grasa, son hallazgos en el dé-
ficit severo y sostenido de vitamina D, en la insuficiencia
renal grave, o en la ausencia congénita del gen CYP27B1

por incapacidad de sintesis adecuada de 1,25 dihidroxi-
vitamina D (1,25DHCC), metabolito hormonalmente ac-
tivo del sistema endocrino de la vitamina D, con mejoria
rapida de la funcién muscular después de la suplemen-
tacion con vitamina D 6 1,25DHCC a dichos pacientes. Se
pueden observar cambios mas sutiles en la funcién mus-
cular en sujetos con deficiencia de vitamina D menos
grave y quizas menos crénica*.

Gomez Alonso et al.5, publican en este nimero un ar-
ticulo en el que observan que en los pacientes de ambos
sexos de la cohorte EVOS (European Study of Vertebral
Osteoporosis) que mantienen niveles séricos de calcidiol
superiores a 20 ng/mL presentan mayor fuerza muscular
de agarre en las manos, mantenimiento de actividades
cotidianas y menores pérdidas de densidad mineral dsea
en la cadera, medida por densitometria en la extremidad
proximal del fémur®, efectos beneficiosos constatados
que constituyen la novedad de este estudio. Los mecanis-
mos de accion de la vitamina D en la biologia musculary
el impacto de su deficiencia muestran que es plausible
un posible vinculo entre musculo y vitamina D®.

De hecho, estudios observacionales muestran una co-
rrelacion entre el estado deficiente de vitamina D y fra-
gilidad, debilidad muscular o fatiga y caidas. Mientras un
metaanalisis de 15 estudios de intervencién realizados
en un total de 2.866 participantes no revel6 una mejoria
significativa en la fuerza de agarre de la mano o en las
pruebas de marcha’, otros metaanalisis mostraron un
efecto beneficioso discreto sobre la fuerza muscular y el
equilibrio®, o tan solo evidenciaron beneficios en perso-
nas con los niveles de 25 hidroxivitamina D (250HD) mas
bajos (<10 ng/mL)°. Beaudart et al. tampoco encontra-
ron efecto en la masa muscular, pero observaron un pe-
queiio efecto positivo en la fuerza muscular en pacientes
mayores de 65 afios con deficiencia en vitamina D (<12
ng/mL)'°. Estos datos estan avalados con estudios en pa-
cientes con deficiencia grave en vitamina D en los cuales
la administracion de vitamina D mejoran los sintomas de
fatiga, cansancio y dolor, y la recuperacion de energia
después del ejercicio fisico demostrada in vivo por técni-
cas de espectrometria de resonancia magnética nu-
clear!®. Algunos estudios de intervencién demuestran
que la administracién de 800-1.000 UI de vitamina Dy
por dia, o algo mas de su equivalente semanal, mejora la
fuerza y el equilibrio en ancianos con deficiencia en vi-
tamina D114,
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Ademas de la funcién, disponemos de multiples es-
tudios observacionales que relacionan la deficiencia en
vitamina D con la fragilidad y la incidencia de caidas.
Asi, un analisis de 18 estudios revel6 una odds ratio (OR)
de caidas significativamente mayor de 1,23-1,44 para
sujetos con concentraciones de 250HD por debajo de
10-20 ng/mL*,

La fuerza muscular (especialmente de musculo proxi-
mal) puede mejorar modestamente con la suplementacién
con vitamina D en ancianos con niveles séricos de 250HD
<12 ng/mL*®. De acuerdo con este concepto, la suplemen-
tacion durante 9 meses con 1.000 Ul de vitamina D5 dia-
rias disminuyeron significativamente las primeras caidas
y el total de las mismas en mas del 50% de los pacientes®>.

Varios ensayos han examinado el efecto de la suple-
mentacién con vitamina D en las tasas de caidas. Un me-
taanalisis de 9 ECA mostré que la suplementacién diaria
de menos de 600 Ul de vitamina D no fue eficaz, mien-
tras que la administracion de entre 700 y 1.000 UI dis-
minuyd significativamente el riesgo de caidas?'’.

En una revisiéon Cochrane se concluyé que la suple-
mentacién con vitamina D redujo el riesgo de caidas en
pacientes institucionalizados (RR=0,63; IC del 95%:
0,46-0,85)8. En sujetos ambulatorios, la suplementacién
con vitamina D no redujo el riesgo de caidas en un me-
taanalisis de todos los ECA combinados (RR=0,57; IC del
95%: 0,37-0,89), sino que redujo el riesgo de caidas en
cuatro estudios que seleccionaron pacientes con niveles
mas bajos de vitamina D (los cuatro estudios tuvieron
puntos de corte de <12, <20, <24y <31 y ng/mL; indice
de riesgo=0,70; IC del 95%: 0,56 a 0,87) La reduccién
del 30% en el riesgo de caidas en estos estudios (indice
de riesgo=0,70; IC del 95%: 0,56 a 0,87) fue significati-
vamente menor que en los otros 9 estudios evaluados
en el metaandlisis que no seleccionaron participantes
segun el estado de vitamina D (indice de riesgo=1,00; IC
del 95%: 0,93-1,07; interaccion p<0,01)*°.

Apoyando estos datos, un metaanalisis mas reciente
de ECA encontré que la suplementacién con vitamina D
redujo la tasa de caida solo en sujetos con una concentra-
cién sérica inicial de 250HD por debajo de 20 ng/mL2.

Las megadosis emplean regimenes de suplementos in-
termitentes con intervalos de dosificacion largos y varia-
bles de 100.000 UI de colecalciferol por via oral, cada
cuatro meses?}, o al mes??; 30.000 UI de vitamina D, por
via intramuscular una vez al afio?*?3 6 500.000 Ul anuales?*,
de los cuales se conoce su ausencia de efectos o, incluso,
los efectos negativos aumentando el riesgo de fracturas y
caidas, y, por tanto, no se recomiendan en guias ni en la
practica habitual porque se asocian con oscilaciones en las
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concentraciones séricas de 250HD (lo que significa que
las concentraciones séricas no se mantienen por encima
del umbral normal durante todo el periodo de trata-
miento), y han quedado obsoletos e ineficaces o perjudi-
ciales. Por lo tanto, estos disefios con esa posologia no
deberian ser incluidos en los metaanalisis?®?’ y, sin em-
bargo y sorprendentemente, tienen un peso del 50% del
metaanalisis propuesto por Bolland et al.

En un estudio realizado en mujeres ancianas con defi-
ciencia basal de vitamina D las caidas ocurrieron en el
48% del grupo tratado con 24.000 UI de vitamina D3, en
el 67% del grupo tratado con 60.000 Ul de vitamina D3, y
en el 66% del grupo que recibié 24.000 Ul de vitamina D5
o mas de 300 pg de calcifediol; los autores concluyeron a
partir de un analisis post hoc que las concentraciones de
250HD superiores a 45 ng/mL pueden estar asociadas
con un mayor riesgo de caidas?®. En concordancia, Smith
et al?’, en un estudio realizado en mujeres con deficiencia
en vitamina D (<15 ng/dL) tratadas con un rango com-
pleto de dosis diarias de vitamina D5 (de 400 a 4.800 UI)
vs. placebo durante 1 afio, encontraron una asociacién en
forma de U en las caidas, cuyo nadir ocurrié en el rango
de dosis de 1.600 a 3.200 UI por dia; observandose un
mayor nimero de caidas en las pacientes que recibieron
las dosis mas altas de vitamina D.

Por lo tanto, en nuestra practica habitual debemos
tener claro que la evidencia disponible indica de forma
consistente que la vitamina D tiene efectos fisiol6gicos
importantes sobre el musculo esquelético y cardiaco,
que estos efectos se observan de un modo consistente
cuando los pacientes incluidos en los estudios tienen ni-
veles de 250HD con puntos de corte al menos por de-
bajo de 30 ng/mL. Que la administracién entre 800 y
1.000 UI diarias de vitamina D5 son las recomendadas,
salvo en obesos o0 en tratamientos que aumentan el ca-
tabolismo de la vitamina D33, para obtener los benefi-
cios propuestos; que dosis mayores pueden resultar
perjudiciales y que no se deben administrar dosis masi-
vas que se tornan ineficaces o perjudiciales aumentando
el riesgo de caidas y, potencialmente, la tasa de fracturas,
por lo que aprender a mantener niveles adecuados de
250HD en los pacientes debe ser un objetivo irrenun-
ciable de la Sanidad Publica.

Para obtener resultados el tratamiento debe mante-
nerse a largo plazo tanto a titulo individual como en el
disefno de ensayos clinicos. La administracién a pacien-
tes con niveles séricos de 250HD normales no aportara
nada al paciente, no mejorara la salud muscular, ni evi-
tard las caidas y, probablemente, tampoco en otros ob-
jetivos de salud.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflictos de intereses.
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Resumen

Introduccién: La vitamina D posee efectos beneficiosos que supuestamente contribuirian a mantener la funcién mus-
culo-esquelética.

Objetivo: Analizar en una poblacién no seleccionada el efecto de los niveles de calcidiol sobre la funcién muscular en
ambas manos, sobre actividades de la vida cotidiana y sobre los cambios en la densidad mineral 6sea (DMO).
Material y métodos: Se utiliz6 la cohorte del estudio EVOS que realizo, entre otros, medidas de fuerza muscular de
agarre en ambas manos, preguntas relativas a la dificultad para realizar actividades cotidianas, estudio densitométrico
en columna lumbar y cadera, y bioquimica para determinar los niveles de calcidiol.

Resultados: Valores de calcidiol 220 ng/mL se asociaron con mayor fuerza muscular de agarre en ambas manos. Tras
ajuste por edad, sexo, IMC y estacionalidad, niveles de calcidiol <20 ng/mL se asociaron independientemente con menor
fuerza muscular de agarre solo en la mano izquierda (OR=2,35; IC 95%: 1,03-5,38). Del mismo modo, la incapacidad o
tener dificultades para “coger un libro u objeto de una estanteria alta” e “incorporarse de la cama” se asociaron signifi-
cativamente con niveles de calcidiol <20 ng/mL. Niveles de calcidiol <20 ng/mL se asociaron con mayores pérdidas de
DMO en cuello femoral y cadera total. Estas asociaciones se mantuvieron en el analisis multivariante.

Conclusiones: Mantener niveles de calcidiol 220 ng/mL se asociaron con mayor fuerza muscular de agarre en las manos,
mantenimiento de actividades cotidianas y menores pérdidas de DMO en cadera. Este estudio corrobora la utilidad de

mantener niveles adecuados de vitamina D para mantener la funcién musculo-esquelética.

Palabras clave: calcidiol, fuerza muscular, capacidad funcional, densidad mineral 6sea.

INTRODUCCION

El envejecimiento se asocia con una pérdida de masa y
fuerza muscular, asi como con una disminucién en la den-
sidad mineral 6sea (DMO), lo que puede condicionar una
movilidad reducida, mayor riesgo de caidas y aparicién de
fracturas'?. En los tltimos afios se ha hecho especial hin-
capié en mantener un estado adecuado de vitamina D para
optimizar la fuerza muscular y la DMO con objeto de re-
ducir caidas y fracturas®>. Si bien, un reciente meta-anali-
sis cuestiona la utilidad de los suplementos de vitamina D
para reducir el riesgo de caidas, disminucién de DMO y
fracturas®, existen suficientes argumentos que evidencian
la importancia de la vitamina D sobre la salud muscular y
6sea. La vitamina D estimula la absorcién de calcio del in-
testino y mantiene los niveles séricos de calcio que se re-

quieren para una mineralizacion 6sea normal y para el
mantenimiento de la funcién muscular’. Varios estudios
in vivo sugieren el papel de la vitamina D en la regulacién
de la masa muscular y su funcién. Estudios observaciona-
les demuestran que la deficiencia de vitamina D en perso-
nas de edad avanzada esta asociada con una masay fuerza
muscular reducidas®°, un rendimiento fisico mas bajo®*?,
y un mayor riesgo de caidas!?. Ademas, un meta-analisis
de 17 ensayos clinicos mostré que la suplementacion con
vitamina D en sujetos con niveles basales de calcidiol in-
feriores a 10 ng/mL tuvo un efecto positivo en la fuerza
muscular de la cadera®. Los estudios descritos anterior-
mente sugieren que la vitamina D puede afectar la masa
muscular y su funcidn; sin embargo, no esta claro si la vi-
tamina D desempefia un papel directo o indirecto. En los
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ultimos afios se le ha dado cada vez mas importancia a la
conversion local de calcidiol a calcitriol, el metabolito de
la vitamina D mas activo, que se sintetiza principalmente
en el rifién a través de su precursor el calcidiol’. Esta sin-
tesis local se ha demostrado en otros varios tipos de célu-
las, como en osteoblastos'*!’, células de la prostatal® y
monocitos'?, lo que refuerza la importancia de alcanzar
unos niveles adecuados de calcidiol en el organismo.

Por tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar en
una poblacidn no seleccionada el efecto de los niveles de
calcidiol (25-OHD) sobre la fuerza muscular en ambas
manos, las actividades de la vida cotidiana relacionadas
con la capacidad funcional del individuo y sobre los cam-
bios en la DMO.

MATERIAL Y METODOS

El protocolo inicial del estudio se disefi6 para conocer
la prevalencia de fractura vertebral. Para ello, se selec-
cionaron al azar del registro municipal de Oviedo 624
hombres y mujeres mayores de 50 afios. El protocolo
consistié en que todos los sujetos completaron un cues-
tionario sobre factores de riesgo relacionados con la os-
teoporosis. Este cuestionario que fue disenado para el
estudio EVOS, traducido a varios idiomas, y tuvo un ade-
cuado indice de reproducibilidad?®2!. Asimismo a toda
la cohorte se le realizé dos radiografias laterales (el es-
tudio radiografico no se complet6 solo en 2 casos), la re-
cogida de mediciones antropométricas como altura y
peso para determinar el indice de masa corporal (IMC),
y un estudio densitométrico. Todos los sujetos tenian su-
ficiente capacidad ambulatoria para subir dos pisos sin
ascensor, y el 99% vivia en su propio domicilio.

Después del estudio de prevalencia, esta cohorte se si-
guié de forma prospectiva durante 4 afios mediante 2
cuestionarios postales para averiguar la incidencia de
fractura osteoporoética no vertebral. En el cuarto afio del
periodo de seguimiento (entre el segundo y el tercer cues-
tionario postal), se invitd a los participantes que habian
contestado al menos uno de los dos cuestionarios ante-
riores a repetir las mismas pruebas realizadas en el estu-
dio de prevalencia, a lo que se le sumé medidas de fuerza
muscular de agarre en ambas manos con un dinaméme-
tro que posee un escala que va desde el minimo 0 al ma-
ximo de 300 mm de Hg, una encuesta con 12 items sobre
la dificultad o no para realizar actividades de la vida coti-
diana, asi como un estudio bioquimico de marcadores ge-
nerales y del metabolismo dseo y mineral. En este
segundo estudio transversal participaron 404 sujetos
(212 mujeres y 192 hombres), de los que 322 estuvieron
de acuerdo en realizar el estudio bioquimico. Un total de
32 sujetos (9,9%) se excluyeron del analisis por haber re-
cibido tratamiento osteoporético, incluyendo tratamiento
con vitamina D. De un total de 290 sujetos dispusimos de
todos los datos en ambos cortes transversales.

Evaluacion densitométrica

La DMO se midi6 con un densitémetro Hologic® QDR-1000
DXA (Hologic Inc., Waltham, Massachusetts, EE.UU.). En
todos los casos, se analizaron la columna lumbar antero-
posterior (L2-L4) y la densidad del fémur derecho. Para la
evaluacion de la DMO lumbar; se excluyeron 4 sujetos con
artrosis degenerativa marcada. Los coeficientes de varia-
cion (CV) fueron 1,2%y 1,9%, respectivamente?. El control
de calidad diario a largo plazo fue seguido por un phantom
de la columna lumbar, con CV=0,0 * 0,1%?. En el cuarto
afo del periodo de seguimiento, la DMO también se deter-

mind en las mismas areas que se midieron en el primer es-
tudio transversal, utilizando la tasa de cambio en la DMO
entre ambos estudios transversales como un método para
evaluar la evolucién de la DMO a lo largo del tiempo.

Analisis bioquimico
En el cuarto afio de seguimiento y a lo largo de 1 afo, se
tomo una muestra de sangre y orina en ayunas de cada
sujeto: el 33% de las muestras de sangre se tomaron en
primavera, el 12% en verano, el 32% en otofio y el 23%
en invierno. Una vez separado el suero, se mantuvo con-
gelado junto con la orina a -802C hasta que se realizaron
los andlisis. Los niveles séricos de calcio, creatinina, fos-
fatasa alcalina total y fosfatasa acido tartrato resistente
se determinaron utilizando un autoanalizador (Hitachi
Mod. 717, Ratigen, Alemania). Los niveles séricos de cal-
cidiol (250HD) se determinaron mediante extraccion
previa con acetonitrilo (IDS, Ltd., Bolton, Reino Unido),
cuyos coeficientes de variacion (CV) intra e interensayo
fueron, respectivamente, del 5,2% y del 8,2%.

Los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D se midieron
a través de radio-inmunoensayo (IDS, Ltd.); los CV intra
e interensayo fueron 6,5% y 9%, respectivamente. Los
niveles intactos de PTH se midieron utilizando métodos
de radio-inmunoensayo (Instituto Nichols, San Juan de
Capistrano, California, EE.UU.); los valores de CV intra e
interensayo fueron 2,6% y 5,8%, respectivamente.

Todos los estudios realizados siguieron los principios
enunciados en la declaracion de Helsinki y fueron for-
malmente aprobados por el Comité de Ensayos Clinicos
del Principado de Asturias.

Analisis estadistico

El andlisis de los datos se llevé a cabo utilizando la ver-
sién 17.0 de SPSS para Windows. Las variables cuantita-
tivas se analizaron mediante t de Student. Las variables
cualitativas de analizaron mediante chi cuadrado.

Para analizar a nivel multivariante el efecto de los ni-
veles de calcidiol sobre la fuerza muscular, la fuerza
muscular de agarre en ambas manos se categorizé como
0 para valores iguales a 300 mm de Hg (méaxima presioén
del dinamdémetro) y 1 para valores <300 mm de Hg. El
andlisis de regresion logistica se ajusté por edad, sexo,
IMC y estacionalidad (estacidn del afio en el que se hu-
biera realizado la extraccion de sangre).

Para estudiar la asociacion entre la realizacion de las
actividades de la vida cotidiana con los niveles séricos
de calcidiol se realizé un andlisis de regresion logistica
tras ajuste por edad, sexo, IMC y estacionalidad.

Cuando se encontraron asociaciones estadistica-
mente significativas entre los niveles de calcidiol con la
tasa de cambio en la DMO en el analisis univariado, se
realizd una regresion lineal ajustada por edad, sexo, IMC
y estacionalidad.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran caracteristicas sociodemogra-
ficas, antropomeétricas, variables clinicas y marcadores
bioquimicos de la cohorte analizada en funcién de los
niveles séricos de calcidiol. En los que tenian niveles de
calcidiol 220 ng/mL habia una predominancia de hom-
bres, presentaban menor edad, valores superiores de
DMO en todos los segmentos esqueléticos analizados,
menor frecuencia de fracturas previas, mayores niveles
de calcitriol y menores niveles de PTH y fosfatasa alca-
lina total.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas, antropométricas, variables clinicas y marcadores bioquimicos en funcion de

los niveles séricos de calcidiol

Calcidiol <20/mL Calcidiol 220 ng/mL Valor de p
Sexo hombre (n) 95 (45,4%) 53 (63,9%) 0,005
Edad (afios) 631'250%4 6?;17:;;'2 0,002
IMC (kg/cm?) 2?1'13:; (?74)'2 22;17:;33)'3 0,249
DMO columna lumbar (g/cm?) 0'9(3‘112:?50579 1'0(5:601')158 0,007
DMO cuello femoral (g/cm?) 0'7?::;(?'71)29 017%?:821)130 0,008
DMO cadera total (g/cm?) 0'8(5;3:;(?%47 0'911(1):8(?);’)149 0,007
Fractura vertebral segin Genant (n) 36 (17,4%) 11 (13,3%) 0,362
Fractura previa (n) 53 (25,6%) 11 (13,3%) 0,032
Caidas (n) 49 (23,7%) 27 (20,5%) 0,532
Calcio (mg/dL) ?112(?'}? ()('IL\}I:B(;,)L} 0,547
Calcidiol (ng/mL) 1&{22)"0‘;')2 27(;17223754 <0,001
Calcitriol (pg/mL) 3%’11301,;})’4 47('::8;?’2 <0,001
PTH (pg/mL) 5 ?i; ()2;)'5 45('358;;3'7 <0,001
Fosfatasa alcalina total (UI/L) t?i;();? 1(6n 2=; 35)4 0,025
Creatinina (mg/dL) 1’816:3(?7';6 1'(()111:821)19 0,051
FATR (U/L) E}:; (% 2(’2:82')5 0,547

Valores de calcidiol 220 ng/mL (28,6% de la cohorte)
se asociaron con mayor fuerza muscular de agarre en
ambas manos respecto a niveles <20 ng/mL (Figura 1).
Tras ajustar por la edad, el sexo, el IMC y la estacionali-
dad, solo en la mano izquierda se asociaron niveles de
calcidiol <20 ng/mL independientemente con descensos
en la fuerza muscular de agarre (OR=2,35:1C 95%: 1,03-
5,38). Por contra, en la mano derecha se perdid esa aso-
ciacién (OR=1,91; IC 95%: 0,92-3,98).

Las actividades de la vida cotidiana en funcién de los
niveles de calcidiol se reflejan en la tabla 2. De las 12 ac-
tividades analizadas, la incapacidad o dificultad para “in-
clinarse para coger un objeto del suelo” se asocid
significativamente con niveles mas bajos de calcidiol
(p=0,009, tabla 2). Asimismo, se asoci6 con niveles me-
nores de calcidiol la dificultad o la incapacidad para: “in-
corporarse de la cama”; “coger un libro u objeto de una
estanteria alta”; “inclinarse desde una silla para coger
un objeto del suelo”; “quitarse las medias o calcetines”
y “correr 100 metros sin parar” (Tabla 2). Solamente “in-
clinarse para coger un objeto del suelo” e “incorporarse
de la cama” se asociaron significativamente con los ni-
veles de calcidiol tras el ajuste multivariante por la edad,
el sexo, el IMC y la estacionalidad. Asi, incrementos de
10 ng/mL de calcidiol se asociaron con una disminuciéon

del 30% y 58%, respectivamente, en la dificultad o im-
posibilidad para “inclinarse para coger un objeto del
suelo” o para “incorporarse de la cama”.

La estratificacion de los niveles de calcidiol mostré que,
en el ajuste multivariante, la presencia de deficiencia de
calcidiol (<10 ng/mL), no solo incrementd significativa-
mente la incapacidad o dificultad para “incorporarse de la
cama: (OR=2,14; IC 95%: 1,21-3,77)” sino también para
“coger un libro u objeto de una estanteria alta: (OR=2,02;
IC95%: 1,09-3,73)", “inclinarse desde una silla para coger
un objeto del suelo: (OR=1,78; 1C 95%: 1,03-3,07)"y “per-
manecer sentado en una silla dura durante 1 hora:
(OR=1,78;1C 95%: 1,03-3,07)".

El porcentaje de cambio en DMO a nivel de columna
lumbar, cuello femoral y cadera total en funcién de los
niveles séricos de calcidiol se reflejan en la tabla 3. La
presencia de niveles de calcidiol <20 ng/mL se asoci6
con mayores pérdidas de DMO tanto a nivel de cuello fe-
moral como de cadera total, no habiendo diferencias sig-
nificativas a nivel lumbar. Tras un analisis multivariante,
los cambios en DMO a nivel de cuello femoral y de cadera
total se asociaron independientemente con niveles de
calcidiol <20 ng/mL (coeficiente beta tipificado=0,130,
p=0,041 y coeficiente beta tipificado=0,142, p=0,033,
respectivamente).
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Figura 1. Medidas de fuerza de agarre (mm de Hg) en la mano A) izquierda; B) derecha en funcion de los niveles séricos
de calcidiol. *p<0,05 respecto a calcidiol <10 ng/mL y a calcidiol entre 10-20 ng/mL
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Tabla 2. Niveles de calcidiol (ng/mL) en funcién de la dificultad o no para realizar determinadas actividades de la

vida cotidiana

Coger un libro o un objeto de una estanteria alta

Transportar un objeto de 10 kg durante 10 metros

Lavarse y secarse por si mismo

Inclinarse hace adelante para recoger un objeto del suelo

Lavarse el pelo en un lavabo

Sentarse una hora en una silla dura

Estar de pie en una cola durante 30 minutos

Incorporarse de la cama

Quitarse calcetines o prendas similares de los pies

Inclinarse desde una silla para recoger un objeto del suelo

Levantar una caja de 6 botellas llenas y colocarlas en una mesa

Correr 100 metros sin parar

Sin dificultad o con dificultades
16,9+ 8,9 13,5+ 8,4
(n=232) (n=58)
16,8 £ 8,6 154 +9,4
(n=169) (n=120)
16,3 +8,8 15,7 +10,4
(n=257) (n=33)
17,4+9,2 14,6 £ 8,3
(n=174) (n=116)
16,3 +8,8 15,8+9,7
(n=251) (n=39)
16,7 £8,6 152+9,7
(n=203) (n=85)
17,0 £9,2 15,4+ 8,6
(n=157) (n=133)
17,4 +9,2 13,172
(n=214) (n=76)
17,0 £9,0 14,7 £8,7
(n=193) (n=97)
17,4+9,0 14,4 £+ 8,4
(n=183) (n=107)
16,8 + 8,5 15,5+9,5
(n=176) (n=114)
17,4+9,2 14,8 +8,4
(n=167) (n=123)

Incapaz de hacerlo

Valor de p

0,009

0,186

0,718

0,009

0,728

0,179

0,137

0,000

0,040

0,006

0,226

0,015

Tabla 3. Porcentaje de cambio en DMO a nivel de columna lumbar, cuello femoral y cadera total entre los dos estudios

transversales en funcion de los niveles séricos de calcidiol

Calcidiol <20/mL

-0,59 £ 4,14
(n=153)

-1,49 5,29
(n=160)

-0,30+ 3,61
(n=160)

% cambio en DMO a nivel lumbar

% cambio en DMO a nivel de cuello femoral

% cambio en DMO a nivel de cadera total

Calcidiol 220 ng/mL
0,39 £5,29
(n=61)

-0,10 £ 5,09
(n=66)

1,08 + 4,54
(n=66)

Valor de p

0,193

0,036

0,017
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Discusion

En este estudio se ha observado que niveles bajos de calci-
diol (<20 ng/mL) contribuyen a una menor fuerza muscu-
lar de agarre en las manos, a mds dificultades para realizar
determinadas actividades de la vida diaria, asi como a ma-
yores pérdidas de DMO en la cadera.

Existen evidencias tanto basicas como clinicas que apoyan
la participacion de la vitamina D en la funcién del musculo
esquelético®. En un trabajo reciente en personas con lesiones
en la médula espinal que requieren rehabilitacion, los niveles
bajos de calcidiol fueron predictores independientes de la dis-
minucién de la funcion fisica?*. La menor fuerza muscular de
agarre en relacion con los bajos niveles de calcidiol encontra-
dos en nuestro estudio ha sido también reportada por otros
autores?. Asf, en un estudio longitudinal de adultos holande-
ses, con edades comprendidas entre 55 y 85 afios, los niveles
séricos de calcidiol inferiores a 10 ng/mL se asociaron con
una pérdida del 40% en la fuerza muscular de agarre en com-
paracién con los valores basales?.

En nuestro estudio se ha objetivado que algunas actividades
delavida diaria se vieron comprometidas por los bajos niveles
de calcidiol, siendo mas marcado este efecto en presencia de
deficiencia de calcidiol (<10 ng/mL). Las actividades que se vie-
ron mas afectadas fueron las que tenian mas que ver con la ca-
pacidad funcional del organismo que las dependientes de una
mayor fuerza muscular como “transportar un objeto de 10 kg
durante 10 metros” o “levantar una caja con 6 botellas llenas y
colocarlas en una mesa’”. Otros estudios recientes también han
asociado niveles bajos de vitamina D con la mayor dificultad
pararealizar actividades de la vida diaria. Asf, en un estudio re-
ciente de Arbex Borim y cols. se observé que la reduccion de
fuerza muscular o dinapenia combinado con bajos niveles de
calcidiol fueron un factor de riesgo que condiciond el desarrollo
de las actividades de la vida cotidiana en una muestra de 4.630
mayores de 50 afios libres de discapacidad al inicio del estudio,
seguidos durante 2 afios?”. De forma similar, Wicherts y cols,,
analizando un estudio de hombres y mujeres entre 65 y 88
afos, encontraron que aquellos con niveles de calcidiol por de-
bajo de 20 ng/mL presentaban un peor estado y rendimiento
fisico tanto a nivel basal como a 3 afios de seguimiento en com-
paracion con aquellos con niveles superiores a 30 ng/mL!. Otro
estudio prospectivo holandés mostré que los niveles de vita-
mina D se asociaron con limitaciones funcionales en el estrato
de edad entre 55 a 65 afios y en mayores de 65 afios?. Sin em-
bargo, hay autores que no han encontrado asociacion entre ni-
veles de calcidiol por debajo de 10 ng/mL y una menor flexion
de la cadera, fuerza de extension de la rodilla, fuerza de agarre,
velocidad en la marcha o discapacidad en actividades relacio-
nadas con movilidad de las extremidades superiores. Este tl-
timo estudio se realiz6 en 628 mujeres mayores de 65 afios
seguidas durante 3 afios y que presentaban una discapacidad
entre moderada a severa al inicio del estudio. Es posible que la
existencia de muy pocos participantes con valores bajos de cal-
cidiol limitase la posibilidad de obtener diferencias®.

Mas contradictoria es la asociacién entre niveles de calci-
diol y DMO puesta de manifiesto en un reciente metaanalisis®.
Existen evidencias epidemioldgicas que indican que los nive-
les de calcidiol mas elevados se asocian con una mayor DMO
tanto en la poblacién joven como la envejecida, manteniendo
una relacién lineal hasta niveles de 30 ng/mL, asociacién que
no parece tan claray sélida en poblaciones negras o hispanas
de América del Norte*. Nuestros datos indican una asociacién
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directa entre niveles de calcidiol <20 ng/mLy DMO anivel de
cuello femoral y cadera total. Un metaanalisis de 2014 con-
cluy6 que habia muy poca evidencia de que la vitamina D in-
fluyese sobre la DMO, dado que no se observé relacion
consistente entre la suplementacién con vitamina D y la DMO
en la mayoria de los sitios anatdmicos analizados (columna
lumbar;, cadera total, trocanter; cuerpo entero o antebrazo), si
bien se observé una asociacion positiva en cuello femoral al
igual que lo observado en nuestro estudio®. De igual forma,
un articulo reciente muestra que pacientes con fractura de ca-
dera presentan niveles inferiores de calcidiol, menor masa
6sea, disminucion de la calidad 6sea y aumento en el riesgo
de fractura®. Es importante resaltar que en nuestro estudio
se eliminaron todos aquellos sujetos que estaban recibiendo
tratamiento para la osteoporosis, incluyendo los suplementos
convitamina D, hecho que no permite valorar el posible efecto
de la suplementacién con vitamina D sobre la masa dsea.

Nuestro estudio tiene limitaciones, pero también fortale-
zas. Respecto a las primeras, el hecho de disponer de una
Unica determinacion bioquimica (tras 4 afios de seguimiento)
sin conocer los valores en el inicio del estudio limita las aso-
ciaciones encontradas. Por otro lado, el cuestionario sobre
dificultades para realizar actividades de la vida diaria no fue
autoadministrado sino administrado por un entrevistador, lo
que podria haber sesgado las respuestas de los participantes,
especialmente en aquellas preguntas que hacian referencia
alas dificultades para el propio aseo personal. Como fortale-
zas, la cohorte analizada particip6 en el estudio EVOS-EPOS,
siendo de los pocos grupos que finalizaron y completaron
todas las directrices del estudio. Los porcentajes de partici-
pacién de mas del 80% en los cuatro seguimientos postales
realizados durante 8 afios avala la representatividad de la
muestra analizada. Ademas de los articulos publicados con
datos de la cohorte completa del estudio EVOS-EPOS, la co-
horte del municipio de Oviedo, que ha sido utilizada para este
estudio, ha contribuido de forma individual a la publicacién
de varios articulos originales en revistas de alto impacto®**°.

A modo de resumen, los niveles de calcidiol por encima
de 20 ng/mL se asocian con una mayor fuerza muscular de
agarre en las manos, mejor desempefio en actividades de la
vida cotidiana como “inclinarse para coger un objeto del
suelo” e “incorporarse de la cama” y con una mayor DMO
en cadera total y cuello femoral, sugiriendo que mantener
niveles de calcidiol superiores a 20 ng/mL favorecerian una
adecuada funcion musculo-esquelética.
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Resumen

La fuerza mecanica es importante para el modelado, el remodelado y la regeneracién 6sea; estimula a los osteocitos
provocando una alteracion en la produccién y secrecién de moléculas de sefalizacion que regulan la actividad de
los osteoblastos y los osteoclastos. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del medio condicionado de
células osteociticas de raton estimuladas mecanicamente sobre la capacidad proliferativa y migratoria de células me-
senquimales y células dseas. Para ello, se analiz6 la proliferacion y migracion de las células preosteoblasticas de raton,
células mesenquimales preadiposas humanas y macréfagos de ratén en presencia del medio condicionado de las células
osteociticas, tras 6 y 24 horas después de ser sometidas a un estrés mecanico de 10 dinas/cm? por flujo de fluido (FF)
durante 10 minutos. Se encontré que la migracién de células preosteoblasticas aument6 significativamente en pre-
sencia de medios condicionados de células osteociticas con respecto al grupo control estatico (SC) (SC=12,63+5,44;
FF6h=23,03+11,57; FF24h=29,72+15,76; p<0,0001). De la misma manera, las células preadiposas también incremen-
taron significativamente su migracidn en presencia de dichos medios condicionados (SC=11,48+4,75; FF6h=18,43+9,94;
FF24h=18,80+10,03; p<0,0007). Sin embargo, la migracién de los macréfagos disminuy6 en presencia del medio con-
dicionado recogido a las 24 horas con respecto al grupo control estatico (SC=69+22,71; FF24h=26,57+5,47; p<0,0001).
Estos efectos se asociaron con la disminucion de la expresion proteica de ciertas quimioquinas, como la proteina qui-
miotactica de monocitos de tipo I (SC=0,25+0,06; FF24h=0,09+0,005; p=0,0262), la proteina del grupo I de alta movilidad
(SC=0,25+0,04; FF24h=0,15+0,05; p=0,0159) y la proteina reguladora de la activacién de linfocitos T y monocitos
(SC=3,29+0,88; FF6h=1,33+1,09; FF24h=0,97+0,66; p<0,0314), por parte de los osteocitos en presencia de estimulo
mecanico con respecto al grupo control estatico. En conclusion, este estudio in vitro demuestra que la mecanotransduc-
cién de los osteocitos potencia el reclutamiento de osteoblastos y células mesenquimales preadiposas mientras que re-
duce la migracién de los macréfagos.

Palabras clave: osteocitos, osteoblastos, macréfagos, células mesenquimales, estimulaciéon mecanica, quimioquinas.

INTRODUCCION

Uno de los estimulos mas importantes que recibe el hueso
para regular la masa 6sea, la forma y la microarquitectura
es la fuerza mecanica. El endoesqueleto reacciona ante un
aumento de carga formando mas hueso o disminuyendo
su masa ante la falta de tensién mecénica®. Esto es debido
aque la estimulacion desencadena el proceso de mecano-
transduccion en el cual los osteocitos, que se consideran
las células clave mecanosensoras del hueso, cuando son
estimulados, envian sefiales quimicas que afectan a la re-
gulacion paracrina del comportamiento de los osteoblas-
tos y los osteoclastos?3. También se ha observado que
conlleva un efecto antiapoptotico de los osteocitos*.

Con la carga mecanica, la expresion de esclerostina,
que es un inhibidor de la via de sefializacidn proteica
Wnt/B-catenina secretado de manera constitutiva por
los osteocitos, disminuye provocando un incremento de
la osteoblastogénesis>®. Por otra parte, los osteocitos
apoptoticos inducen la secrecion del ligando del recep-

Correspondencia: Arancha R. Gortazar (argortazar@ceu.es)

tor activador del factor nuclear kB (RANKL, del inglés
Receptor Activator for Nuclear Factor k B Ligand), esti-
mulando indirectamente la osteoclastogénesis’.

Ademas, algunas quimioquinas, una familia de cito-
quinas quimiotacticas, podrian estar involucradas en la
remodelacion dsea al ser expresadas por células dseas
y proporcionar sefiales clave para reclutar diferentes
subpoblaciones celulares®.

Hay estudios recientes que indican que la proteina del
grupo 1 de alta movilidad (HMGB1, del inglés High Mobi-
lity Group Box 1), la proteina reguladora de la activacién
de linfocitos T y monocitos (RANTES o CCLS5, del inglés Re-
gulated upon Activation, Normal T cell Expressed, and Se-
creted/Chemokine (C-C motif) Ligand 5, respectivamente )
y la proteina quimiotactica de monocitos de tipo 1 (MCP1
o CCL2, del inglés Monocyte Chemoattractant Protein
1/Chemokine (C-C motif) Ligand 2, respectivamente) in-
tervienen en el reclutamiento de células madre mesenqui-
males para promover la reparacion del tejido991.
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En base a estas evidencias, los objetivos del presente
trabajo se centran en recrear un modelo de carga in vitro
parar generar mecanotransducciéon en un entorno de
cultivo controlado! y poder estudiar el efecto del medio
condicionado secretado por los osteocitos tras ser esti-
mulados mecanicamente en la promocion de la capaci-
dad proliferativa y migratoria de células mesenquimales
y células dseas; asi como la posible expresion proteica
de ciertos factores quimiotacticos implicados en proce-
sos de proliferacién y migracidn.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares. Para los ensayos del presente tra-
bajo se utilizaron diferentes tipos celulares:

- Células mesenquimales preadiposas (adipose stro-
mal cells, ASC) obtenidas por cultivo primario de lipoas-
pirados humanos realizados en el Hospital HM
Monteprincipe (HM Hospitales), segin se describi6 en
los trabajos de Zuk y cols. en 2001'2, Todos los donantes
dieron su consentimiento informado, de acuerdo con el
protocolo clinico apropiado. Los pacientes fueron ope-
rados en el Departamento de Cirugia Plastica de HM
Hospitales (Madrid, Espaia), y la recogida de muestra
de tejido fue aprobado por la Junta de Revision Institu-
cional/Comité Etico de Investigacién Clinica de HM Hos-
pitales (Madrid, Espafia). Estas células se cultivaron con
DMEM (dulbecco modified Eagles minimal essential me-
dium) + GlutaMAX (Gibco, Life Technologies, Alcoben-
das, Espafia) con 10% de suero fetal bovino (fetal bovine
serum, FBS) y 1% de penicilina-estreptomicina (Invitro-
gen) a 372C con 5% de CO,.

- Linea continua de osteocitos MLO-Y4 de huesos lar-
gos murinos extraidos segun se describe en Kato y cols.
en 1997, por cortesia de L. Bonewald'?, que fue cultivada
en placa de 100 mm de didmetro (Jet Biofil, Guangzhou,
China) previamente colagenizada con Colageno I
(Sigma-Aldrich) con a-MEM (Minimum Essential Medium
Eagle - Alpha Modification) al 2,5% de suero de ternero
(calf serum, CS) (Sigma-Aldrich), 2,5% de FBS y 1% de
penicilina-estreptomicina a 372C con 5% de CO,.

- Linea continua de preosteoblastos de ratén de
hueso de la boveda del craneo, MC3T3-E1 subclone 4
(ATCC CRL-2593).

- Linea continua de macréfagos de raton capaces de
diferenciarse a osteoclastos, RAW 264.7 (ATCC TIB-71),
que fueron cultivadas con a-MEM con 10% de FBS, 1%
de penicilina-estreptomicina y 2 mM de L-glutamina a
372C con 5% de CO,.

Ensayos de estimulacion mecanica por paso de fluido
(Fluid Flow, FF). Es una técnica para generar estimulo
mecanico, fisiolégicamente relevante, en las células
6seas in vitro!l. Para ello, se sembraron 250.000 células
MLO-Y4 en portaobjetos de cristal delimitados con te-
flon dejando un espacio de 15 cm? previamente colage-
nizado y se incubaron al menos 48 horas a 372C con 5%
de CO, hasta que llegaron a la confluencia. Posterior-
mente, las células fueron sometidas a estimulo meca-
nico o no (control estatico o SC) con el dispositivo
Flexcell Streamer de tensién de corte medio que pro-
duce un estrés de 10 dinas/cm? durante 10 minutos
(Flexcell Internacional Corporation, Hillsborough, Ca-
rolina del Norte, EE.UU.). A continuacidn, las células se
incubaron con a-MEM Medium sin rojo fenol (Gibco)
con 0,5% de CS, 0,5% de FBS y 1% de penicilina-estrep-
tomicina para obtener medios condicionados (CM) de

los diferentes grupos experimentales: CM de células es-
timuladas (FF) recogido a las 6 horas después del esti-
mulo, CM de células SC recogido a las 24 horas después
del estimulo y CM de células FF recogido a las 24 horas
tras el estimulo.

Ensayo de proliferacion. Para realizar el ensayo de proli-
feracion, tanto las células preosteoblasticas de ratdn como
las células preadiposas humanas fueron sembradas a una
concentracion de 6.000 células/pocillo en placas de cultivo
de 12 pocillos (Jet Biofil), una placa por condicién con cada
una de las lineas celulares, e incubadas a 372C con 5% de
CO,. Al dia siguiente se cambi6 el medio por 20% de medio
condicionado y 80% de su medio de cultivo ajustando el
FBS al 10%. Pasadas 24 horas de incubacién a 372C con 5%
de CO,, se levantaron las células con Tripsina-EDTA y se
hizo un recuento celular con Trypan Blue 0,4% en PBS
(GE Healthcare, Hyclone, Logan, Utah, EE.UU.) en la cAmara
de Neubauer. Se repitio el proceso alas 48y 72 horas, obte-
niéndose asi una valoracién de proliferacién con cada uno
de los medios condicionados durante 3 dias y por triplicado.

Ensayo de migracion en Transwell. Se sembraron en 4
placas de cultivo de 6 pocillos Transwell (Corning, Costar,
Life Sciences, Nueva York, EE.UU.) 75.000 células/pocillo
con sumedio de cultivo sobre lamembrana, y abajo se puso
20% de medio condicionado y 80% de su medio de cultivo
al 1% de FBS. Pasadas 24 horas de incubacién a 372C con
5% de CO,, se retiraron ambos medios y la capa celular su-
perior de la membrana con la ayuda de un hisopo de algo-
don. Las células que quedaron en la parte inferior de la
membrana se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS
(Alfa Aesar, Thermo Fisher) durante 10 minutos y se tifieron
con 0,1% de cristal violeta en agua destilada (MERCK, Ke-
nilworth, Nueva Jersey, EE.UU.) durante 15 minutos. Final-
mente, las membranas se montaron en portaobjetos y se
observaron en el microscopio de contraste de fase (Leica
Microsystems DM5500 CTR6000) de donde se obtuvieron
20 imagenes a 50 pm por pocillo para analizar el nimero
de células que habian migrado en funcién del medio condi-
cionado utilizado.

Western Blot. Las células se prepararon para extraer la pro-
teina total con buffer RIPA (Sigma-Aldrich) suplementado
con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Calbiochem). Por
otro lado, el medio condicionado se liofilizo y el pellet se re-
suspendid en agua MiliQ. Para cuantificar la cantidad de
proteina que habia en cada una de las muestras, tanto del
medio condicionado liofilizado como del lisado celular, se
utilizé el Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo
Scientific) con una plantilla Comassie. Una vez cuantificadas,
se separaron en geles de 15% de acrilamida y se transfirie-
ron a membranas de nitrocelulosa. A continuacién, se blo-
queo la membrana con albimina de suero bovino (en inglés
BSA) al 5% disuelta en TBS con Tween 20 (Sigma-Aldrich)
durante una hora a temperatura ambiente y se incubé du-
rante toda la noche a 4°C con los anticuerpos policlonales
de conejo: anti-HMGB1, anti-MCP1 y anti-RANTES (Abcam,
Cambridge, Reino Unido). Como control, se usé el anti-
cuerpo monoclonal de ratén anti-a-tubulina. Después se in-
cub6 durante una hora a temperatura ambiente con la
correspondiente IgG acoplada a peroxidasa y se revel6 la
membrana en el transiluminador (Syngene DYV 6-E) con el
sistema ECL (Electro-quimio-luminiscencia, GE-Amersham,
Pittsburgh, EE.UU.). Las intensidades de las bandas fueron
cuantificadas por densitometria.
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Analisis estadistico. En el andlisis estadistico de los resul-
tados, los datos se expresan como media + desviacion es-
tandar de al menos dos experimentos llevados a cabo por
triplicado. Se realizé utilizando el programa GraphPad
Prism V 7.0 (software GraphPad, La Jolla, California, EE.UU.),
mediante un estudio no paramétrico usando t-test de dos
colas o test de U-Mann-Whitney para las comparaciones dos
ados, y el test de Kuskal-Wallis para comparaciones de gru-
pos. Se detectaron y se excluyeron los outliers mediante el
programa GraphPad QuickCalcs ©2018 que utiliza el test de
Grubb, y se consideraron como resultados significativos los
valores de p<0,05.

REsuLTADOS

Efecto de los medios condicionados de los osteocitos
estimulados mecanicamente en la proliferacion de pre-
osteoblastos y células mesenquimales preadiposas

Se realiz6 un estudio de proliferacion de células preosteo-
blasticas de ratén MC3T3-E1 y de células mesenquimales
preadiposas con 20% de medios condicionados de células
osteociticas de raton MLO-Y4 en presencia (FF 6 horas y FF
24 horas) y ausencia (SC o control estatico) de estimulo me-
canico por paso de fluido.

Tal y como se representa en la figura 1A, no hay diferen-
cias significativas en la proliferaciéon de la linea celular
MC3T3-E1 tras 24 horas ni tras 72 horas en presencia de
medios condicionados de 6 y 24 horas. En el caso de las cé-
lulas mesenquimales preadiposas, los resultados tampoco
mostraron diferencias significativas tras 24 horas ni tras 72
horas en presencia de los medios condicionados anterior-
mente mencionados (Figura 1B).

Efecto de los medios condicionados de los osteocitos
estimulados mecanicamente en la migracion de preos-
teoblastos, células mesenquimales preadiposas y ma-
créfagos

El estudio de migracidn de células preosteoblasticas
MC3T3-E1, células mesenquimales preadiposas y ma-
crofagos RAW 264.7 se realizé con medio de cultivo es-
pecifico de cada estirpe celular (control) y los medios
condicionados de células osteociticas MLO-Y4 en pre-
sencia (FF 6 horas y FF 24 horas) y ausencia (SC) de es-
timulaciéon mecanica.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(1):12-18

Las células preosteoblasticas duplicaron y triplicaron su
migracion en presencia de los medios condicionados de los
osteocitos recogidos tras 6 y 24 horas de ser sometidos a
estimulos por paso de fluido, respectivamente (Figura 2).

De la misma manera, las células mesenquimales preadi-
posas también duplicaron su migracion en presencia de di-
chos medios (Figura 3).

En el caso de lalinea de macréfagos de ratén RAW 264.7,
nuestros resultados sefialan una disminucién de tres veces
su migracién en presencia de medios condicionados reco-
gidos tras 24 horas de realizarles el Fluid Flow (Figura 4).

Analisis de la expresion y secrecion de quimioquinas
tras estimular mecanicamente los osteocitos

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos anterior-
mente, se llevo a cabo el analisis de la expresion de protei-
nas quimioatrayentes mediante la técnica de Western Blot.
Para ello se obtuvieron por un lado los lisados de células os-
teociticas MLO-Y4 en presencia y ausencia de estimulacién
mecanica por paso de fluido y, por otro, el liofilizado de sus
respectivos medios condicionados, tal y como se describe
en el apartado de materiales y métodos.

Se estudiaron tres posibles proteinas implicadas en la
migracién de las células mesenquimales tras un estimulo
mecanico, dos de ellas pertenecientes a la familia de las qui-
mioquinas con patrén C-C: MCP1 y RANTES, y la proteina
de alta movilidad del grupo 1 (HMGB1). Para normalizar las
muestras de lisado celular se utilizé la tubulina.

Como se observa en la figura 5, en los lisados celulares de
MLO-Y4 estimuladas mecanicamente se produjo una dismi-
nucién de dos veces en la expresion de la proteina quimio-
tactica MCP1 (Figuras 5A-5B). En las muestras de medios
condicionados liofilizados se observd que la secrecion de
MCP1 también disminuyd en las condiciones de estimulo
mecanico, en este caso disminuyo tres veces (Figuras 5C-5D).

Enlos lisados celulares de MLO-Y4 estimuladas mecani-
camente se observo una disminucion de dos veces en la ex-
presion de la proteina quimiotactica HMGB1 en la condicion
de FF a 24 horas (Figuras 5E-5F).

De forma similar; en los lisados celulares de MLO-Y4 esti-
muladas mecanicamente se observé una disminucion de tres
veces en la expresion de la proteina quimiotactica RANTES
en las condiciones de FF a 6 y 24 horas (Figuras 5G-5H).

Figura 1. Proliferacion celular de MC3T3-E1 (A) y ASC (B) (células mesenquimales de origen adiposo) en presencia y
ausencia de medios condicionados de 6 y 24 horas tras estimulo mecanico. Los valores son la media + desviacion es-
tandar de 3 experimentos independientes por triplicado. Resultados presentados como niimero de células vs. control
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Figura 2. Migracion de células MC3T3-E1. Imagenes representativas correspondientes a la migracion de MC3T3-E1
en cada una de las condiciones de estudio (A-C). Nimero de células por campo de la migracion de MC3T3 en ausencia
y presencia de los medios condicionados de estudio (D). Los valores son la media + desviacién estandar de 2 expe-
rimentos independientes por triplicado. **p<0,001 vs. control estatico
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Figura 3. Migracion de células ASC (células mesenquimales de origen adiposo). Imagenes representativas corres-
pondientes a la migracion de ASC en cada una de las condiciones de estudio (A-C). Niimero de células por campo de
la migracién de ASC en ausencia y presencia de los medios condicionados de estudio (D). Los valores son la media
+ desviacion estandar de 2 experimentos independientes por triplicado. **p<0,001 vs. control estatico
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Figura 4. Migracion de células RAW 264.7. Imagenes representativas correspondientes a la migracion de RAW 264.7
en cada una de las condiciones de estudio (A-C). Numero de células por campo de la migracion de RAW 264.7 en au-
sencia y presencia de los medios condicionados de estudio (D). Los valores son la media * desviacion estandar de
2 experimentos independientes por triplicado. **p<0,001 vs. control estatico
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Figura 5. Secrecion y expresion de proteinas quimiotacticas medidas por Western Blot (A-C). Expresion de la proteina
MCP1 en lisado celular de MLO-Y4 en ausencia de estimulo mecanico (SC) y tras 6 y 24 horas de realizar FF durante
10 minutos (FF6h y FF24h) (C-D). Secrecion de la proteina MCP1 en medios condicionados de MLO-Y4 en ausencia
y presencia de estimulo mecanico (E-F). Expresion de HMGB1 en lisado celular de MLO-Y4 en ausencia y presencia
de estimulo mecanico (G-H). Expresion de RANTES en lisado celular de MLO-Y4 en ausencia y presencia de estimulo
mecanico. Los valores densitométricos relativos son la media *+ desviacion estandar de 2 experimentos indepen-
dientes por triplicado. *p<0,05 vs. control estatico
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Discusion

El envejecimiento, la pérdida de esteroides sexuales, el
exceso de glucocorticoides y ciertas enfermedades 6seas
como la osteoporosis, provocan un desacoplamiento en
el remodelado 6seo y una pérdida de la calidad de la
masa 6sea por la acumulacion de osteocitos apoptéticos
que preceden el reclutamiento de precursores osteoclas-
ticos y su diferenciacion para llevar a cabo el proceso de
resorcion osea dirigida'#*®.

Sin embargo, niveles fisiologicos de estimulacién me-
canica como el ejercicio fisico mantiene la viabilidad de
los osteocitos y, ademas, como se demuestra en este tra-
bajo, actia sobre su comportamiento modificando la
produccién de ciertas quimioquinas y regulando la mi-
gracion de diferentes tipos celulares.

En nuestros resultados encontramos que la exposicion
de las células preosteoblasticas MC3T3-E1y de las células
mesenquimales preadiposas humanas a medios condicio-
nados de células osteociticas MLO-Y4 de ratén estimuladas
mecanicamente no afecta a su proliferacion, pero si au-
menta su capacidad migratoria. Estudios anteriores ya evi-
denciaron que el medio condicionado de los osteocitos
estimulados mecanicamente es capaz de reclutar osteo-
progenitores (células mesenquimales y osteoblastos) y
promover el compromiso del linaje osteogénico de estas
células para reponer los osteoblastos agotados, mejorar la
formacidn 6sea y fortalecer el tejido®'”.

Por otra parte, nuestros resultados sefialan una dis-
minucién de la migracion de los macr6fagos RAW 264.7
en presencia de medios condicionados de células MLO-
Y4 recogidos tras 24 horas de realizarles el Fluid Flow.
Lo que corrobora lo observado por otros autores que in-

dican que dicho medio condicionado también es capaz
de inhibir la osteoclastogénesis?®.

Todo esto sugiere un mecanismo de retroalimentacion
negativa mediado por factores paracrinos que regularian
el proceso de formacion y resorcién del hueso. Por ello,
comprobamos si ciertas quimioquinas seleccionadas inter-
vienen en este proceso a través de ensayos de Western Blot
tanto de las células osteociticas estimuladas mecanica-
mente como de los medios condicionados. Segin nuestros
resultados, aunque se observa una disminucién significa-
tiva de la proteina quimiotactica de monocitos de tipo 1
(MCP-1), de la proteina de alta movilidad del grupo 1
(HMGB1) y de la proteina quimiotactica RANTES en los li-
sados celulares de MLO-Y4 estimuladas mecinicamente,
no parecen estar directamente asociadas con la migracion
de las células formadoras y repobladoras del hueso.

No obstante, a diferencia de lo que ocurre en nuestro
trabajo, hay estudios previos que sefialan que la HMGB1
es liberada en el entorno extracelular mediante la secre-
cioén activa de células estimuladas!® y promueve la migra-
cién y diferenciacién osteogénica de las MSC?%. En el caso
de la MCP-1, se ha observado que las células madre me-
senquimales de la médula 6sea migran en respuesta a esta
quimiocina?™. Y hay hallazgos que indican que la RANTES
es capaz de provocar la migracién de diferentes tipos ce-
lulares, entre ellos las células madre mesenquimales de
médula 6sea, mediante la induccién de autofagia??24,

Para futuras investigaciones, seria necesario realizar
un estudio proteémico de los medios condicionados de
los osteocitos tanto sin estimulo como con estimulo me-
canico para profundizar en los procesos de comunica-
cion de los osteocitos con su entorno.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflictos de intereses.
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Trabajo remitido como prestacién de una beca para asistir al 342 Congreso de la ASBMR (Minneapolis 2012)

Resumen

Objetivo: Se estima que al afio entre el 50-60% de los pacientes tratados con firmacos para la osteoporosis son incum-
plidores. Disponemos de diferentes métodos indirectos de valoracién del cumplimiento. Nuestro objetivo es testar una
Unica determinacion del telopéptido carboxiterminal del colageno tipo I (CTX) para valorar el cumplimiento en pacientes
tratadas con bifosfonatos, de forma aislada o junto al cuestionario de Morinsky-Green.

Material y método: Estudio de validacion diagndstica realizado en 10 centros de Cataluiia. Mediante muestreo conse-
cutivo se seleccionaron mujeres postmenopausicas con osteoporosis y tratadas con un mismo farmaco antirresortivo
en el ultimo afio; se excluyeron aquellas tratadas con un farmaco diferente a bifosfonato, con deterioro cognitivo, enfer-
medad terminal, o insuficiencia renal avanzada, o fractura en el afio previo. Se recogieron datos sobre el diagndstico de
osteoporosis y tipo de tratamiento. Se solicité analitica con determinacién del CTX. Como gold-standard se utiliz6 la tasa
de posesion de medicacidon (Medication Possession Ratio, MPR). Mediante metodologia de la curva ROC se establecid el
punto de corte tedrico del CTX. Se calcul6 la sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos positivos para estimar
el cumplimiento terapéutico.

Resultados: Se incluyeron 100 pacientes, de las cuales mas de la mitad recibian alendronato. Segtin la MPR, un 70%
eran cumplidoras. El valor medio del CTX fue de 0,193+0,146 ng/ml, siendo inferior en las pacientes cumplidoras. Se
establecié como punto de corte para valorar el cumplimiento un valor de 0,196 ng/ml. La valoracién conjunta del CTX
junto al cuestionario de Morinsky-Green presenté mayor capacidad discriminativa.

Conclusiones: La realizacion de una tinica determinacién del CTX (<0,196 ng/ml) junto al cuestionario de Morinsky-
Green permite valorar mejor el cumplimiento terapéutico en pacientes tratadas con bifosfonatos.

Palabras clave: osteoporosis, bifosfonatos, cumplimiento terapéutico, marcadores de remodelado 6seo.
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INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica que se ca-
racteriza por una baja masa 6sea y un deterioro de la mi-
croestructura del tejido 6seo que conducen a un aumento
de la fragilidad del hueso, siendo su principal complicacién
la aparicion de fracturas por fragilidad®. Las fracturas os-
teoporoéticas representan un importante problema de
salud?y se asocian a un elevado gasto sanitario®. Para pre-
venir la aparicion de fracturas se dispone de diferentes far-
macos que actdan sobre el metabolismo 6seo y se asocian
auna reduccion del riesgo de fracturas*. Los mas utilizados
en nuestro pais son los bifosfonatos®. Pero, para observar
este efecto protector, es necesario que exista un adecuado
cumplimiento terapéutico®. En la osteoporosis, como en
toda enfermedad cronica, el cumplimiento es bajo. En un
reciente estudio realizado en nuestro medio la persisten-
cia global al afno de haber iniciado un farmaco para la os-
teoporosis es del 47%, y a los dos afios, cercano al 27%’.

Por tanto, es necesario realizar una correcta valora-
cién del cumplimiento terapéutico en nuestras consultas
para asegurar un adecuado efecto en la reduccion del
riesgo de fractura. Cldsicamente se han utilizado cues-
tionarios autoadministrados para valorar el cumpli-
miento terapéutico, como los cuestionarios de
Morinsky-Green y de Haynes-Sackett, si bien este tltimo
tiende a sobrestimar el cumplimiento®. En los ultimos
afios, gracias a la informatizacién de los sistemas sani-
tarios, es posible en determinados casos tener acceso a
los datos de dispensacion de farmacos, por lo que es po-
sible calcular la tasa de posesion de medicacion (Medi-
cation Possession Ratio, MPR), sistema utilizado en
multitud de estudios fAirmaco-epidemiolégicos®!2, pero
no siempre disponible en las consultas del dia a dia.

Otra posibilidad para valorar el cumplimiento seria
la utilizacién de los marcadores de remodelado dseo, si
bien existe poca evidencia al respecto y requiere de di-
ferentes determinaciones!3. Se recomienda la determi-
nacion del telopéptido carboxiterminal del colageno tipo
[ (CTX) como marcador de resorcion y del propéptido
aminoterminal del procolageno tipo I (P1NP) como mar-
cador de formacion'*,

Nuestro objetivo es comprobar la utilidad de una
Unica determinacién del CTX para valorar el cumpli-
miento en pacientes tratadas con bifosfonatos (los far-
macos mas prescritos) durante como minimo un afio, de
forma aislada o junto a un cuestionario clasico de cum-
plimiento terapéutico, el de Morinsky-Green.

MATERIAL Y METODO

Disefio del estudio

Estudio de validacion diagndstica realizado en 9 centros
urbanos de Atencién Primaria del Instituto Catalan de
Salud en Barcelona y el Hospital del Mar, realizado entre
enero y diciembre de 2012. Aceptando un 95% de con-
fianza y asumiendo un 55% de incumplidores una mues-
tra de 93 pacientes detectaria una sensibilidad del 80%
con una precision del 10%.

Participantes

Mediante muestreo consecutivo se seleccionaron todas
las pacientes con osteoporosis postmenopausica y en
tratamiento con un farmaco para la osteoporosis como
minimo durante el tltimo afio hasta completar un total
de 115 pacientes, para cubrir posibles pérdidas. Se ex-
cluyeron aquellas pacientes en tratamiento con un far-
maco antirresortivo diferente a un bifosfonato oral, con
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deterioro cognitivo, enfermedad terminal, o insuficien-
cia renal cronica avanzada (filtrado glomerular <35
ml/min), o que hubieran presentado una fractura en el
afio previo a la inclusién.

Variables de estudio

Se recogi6 informacion sobre la edad, el diagndstico de os-
teoporosis, el estudio con densitometria dseay la presencia
de fracturas previas; respecto al tratamiento para la osteo-
porosis, se recogio el tipo de farmaco, la posologia y las con-
diciones de toma, asi como el uso de suplementos de calcio
y/o vitamina D. Para valorar el cumplimiento terapéutico
se utilizé como gold-standard el célculo de la MPR a través
de los datos de dispensacion de Farmacia en el afio previo
alainclusién. Para su calculo se utiliz6 la siguiente formula:

MPR = (ntimero de recetas recogidas en los ultimos
12 meses x dias que cubre cada receta)/365.

De acuerdo con los estudios farmaco-epidemiologi-
cos disponibles, se considera que una MPR 20,8 es un
indicador de cumplimiento terapéutico'®. También se re-
alizé el cuestionario autoadministrado de cumplimiento
terapéutico de Morinsky-Green.

Se solicité determinacion plasmatica del CTX, medido
mediante método ELISA. Es un inmunoensayo por elec-
troquimioluminiscencia (ECLIA) de Roche que utiliza dos
anticuerpos monoclonales, que se analizan en el autoana-
lizador MODULAR ANALYTICS E170 (Roche). El valor de
coeficiente de variacién intraserie es de 2,5% y el interse-
rie de 4,1%. Los valores de referencia de la prueba son:
0,01-1,008 ng/mL. La determinacién se realizé dentro del
periodo de un mes antes de la visita del facultativo.

Analisis estadistico

Las caracteristicas de la poblacion estudiada se descri-
ben mediante andlisis descriptivo univariante, calcu-
lando media y desviacién estandar para variables
continuas y frecuencia absoluta y porcentaje para varia-
bles categoéricas. Para comparar proporciones se utilizé
la prueba de Chi cuadrado y para comparar medias la
prueba de T de Student.

Se utilizd la metodologia de la curva Receiver Operator
Characteristics (ROC) para determinar el area bajo la
curvay el punto de corte tedrico del CTX con mejor suma
de sensibilidad y especificidad. Se calculd la sensibilidad,
la especificidad, y los valores predictivos positivo (VPP) y
negativo (VPN) para estimar el cumplimiento terapéutico
mediante: 1) cuestionario de Morinsky-Green, 2) punto
de corte del CTXy 3) la valoracién conjunta del Morinsky-
Green y el valor del CTX. Para valorar la concordancia
entre los diferentes sistemas para valorar el cumpli-
miento se utilizé el coeficiente Kappa.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con un
intervalo de confianza (IC) del 95%. Se utiliz6 para todos
los analisis el paquete estadistico SPSS version 13.0 para
Windows y EPIDAT (programa para analisis epidemio-
l6gico de datos) Versidon 3.1.

Aspectos éticos

El estudio se llevé a cabo siguiendo los principios conteni-
dos en la Declaracién de Helsinki, las normas de buena
practica clinica, y segin los propuesto en la Guia de Buenas
Practicas en Investigacion en Ciencias de la Salud del Insti-
tuto Catalan de Salud (Segunda edicién)?®. Se solicité con-
sentimiento informado a las pacientes. Los datos de
contacto y personales de las pacientes participantes sélo
fueron accesibles para los investigadores del estudio.
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REesuLTADOS

De las 115 pacientes seleccionadas, se excluyeron 15 por
tomar un farmaco diferente a un bifosfonato oral (9, rane-
lato de estroncio y 6, raloxifeno). Las caracteristicas basales
se recogen en la tabla 1, observandose una mayor propor-
cién de densitometrias previas al tratamiento y una menor
proporcién de pacientes tratadas con alendronato en el
grupo de pacientes cumplidoras. En 11 mujeres se identi-
ficaron diferentes errores en la toma de la medicacion (un
error en la toma de la medicacién -no en ayunas-, un error
en la forma de tomar la medicacién —con leche-y 10 erro-
res en el tiempo de espera en mantener el ayuno). Como
en estos 11 casos la MPR fue <0,8 y, por tanto, se conside-
raron incumplidoras, no se excluyeron del analisis.

El cumplimiento terapéutico valorado por la MPR fue
del 70% (Tabla 2), no observandose diferencias en la
proporcién de cumplidoras en funcién de si el trata-
miento era semanal o mensual (68,2% vs. 73,5%;
p=0,580). El cumplimiento valorado mediante el cues-
tionario de Morinsky-Green autoadministrado fue del
73%, con una concordancia moderada en comparacion
con la valoracién por la MPR (coeficiente Kappa=0,436).

El valor medio de la determinacién del CTX fue de
0,193+0,146 ng/ml (mediana=0,158 ng/ml), siendo infe-

rioren las pacientes cumplidoras en comparacion con las
no cumplidoras (0,182+0,143 ng/ml vs. 0,2190+0,152
ng/ml; p=0,247). Un punto de corte del CTX de 0,196
ng/ml fue el que presentd una mejor sensibilidad y espe-
cificidad para el diagnéstico de cumplimiento terapéutico.
Considerando este valor del CTX, el cumplimiento tera-
péutico fue del 64%, con una concordancia baja en com-
paraciéon con la valoracién por la MPR (coeficiente
Kappa=0,234). Al considerar conjuntamente el resultado
del cuestionario Morinsky-Green junto con el valor del
CTX, el cumplimiento fue del 51%, con una concordancia
moderada (coeficiente Kappa=0,415).

En la tabla 3 se recogen los valores de sensibilidad,
especificidad y valores predictivos de las diferentes for-
mas utilizadas para estimar el cumplimiento terapéu-
tico. El area bajo la curva ROC (IC 95%) para la
valoracion mediante el cuestionario de Morinsky-Green
fue de 0,7119 (0,6127-0,8111), y de 0,6238 (0,5185-
0,7291) para la valoracién por un punto de corte del CTX
de 0,196 ng/ml (Figura 1). Al considerar el resultado del
cuestionario de Morinsky-Green junto con el valor del
CTX, el area bajo la curva ROC fue de 0,7452 (0,6573-
0,8332), algo superior que si s6lo se considera el resul-
tado de Morinsky-Green (p=0,622) (Figura 2).

Tabla 1. Caracteristicas basales en el total de las pacientes y en funcion del cumplimiento del tratamiento

Pacientes Pacientes Pacientes
Variable total cumplidoras no cumplidoras Valor de p
(n=100) (n=70) (n=30)

Edad (afios), media + DE 72,04+7,96 72,49+7,64 71,0+8,73 0,366
Diagndstico registrado de osteoporosis, N (%) 99 (99) 69 (98,6) 30 (100) 0,511
Densitometria registrada previa al tratamiento, N (%) 94 (94) 69 (98,6) 25(83,3) 0,003
Fractura previa a la inclusion, N (%) 54 (54) 36 (51,4) 18 (60) 0,431
Farmaco prescrito: N (%)

Alendronato 51 (51) 31 (44,3) 20 (66,7) 0,004

Risedronato 30 (30) 24 (23,3) 6 (20,0) 0,153

Ibandronato 19 (19) 15 (21,4) 4(13,3) 0,344
Uso de CaD 96 (96) 67 (95,7) 29 (96,7) 0,824

CaD: suplementos de calcio y vitamina D.
Tabla 2. Valoracion del cumplimiento terapéutico en funcion de la MPR
Clasificacion del cumplimiento segiin MPR; N (%)
=20,8 Entre 0,6 y 0,8 Entre 0,4y 0,6 <04

General 70 (70,0) 16 (16,0) 7 (7,0) 7(7,0)

Alendronato 31 (60,8) 14 (27,4) 3(59) 3(59)

Risedronato 24 (80,0) 1(3,3) 2(6,7) 3(10,0)

Ibandronato 15 (78,9) 1(53) 2 (10,5) 1(5,3)
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Tabla 3. Valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos para las diferentes herramientas para estimar
el cumplimiento terapéutico (IC 95%)

Morinsky-Green

CTX

MG+CTX

Sensibilidad Especificidad

56,7 (37,3-76,1) 85,7 (76,8-94,6)
53,3 (33,8-72,8) 71,4 (60,1-82,7)

83,3 (68,3-98,3) 65,7 (53,9-77,5)

VPP VPN

62,9 (42,9-83,0) 82,2 (72,7-91,6)
44,4 (26,8-62,1) 78,1 (67,2-89,0)

51,0 (36,0-66,0) 90,2 (81,1-99,3)

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; MG+CTX: Morinsky-Green y CTX.

Figura 1. Curvas ROC para valorar el cumplimento terapéutico mediante cues-
tionario de Morinsky-Green (A), el CTX (B) y la combinacién del Morinsky-
Green junto al CTX (C)
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Discusion

En nuestra muestra de pacientes
tratadas con el mismo bifosfo-
nato durante como minimo el tl-
timo afio, una determinacion del
CTXinferiora 0,196 ng/ml es in-
dicador de cumplimiento tera-
péutico en el ultimo afio, con una
capacidad discriminativa mode-
rada, inferior a la capacidad dis-
criminativa del cuestionario de
Morinsky-Green. Su valoracién
conjunta (CTX <0,196 ng/ml y
Morinsky-Green) mejora la ca-
pacidad discriminativa, siendo
una buena opcién para valorar
el cumplimiento terapéutico en
las consultas. En un reciente
documento de consenso!® se
recomendaba la determinacion
inicial y a los tres meses de
marcadores de remodelado
6seo (CTXy P1NP) para valorar
el incumplimiento en funcién
del cambio observado (des-
censo del 56% del CTX y 38%
del P1NP). Pero esto requiere
de dos determinaciones de dos
marcadores, los cuales no
siempre son accesibles para
los laboratorios de Atenci6on
Primaria. Ademas, no permite
valorar el cumplimiento en
aquellas pacientes que ya han
iniciado el tratamiento y no se
dispone de un valor basal, ni
tampoco permite analizar el
incumplimiento que se pro-
duce con el paso del tiempo.
Su determinacién puntual
junto con la administracién de
un cuestionario clasico de cum-
plimiento terapéutico, el de
Morinsky-Green, presentan la
mejor sensibilidad y el mejor
valor predictivo negativo para
el cumplimiento terapéutico.
En nuestra muestra el cum-
plimento terapéutico obser-
vado (medido en funcidén de la
MPR) era elevado, del 70%,
bastante superior al que dife-
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rentes estudios observaciona-
les han descrito en nuestro
medio’. Una de las posibles ex-
plicaciones es que nuestro estu-
dio no se disefi6 para valorar 1,0

Figura 2. Comparacion curvas ROC para valorar el cumplimiento mediante el
cuestionario de Morinsky-Green (MG) o la combinacion de MG y CTX

Curva ROC
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También se identifico que en
uno de cada diez pacientes se
observaron errores en la forma
correcta de la toma de la medicacién, hecho que de por si
ya supone un incumplimiento terapéutico. Estos pacien-
tes no fueron excluidos del analisis puesto que en todos
los casos la MPR era inferior a 0,8 y todos serian clasifi-
cados como incumplidores. Seria de esperar que en estos
casos el valor del CTX no estuviese disminuido ya que la
absorcién del farmaco se encontraria disminuida. En el
caso de que la MPR hubiese sido igual a superior a 0,8, la
paciente hubiera sido considerada como cumplidora sin
serlo. Como esta situacion no se ha dado, no han sido ex-
cluidas del estudio. Es necesario proporcionar una infor-
macién clara y concisa sobre la administracién del
farmaco, asi como asegurar una correcta comprension de
la misma, puesto que una toma incorrecta disminuye con-
siderablemente la absorcién del principio activo y, por
tanto, del efecto anti-fractura esperado.

A diferencia de lo observado en estudios previos re-
alizados en el ambito de Atencién Primaria en Espafia,
donde el registro del diagndstico de osteoporosis era
entre el 60-70%'7'%y de la densitometria previa al diag-
nostico era de aproximadamente un 65%?'7-'%, en nuestro
estudio ambos registros eran superiores al 90%. Este
mayor registro puede ser explicado en parte a un mejor
registro de patologias y resultados con el tiempo, y al
hecho de que las pacientes incluidas estuviesen asigna-
das a médicos mas sensibilizados con la osteoporosis.
Esta mayor sensibilizacion del profesional con la pato-
logia podria explicar, en parte, unas mayores tasas ob-
servadas de cumplimiento que el descrito en otros
estudios de base poblacional”°.

Una de las limitaciones de este estudio es la forma en
que se valora el cumplimiento terapéutico a través de

02 03 04 05 06 07 08 09 10
1 - especificidad
MG MG+CTX

los datos de facturacion a Farmacia puesto que no son
un indicador directo de que el paciente realmente tome
la medicacién, sino exclusivamente de que la retira de la
farmacia. A falta de métodos directos para valorar el
cumplimiento, se trata de la medida mas aproximada y
recomendada para valorar el cumplimiento.

Se ha considerado como paciente incumplidora aque-
lla con una MPR inferior al 80%, pero no se ha conside-
rado si la no retirada de medicacién se producia en los
primeros o ultimos meses del periodo previo a la deter-
minacién del CTX, y este hecho podria tener un impacto
en el valor del CTX.

Otra de las limitaciones es que, una vez se dispone de
un punto de corte del CTX para valorar el cumplimiento,
seria necesario comprobarlo en otra muestra de pacien-
tes para confirmar que se observan resultados simila-
res.

Como fortaleza, el hecho de tratarse de una tinica de-
terminacién del CTX y que se puede realizar en cual-
quier momento del tratamiento, junto a la realizacion de
un cuestionario de cumplimiento, permite valorar de
una mejor forma el cumplimiento de las pacientes tra-
tadas con bifosfonatos, aunque haga tiempo que lo esté
tomando.

CONCLUSIONES

La valoracion conjunta de una unica determinacion del
CTX y del cuestionario de Morinsky-Green es la opcion
que presenta una mejor capacidad discriminativa para
valorar el cumplimiento terapéutico. Un valor del CTX
inferior a 0,196 ng/ml es el que presenta una mejor sen-
sibilidad y especificidad.
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Resumen

Objetivo: Nuestro estudio tiene como objetivo principal valorar la evolucién de los niveles de esclerostina en pacientes
con trasplante hepatico, e investigar su relacion con otros marcadores de remodelado dseo.

Material y método: Estudio observacional prospectivo. Se incluyeron 83 pacientes con trasplante hepatico. Se determi-
naron los valores de esclerostina, 3-crosslaps, fosfatasa alcalina 6sea, osteocalcina y proteina C reactiva la semana anterior
al trasplante y posteriormente, a los 1, 3, 6 y 12 meses. Se determinaron basalmente la 25 hidroxi-vitamina D y la para-
tohormona. En cada revision se evalud la existencia de fracturas. La evolucion de los marcadores respecto del valor basal
se determin6 mediante la prueba t-Student. Un valor de p inferior a 0,05 se consider6 estadisticamente significativo.
Resultados: 56 varones y 27 mujeres (edad media: 56,2+10,4 afios). Los niveles basales de esclerostina (0,76+0,35
ng/ml) disminuyeron de forma significativa precozmente (0,55+0,22 ng/ml en el primer mes, p=0,034), tendencia que
se mantuvo hasta los 12 meses (0,62+0,22 ng/ml, p=0,047). Al contrario, los niveles basales de osteocalcina (17+10,3
ng/ml) y B-crosslaps (0,44+0,3 ng/ml) se incrementaron significativamente a los largo del estudio; en el caso de la os-
teocalcina, hastalos 12 meses (37,27+26,84 ng/ml, p<0,01) y el B-crosslaps, hasta los 6 meses (0,62+0,34 ng/ml, p<0,01),
con un descenso posterior (0,47+0,31 ng/ml, p=0,2).

Conclusiones: Tras el trasplante hepatico existe un descenso de los niveles de esclerostina, opuesto a la elevacion de
otros marcadores de remodelado, 3-crosslaps y osteocalcina. Son necesarios mas estudios para determinar si estos cam-

bios tienen un impacto en la aparicion de osteoporosis en pacientes sometidos a trasplante.

Palabras clave: esclerostina, trasplante hepatico, resorcion 6sea, formacién 6sea, deficiencia de vitamina D.

INTRODUCCION

El trasplante de 6rgano sélido constituye una alternativa
eficaz en el estadio final de multiples enfermedades cré-
nicas, incrementando la supervivencia de los pacientes.
Sin embargo, dicha mejoria se asocia con ciertas com-
plicaciones, como una mayor incidencia de osteoporosis
y un riesgo aumentado de fracturas!. Numerosos estu-
dios han concluido que existe una pérdida de masa 6sea
tras el trasplante, mas marcada entre los tres y seis pri-
meros meses, que se prolonga hasta un afio después del
mismo. Posteriormente existe una estabilizacion e in-
cluso recuperacion de la masa 6sea en los dos afios pos-
teriores?*.

El trasplante hepatico se considera un factor de riesgo
independiente para desarrollar osteoporosis'=. En el caso
de los pacientes con un injerto hepatico, la incidencia de
fractura se estima entre un 10-43%?, siendo la localiza-
cién mas frecuente la columna vertebral?*. Entre los fac-
tores que contribuyen al aumento de riesgo de
osteoporosis y fracturas en estos pacientes se encuentran:
el tratamiento prolongado con inmunosupresores (prin-
cipalmente los inhibidores de la calcineurina)>>® y gluco-
corticoides®!?, la deficiencia de vitamina D (muy habitual
por la existencia de malnutricién) y las alteraciones en la
funcién hepatica evidenciadas en la mayoria de los pa-
cientes con cirrosis'3.

Correspondencia: Gonzalo Allo Miguel (gonzaloallo.endo@gmail.com)
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Los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo
ofrecen informacién basada en la prediccién dinamica
del mismo, siendo su aplicacién clinica mas aceptada la
evaluacién de la respuesta terapéutica con antirresorti-
vos!!1? y su potencial relacién con el riesgo de fractura.
Sin embargo, en el momento actual no existe consenso
respecto a la determinacion de marcadores bioquimicos
de remodelado 6seo en los pacientes con trasplante he-
patico3. La esclerostina (ESC) es una proteina sintetizada
por el osteocito que tiene un papel central en la regula-
cion del remodelado 6seo, ya que, simultdneamente,
actiia como regulador negativo de la formaciéon dsea y
estimula la resorcién dsea a través del RANK-ligando?3.
Su utilidad como marcador bioquimico de remodelado
0seo, en particular en pacientes trasplantados hepaticos,
no ha sido establecida.

Asi, nuestro estudio tiene como objetivo principal va-
lorar la evolucion de los niveles de esclerostina en pacien-
tes con trasplante hepatico y, por otro lado, investigar su
relacion con otros marcadores de remodelado 6seo.

PACIENTES Y METODOS

Disefio del estudio y seleccion de pacientes

Se trata de un estudio observacional prospectivo, desarro-
llado desde el afio 2015 al 2017, en un tnico centro: el
Hospital Universitario 12 de Octubre (Unidad de Metabo-
lismo Oseo del Servicio de Endocrinologfa y Nutricién).
Se incluyeron 83 pacientes caucasicos, cuampliendo la con-
dicion de ser candidatos a un trasplante hepético (inde-
pendientemente de la etiologia de la hepatopatia). Los
pacientes que hubiesen recibido farmacos que pudiesen
interferir en el remodelado 6seo previamente al tras-
plante fueron excluidos. El Comité Etico del centro aprobé
la realizacion del estudio y se obtuvo un consentimiento
informado firmado de todos los participantes. En todos
los pacientes se emple6 una pauta descendente de este-
roides hasta una dosis de prednisona de mantenimiento
de 20 mg durante los seis primeros meses (como parte
del protocolo habitual de trasplante del centro). Se deter-
minaron los valores de ESC, 3-crosslaps (CTX), fosfatasa
alcalina dsea (FA), osteocalcina (OC) y proteina C reactiva
(PCR) la semana anterior al trasplante y posteriormente,
alos 1, 3, 6 y 12 meses. La determinacién de 25 hidroxi-
vitamina D [25(0OH)D] y paratohormona intacta (PTH) se
realizé basalmente. Asi mismo, en cada una de las revi-
siones se evalud la existencia de fracturas.

Determinaciones bioquimicas

Las muestras de suero de los pacientes se obtuvieron
entre las 8:00 y las 9:00 horas, tras un ayuno nocturno, y
se mantuvieron congeladas a -702C. Los marcadores de
metabolismo 6seo incluyeron: OC (Cobas €602, electro-
quimioluminiscencia; rango de normalidad: 8-48 ng/ml)
y FA (IDS, Roche Diagnostics, enzimoinmunoanalisis;
rango de normalidad: 4,0-20,0 ng/ml) como parametros
de formacion 6sea, y CTX (Cobas €602, electroquimiolu-
miniscencia; rango de normalidad: 0,200-0,704 ng/ml)
como parametro de resorcidon. Asi mismo, se determind la
ESC mediante enzimoinmunoensayo (Human Sclerostin,
TECO Medical Group; rango de normalidad: 0,22-1,1
ng/ml). Los niveles de PTH se determinaron mediante
electroquimioluminiscencia (Cobas e602; rango de nor-
malidad: 7,0-57,0 pg/ml). Los niveles séricos de 25(0H)D
se determinaron mediante quimioluminiscencia (Archi-
tect 2000, Abbot Diagnostics). A pesar de no existir actual-
mente un criterio sobre los niveles séricos 6ptimos de
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25(0H)D, la mayoria de los autores definen como deficien-
cia de la misma valores por debajo de 20 ng/ml. Niveles
séricos entre 21 y 29 ng/ml pueden ser considerados
como insuficiencia relativa, y superiores a 30 ng/ml indi-
can suficiencia de la misma'*. La determinacién de PCR se
realizo mediante inmunoturbidimetria (C-Reactive Pro-
tein Gen.3, Roche Diagnostics, rango de normalidad infe-
rior a 0,1-0,5 mg/dl).

Fracturas

En cada una de las revisiones realizadas a los pacientes
se evalud la existencia de fracturas mediante anamnesis
clinica realizada al paciente y reevaluacion de factores
de riesgo para las mismas. En el caso de sospecha de
fracturas osteopordticas asintomaticas o paucisintoma-
ticas (como son los aplastamientos vertebrales) se rea-
lizé una radiografia dorsolumbar?s.

Analisis estadistico

El analisis estadistico ha sido realizado mediante Statis-
tical Package for the Social Sciences, SPSS (versién 21.0;
IBM, Armonk, Nueva York, EE.UU.). Se confirm¢ la dis-
tribucion normal mediante el test de Shapiro Wilks. La
evolucion de los marcadores respecto del valor basal se
determiné mediante la prueba t-Student. Todos los re-
sultados se expresaron como media *+ desviacion estan-
dar (SD). Un valor de p inferior a 0,05 se consideré como
estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Un total de 83 pacientes receptores de un trasplante he-
patico (56 varones y 27 mujeres) se incluyeron en el es-
tudio. La edad media de los pacientes fue de 56,2+10,4
afios. El peso medio del grupo era de 72,1+18,7 kg y su
IMC de 27,7+7,5 kg/m?2

Evolucion de los marcadores de remodelado 6seo
Los niveles basales de ESC eran 0,76+0,35 ng/ml y dismi-
nuyeron de forma significativa precozmente (0,55+0,22
ng/ml en el primer mes, p=0,034), tendencia que se
mantuvo hasta la finalizacion del estudio (0,62+0,22
ng/ml, p=0,047) (Tabla 1). No existieron diferencias sig-
nificativas entre ambos sexos en la evolucién del citado
marcador. Los niveles de ESC no se correlacionaron con
el desarrollo de fracturas. Por el contrario, los niveles
de OC (17+£10,35 ng/ml) presentaron un aumento pro-
gresivo y significativo a partir del 32 mes tras el tras-
plante (31,85£26 ng/ml, p<0,01), que se mantuvo hasta
el final del periodo de seguimiento (37,27+26,84 ng/ml,
p<0,01). En ambos sexos, la evolucién de los niveles OC
fue similar.

En relacién al CTX, los niveles previos al trasplante
eran de 0,44+0,35 ng/ml. Al mes del trasplante se observé
un incremento significativo (0,81+0,47 ng/ml, p<0,01)
que persistia hasta los 6 meses (0,62+0,34 ng/ml, p<0,01)
comparado con el nivel basal. A los 12 meses se objetivd
un descenso marcado de CTX hacia el valor previo al tras-
plante (0,47+0,31 ng/ml, p=0,2). No hubo diferencias en
cuanto a la evolucién de CTX entre ambos sexos pero,
desde el tercer mes, el grupo de mujeres presentaba ni-
veles significativamente mas elevados que los varones
(0,94+0,62 ng/ml y 0,61+0,34 ng/ml, respectivamente,
p<0,01). Los niveles de FA presentaron discretas variacio-
nes a lo largo del estudio, sin evidenciar cambios signifi-
cativos en ninguna de las determinaciones (Tabla 1), ni
diferencias entre ambos sexos.
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Tabla 1. Evolucion de la esclerostina y del resto de los marcadores de remodelado 6seo a lo largo del estudio (media +

desviacion estandar)

Basal 12 mes
0C (ng/ml) 17 10,35 17,95 + 12,40
FA (ng/ml) 34,87 +17,8 30,16 + 13,77
CTX (ng/ml) 0,44 + 0,35 0,81+0,47
ESC (ng/ml) 0,76 + 0,35 0,55 +0,22

32 mes 62 mes 122 mes
31,85+ 26 35,75+ 32,63 37,27 £ 26,84
27,97 +11,93 42,07 £ 21,23 31,05 +11,41
0,72 +0,48 0,62 + 0,34 0,47 +0,31
0,63 +0,23 0,63+ 0,30 0,62 +£0,22

OC: osteocalcina; FA: fosfatasa alcalina; CTX: B-crosslaps; ESC: esclerostina.

No se evidenciaron correlaciones estadisticamente
significativas entre los diferentes marcadores de meta-
bolismo éseo del estudio.

Vitamina D y PTH

En el momento del trasplante, los niveles de 25(OH)D se
encontraban en el rango de deficiencia: 10,4+6,5 ng/ml.
El 82,1% de los pacientes presentaban deficiencia (ni-
veles de 25(0OH)D <20 ng/ml) y el 17,9% niveles de in-
suficiencia relativa. En cuanto a la PTH, el valor medio
inicial se encontraba levemente por encima del limite
alto del rango de normalidad (78,8+52 pg/ml). No se
evidenciaron correlaciones de interés entre los valores
séricos de PTHy 25(0H)D y los marcadores de remode-
lado 6seo incluidos en el estudio.

Inflamacién

Los niveles de proteina C reactiva (PCR) se encontraban
elevados antes del trasplante (4,77+3,8 mg/dl). Tras la
intervencidn, se evidenci6 un descenso progresivo y sig-
nificativo durante los 3 primeros meses del estudio,
hasta una cifra de 1,3+3,5 mg/dl (p<0,005).

Fracturas

Alo largo del afio de seguimiento se objetivaron 3 fracturas:
un aplastamiento vertebral y 2 fracturas de Colles (una de ellas
tras un traumatismo en un accidente). No existi6 ninguna co-
rrelacién estadisticamente significativa entre el desarrollo de
fractura tras el trasplante y los diferentes marcadores de
metabolismo 6seo.

Discusion

En los ultimos afios se ha propuesto que la ESC, glico-
proteina de 213 aminoacidos secretada por el osteocito,
la que produce una inhibicién de la formacién 6sea me-
diante supresion de la via de sefializaciéon intracelular
Wnt/B-catenina, podria ser un biomarcador de impor-
tancia central en la evaluacién del remodelado 6seo®®.
Sin embargo, existe poca informacién acerca de los ni-
veles de ESC después de un trasplante de 6rgano sélido,
aunque los pacientes sometidos a dicho procedimiento
sufren con elevada frecuencia osteoporosis y, en parti-
cular, fracturas vertebrales. Asi, en un estudio realizado
en biopsias 6seas de pacientes sometidos a distintos
tipos de trasplante (rifién, higado, corazén) se ha des-
crito un aumento en la expresién de ESC evaluada me-
diante inmunohistoquimica'’.

En el presente estudio prospectivo observacional se
ha pretendido valorar la evolucion de los niveles de es-

clerostina (ESC) y otros marcadores de remodelado 6seo
durante 12 meses después de un trasplante hepatico.
Nuestros resultados muestran un descenso significativo
de los niveles séricos de ESC, en contraposicion con un
aumento del resto de marcadores de remodelado (OCy
CTX).

Estos resultados son similares a los descritos en pa-
cientes con trasplante renal, en los que se observa un
descenso acusado (30-60%) de los niveles séricos de
ESC después del trasplante!®!®, especialmente en los 2
primeros meses tras la intervenciéon. En nuestro estudio
el descenso mas marcado también se produce en el pri-
mer mes. Hasta el momento, no se ha podido establecer
una relacién entre los niveles de ESC en pacientes con
trasplante renal y el riesgo de fracturas o de eventos car-
diovasculares, aunque si con la presencia de calcificacio-
nes vasculares?.

En el trasplante renal se plantea que uno de los facto-
res fundamentales que justifican el descenso inicial de la
ESC podria ser una pérdida aumentada de la misma por
la orina, debido a una disfuncién tubular por sobrecarga,
tipica del periodo inicial posterior al trasplante?!. En el
caso del higado, estudios previos han demostrado que en
ciertas patologias que pueden precisar de la realizacién
de un trasplante, como la cirrosis biliar primaria, los pa-
cientes presentaban niveles de esclerostina aumenta-
dos?2. Entre los posibles factores que justificarian el
descenso inicial de la ESC podrian encontrarse la mejoria
de la situacion pro-inflamatoria tras la cirugia y la inmu-
nosupresion.

En cuanto a la inflamacién, en nuestro estudio los ni-
veles de PCR se encontraban basalmente elevados y dis-
minuyeron significativamente a lo largo del afo (pese a
que no se objetivd correlacion entre el valor de la ESCy
el de la PCR). Sin embargo, en la literatura existen ejem-
plos en los que no se ha confirmado la posible relacion
entre la ESC y la inflamacién. Asi, en un estudio previo
en pacientes con artritis reumatoide tratados con inhi-
bidores de TNF (factor de necrosis tumoral) no se evi-
dencié ningun efecto del tratamiento antiinflamatorio
sobre los niveles de ESC?3.

El descenso de la ESC objetivado en los pacientes de
nuestro estudio podria ser una de las causas que justifi-
quen la mejoria en el metabolismo mineral tras la inter-
vencidn, al igual que se ha planteado en los pacientes
sometidos a un trasplante renal*®!?, Una de las hipotesis
propuestas es que los cambios en la ESC reflejarian la
optimizacion en el funcionamiento del osteocito tras el
trasplante?+,



28 Martin Gonzélez A, Allo Miguel G, Aramendi Ramos M, Librizzi S, Jiménez C, Hawkins F, etal. OR|GINALES

En un estudio realizado previamente en trasplanta-
dos renales, los varones presentaban un nivel similar de
ESC que las mujeres antes de la intervencién'’. De forma
similar, en nuestro estudio no observamos ninguna di-
ferencia entre las concentraciones séricas de ESC en
ambos sexos, ni al inicio del estudio ni durante el segui-
miento.

Respecto al resto de marcadores del remodelado
0seo, en nuestro estudio se objetivo un incremento de
los marcadores de formacion 6sea (0C), asi como de los
de resorcion 6sea (CTX). Dichos resultados son coheren-
tes con los ya presentados en la literatura, tras el tras-
plante hepatico?. Recientemente, se ha objetivado
incremento de CTX y del propéptido aminoterminal del
procolageno tipo I (P1NP) a los 6 meses del trasplante
hepatico?. Estos resultados, similares a los de nuestro
grupo, parecen confirmar la existencia de un elevado re-
modelado 6seo en los pacientes sometidos a un tras-
plante. En este contexto, es necesario destacar la
influencia de los esteroides (como parte del tratamiento
tras el trasplante) favoreciendo la resorcién y supri-
miendo la formacién ésea, especialmente durante los
seis primeros meses tras la intervencion®1°,

Ademas de la determinacion de marcadores de re-
modelado 6seo, en nuestro estudio también se ha con-
firmado la existencia de una tasa elevada de deficiencia
de 25(0H)D previa al trasplante (82,1%). Tras una su-
plementacién adecuada se objetivé una mejoria signi-
ficativa de los niveles de 25(0H)D, hasta situarse el
valor medio en rango de insuficiencia. De manera para-
lela se objetivaron niveles levemente elevados de PTH
(en contexto probable de hiperparatirodismo secunda-
rio a deficiencia de vitamina D) antes de la cirugia, con
una normalizacion a los 12 meses, tras la mejoria en las
cifras de 25(0OH)D. Son multiples los factores que influ-
yen en los niveles insuficientes de 25(0H)D previa-
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mente al trasplante: estado proinflamatorio, mayor pre-
valencia de desnutricion, pérdida de la contribucién he-
patica por la hidroxilacién de su precursor, etc.® En
varios estudios previos se han evidenciado tasas eleva-
das de deficiencia de 25(0OH)D, aunque no tan elevadas
como las mostradas en nuestra cohorte. Asi, en un
grupo de pacientes sometidos a un trasplante hepatico
se objetivo una tasa de deficiencia de 25(0H)D del 37%,
con una mejoria alos 6 meses, situandose la tasa de de-
ficiencia en el 17%?25.

Nuestro estudio presenta varias fortalezas. En primer
lugar, la existencia de una tamafio muestral éptimo
(n=83). Asi mismo, se trata de un estudio longitudinal y
prospectivo. Finalmente, es el primer estudio que in-
cluye la determinacidén de la ESC tras el trasplante hepa-
tico. Pese a ello, el estudio presenta ciertas limitaciones.
No se evalué la densidad mineral 6sea, ni la etiologia de
la hepatopatia que motivé el trasplante. Por otro lado, el
bajo nimero de fracturas observadas no permite extraer
conclusiones acerca del impacto real de estos cambios
sobre el riesgo de osteoporosis post-trasplante?®.

En resumen, nuestros resultados encuentran un des-
censo de los niveles de ESC después del trasplante he-
péatico, que va en sentido opuesto a las variaciones
observadas en otros marcadores de remodelado como
CTXy OC.

La deficiencia de 25(0OH) vitamina D pre-trasplante es
elevada y mejora tras suplementacion. Son necesarios
mas estudios para determinar si estos cambios tienen un
impacto relevante en la aparicién de osteoporosis o en-
fermedades cardiovasculares a largo plazo en pacientes
sometidos a trasplante.

Financiacion: El estudio recibi6 una dotacion econé-
mica dentro del proyecto PIE 13/00045. Instituto de
Salud Carlos III.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflictos de intereses.
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Resumen

La vitamina D es un concepto familiar para cualquier profesional que trabaje en biologia clinica, pero ahora lo es también
para una gran parte de la poblacién. Los colosales esfuerzos de investigacion desarrollados durante la ultima década
han conducido a una explosion del nimero de determinaciones solicitadas del metabolito mas cualificado para expresar
el estado corporal de la vitamina D, 25-OH vitamina D (25-OHD) libre, representa la pequefia fraccién no ligada a las
proteinas transportadoras. De acuerdo con la hipétesis de la hormona libre, deberia ser considerada como la mejor re-
presentacion del estado corporal de la vitamina D. Lamentablemente, se ha prestado poca atencién a esta determinaciéon
ya que, hasta hace poco, la comunidad cientifica solo disponia de métodos indirectos y tediosos para medirla.

Hace unos pocos afios que se publicé un método de medicion directa del 25-OHD libre ya disponible para efectuar es-

tudios de investigacidn con resultados prometedores.

Palabras clave: cancer colorrectal, envejecimiento, osteoporosis, gestacion, infertilidad, 25-hidroxivitamina D,

25 hidroxivitamina D libre, 1,25-dihidroxivitamina D.

INTRODUCCION

En las tltimas décadas la vitamina D ha suscitado un cre-
ciente interés, no solo en el entorno médico, sino también
entre la poblacién en general. Inicialmente, la evaluacion
de la vitamina D era parte de la evaluacién del metabo-
lismo éseo cuando, por ejemplo, se sospechaba raqui-
tismo u osteomalacia, o en poblaciones en riesgo de
osteoporosist. El 25-hidroxivitamina D (25-OHD) es el
metabolito circulante de mayor concentracién y vida
media mas larga, y se emplea para monitorizar el estado
corporal de la vitamina D, aunque los pacientes con en-
fermedad renal crénica y sometidos a tratamiento de dia-
lisis también son controlados mediante mediciones de la
evaluacién de dicho estado?. En este caso, ademas del 25-
OHD, también se mide el metabolito activo de la vitamina D,
el 1,25-dihidroxivitamina D (1,25-(0OH)2D), que se pro-
duce principalmente en las células del tibulo proximal
de la nefrona.

En el pasado, las mediciones de vitamina D realizadas
por los laboratorios era limitadas y casi siempre con
fines de investigacion. Desde hace unos diez afios la si-
tuacién ha cambiado. La peticién de determinaciones ha
aumentado drasticamente y en la actualidad se publican
cada aflo més de 4.500 articulos® sobre vitamina D, ha-
biéndose incluso sensibilizado a la opinién publica ge-
neral. Esto se debe al conocimiento de la implicacion de
los metabolitos de la vitamina D en multiples procesos
fisiologicos*, a su asociacion con diversas patologias y a
la divulgacion de estudios clinicos, asi como a la difusion
del concepto de 'vitamina del sol' para la poblacién en
general.

En la actualidad, aproximadamente el 90% de las de-
terminaciones solicitadas y realizadas en el laboratorio

se refieren a la forma 25-OHD total. Una concentracion
por debajo de 20 ng/mL se acepta como deficiencia, y
una concentracion inferior a 30 ng/mL se considera in-
suficiente. Los niveles ideales son los superiores a 30
ng/mL, mientras que los de toxicidad se encuentran por
encima de 100-150 ng/mL. Este tema es en la actualidad
motivo de debate, habiéndose descrito casos reales de
intoxicacion, principalmente debido a errores de formu-
lacién y/o errores en la toma diaria>®. El1 10% restante
de las solicitudes de metabolitos de la vitamina D lo son
del metabolito activo, el 1,25-(0OH)2D, las cuales en su
mayor parte son solicitadas por error, por confusion
entre ambos metabolitos por el prescriptor’. Los resul-
tados de esas pruebas, realizados para evaluar el sis-
tema endocrino de la vitamina D en poblaciones sanas
y enfermas, siguen siendo controvertidos, y esto se debe
a multiples razones®.

Para facilitar el trabajo de investigadores y clinicos se
han desarrollado varios ensayos nuevos. El epimero C3,
un estéreo-isémero del 25-OHD, ahora se puede medir
facilmente mediante métodos de cromatografia liquida-
espectrometria de masas (HPLC-MS/MS), aunque su im-
portancia clinica no se comprende claramente®. El
24,25-dihidroxivitamina D (24,25-(0H)2D), que es un
catabolito del 25-OHD, también se puede medir por mé-
todos de HPLC-MS/MS, y es ttil en el diagnéstico de hi-
percalcemia infantil idiopatica'®. La medicion de niveles
de 25-OHD biodisponible y libre también se han incor-
porado como nuevos marcadores del estado de la vita-
mina D y, aunque el concepto se conoce desde la década
de los 80, no se ha estado utilizando habitualmente, de-
bido a la falta de un método adecuado para su cuantifi-
cacion'l,
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FISIOLOGIA DE LA VITAMINA D LIBRE

El 25-hidroxivitamina D libre (25-OHD libre) representa la
fraccion de 25-OHD que no estd unida a proteinas ligadoras
de vitamina D. Debido a su naturaleza hidrofébica, los me-
tabolitos de la vitamina D, especialmente el 25-OHD, se
unen a proteinas transportadoras. La principal es la proteina
de unio6n a la vitamina D (VDBP o DBP), también conocida
como GC-globulina, la cual se une a todos los metabolitos
de la vitamina D pero con mayor afinidad por el 25-OHD, li-
gando aproximadamente el 90% de su concentracién cir-
culante. La albimina, debido a su alta concentracién en
sangre, aunque con una afinidad mucho menor que la VDBP
por la 25-OHD, se une al 10% restante'2. Una pequeiia frac-
cién, que representa menos del 0,1% del total, circula en
forma libre, no ligada!®. La suma del 25-OHD libre y la frac-
cion unida a la albiimina se denomina 25-OHD biodisponi-
ble, ya que se cree que el complejo albimina-25-OHD, de
baja afinidad, permite que las moléculas de 25-OHD estén

disponibles facilmente para producir sus efectos bioldgi-
cos™. Sin embargo, este concepto tiende a abandonarse a
favor de la hipétesis de la hormona libre (Figura 1).

HIPOTESIS DE LA HORMONA LIBRE

La hipotesis de la hormona libre establece que la actividad
bioldgica de una hormona se ve afectada por su concen-
tracion no ligada a proteina (libre) en lugar de la concen-
tracion ligada a proteinas plasmaticas. En 1989, Mendel
propuso que esta hipdtesis "probablemente sea valida con
respecto a todos los tejidos para hormonas tiroideas, cor-
tisol y metabolitos hidroxilados de la vitamina D"*5. Mas
tarde, Chun et al.'® conjeturaron que "la unién de 25-OHD
a VDBP dificulta el aporte de 25-OHD a los tejidos diana,
lo que finalmente impide su metabolismo a la forma activa,
1,25-(OH)2D. Por el contrario, es la forma no ligada y libre
la que puede atravesar la membrana celular y, por lo tanto,
ejercer las acciones biolégicas” (Figura 2).

Figura 1. Vitamina D libre y biodisponible: 25-0OH vitamina D libre, biodisponible, y total. Union de 25-OH vitamina D
a albumina y DBP (proteina transportadora de la vitamina D)
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Figura 2. Mecanismos de transporte: Mecanismos mediados por receptor de membrana e independientes de receptor para la cap-
tacion celular de vitamina D. Los metabolitos de la vitamina D se unen a la DBP en suero y liquido extracelular. La entrada a la
célula de metabolitos de vitamina D puede ocurrir a través de uno de los mecanismos diferentes de los cuatro descritos en el esquema
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Esta hipétesis de la hormona libre ha sido validada
clinicamente para las hormonas tiroideas, con la apari-
cion de ensayos para las T3 y T4 libres. Estos ensayos
han reemplazado en la practica a la mayoria de las de-
terminaciones de T3 y T4 totales que se efectuaban pre-
viamente en laboratorios clinicos!’. La historia es
similar, aunque en menor medida, para la testosterona
y el cortisol'®, Para la vitamina D la situacioén es algo di-
ferente, ya que el metabolito medido (25-OHD) no es la
forma hormonalmente activa (lo es el 1,25-(0H)2D). No
obstante, como explicaron previamente Chun et al.’6, la
conversion de 25-OHD en 1,25-(0H)2D, y, en consecuen-
cia, la actividad biolégica de la vitamina D, estd muy in-
fluenciada por la concentracion de 25-OHD libre en el
plasma.

METODOS PARA LA MEDICION DE 25-OHD LIBRE

Historicamente se han medido los metabolitos 25-OHD
y 1,25-(0OH)2D libres mediante ultrafiltracién centrifuga
y didlisis en equilibrio usando el metabolito tritiado, que
constituye el inmunoensayo clasico para la medicién de
las concentraciones totales. Se han empleado ecuaciones
simples para calcular la concentracién de hormona libre®?y,
aunque estos métodos proporcionan resultados fiables,
son extremadamente complicados de montar, ademas
de precisar mucho tiempo y un gran volumen de muestra,
ademas de requerir la manipulaciéon de material marcado
con tritio y/o carbono-14. Porlo tanto, alo largo del tiempo
se han desarrollado otros métodos de cuantificacion los
cuales se basan en la medicién del metabolito total de la
vitamina D y las concentraciones de proteina ligadora,
empleando las constantes de afinidad relacionadas?’.
Mientras que en los laboratorios clinicos la cuantifica-
cion de albumina y 25-OHD total forman parte de los
analisis de rutina, la cuantificacion de VDBP se basa en
kits para uso tan solo en investigacion (Research Use
Only, RUO), habitualmente no validados. Los ensayos que
emplean anticuerpos monoclonales han demostrado
ser poco fiables, ya que no miden por igual los diferentes
polimorfismos de VDBP. Sin embargo, los ensayos y las
técnicas que emplean inmunodifusion radial usando an-
ticuerpos policlonales producen excelentes resultados?.
Como en las diferentes muestras de suero a evaluar se en-
cuentran formas diferentes de VDBP, y, aunque esto toda-
via es motivo de debate dado que estas diferentes formas
tienen diferentes coeficientes de unién para 25-OHD, el
calculo de cada muestra deberia incluir, idealmente, el
genotipado del paciente para emplear el coeficiente
apropiado?!. En la practica clinica esto se hace muy ex-
cepcionalmente (Figura 3).

En el afio 2017 se desarrollé un nuevo método di-
recto y se puso a disposicion de la comunidad cientifica.
La cantidad de 25-OHD libre se mide mediante el ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA; del in-
glés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). La separa-
cién de las formas libre y unida, asi como la captura de
la primera, se consigue mediante el uso de un anticuerpo
monoclonal (anti-25-OHD), alterando lo menos posible
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el equilibrio entre ambas formas??, habiéndose validado
la precision, sensibilidad, exactitud y especificidad del
ensayo. Por otro lado, esta metodologia genera resulta-
dos similares a los obtenidos mediante ultrafiltracién
centrifuga y se ha empleado con éxito en muchos estu-
dios clinicos. El ensayo obtuvo el marcado de Conformi-
dad Europea (CE) de la Unién en el 2018, lo cual permite
su uso en laboratorios de diagndstico in vitro (IVD; del
inglés, In-Vitro Diagnostic).

25-OHD LIBRE EN ESTUDIOS CLiNICOS

Recientemente, Tsuprykov et al.?® publicaron un método
de medicién directa para los 25-OHD libre y total, en una
cohorte de 297 mujeres caucasicas sanas embarazadas (la
edad gestacional varié desde la semana cuarta hasta la
cuadragésima), junto con el 25-OHD total, y otros parame-
tros (Tabla 1). El 25-OHD libre se correlacioné mejor que
la total con diversos parametros, por lo que se concluyd
que la monitorizacion 6ptima del estado de vitamina D en
mujeres embarazadas deberia consistir en mediciones de
25-OHD libre al comienzo y al final del embarazo.

El mismo afo, Franasiak et al. estudiaron el 25-OHD
libre en un pequefio grupo de pacientes infértiles?*. El
25-OHD libre fue calculado usando los datos de DBP ob-
tenidos con un ensayo basado en anticuerpos, y mostré
diferencias estadisticamente significativas entre los gru-
pos de infértiles y control (6,3+2,9 pg/mL vs. 4,3+1,8
pg/mL), diferencias que no se observaron para el 25-
OHD total (30,3£9,8 ng/mL vs. 28,9£8,7 ng/mL). Estos
resultados se explican por la menor concentracién de
DBP en el grupo infértil, que influye en el equilibrio
entre las formas libre y unida de 25-OHD. Aunque estos
datos solo representaban un estudio piloto, concluyeron
que la cuantificacién de 25-OHD total puede ser enga-
nosa al evaluar el estado de la vitamina D en situaciones
de infertilidad.

El 25-OHD libre también se ha estudiado en mujeres
ancianas afroamericanas sanas mayores de 60 afos?’,
analizando la relacidn entre el rendimiento fisico y la
prevencion de la osteoporosis con vitamina D en esta
poblacioén. Se trata de un estudio de 3 afios de duracion,
aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, que
examino el efecto de la vitamina D sobre el rendimiento
fisico y la pérdida 6sea en 260 mujeres. El 25-OHD libre
predijo significativamente la fuerza de prensién en un
modelo de regresion lineal (R?=0,02; F=5,22, coeficiente
de regresion [(]=1,52; p=0,023), sugiriendo que para
cada incremento de 1 pg/mL de 25-OHD libre se produ-
cia un aumento en la fuerza de prensién de 1,52 Ib, no
encontrandose esta asociacion para el 25-OHD total.
Estos resultados sugieren la utilidad de 25-OHD libre
como predictor del rendimiento fisico con el envejeci-
miento de las mujeres afroamericanas. La asociacién de
25-0OHD libre con medidas del rendimiento de las extre-
midades superiores e inferiores respalda el examen adi-
cional del papel del 25-OHD libre de suero en el rendimiento
fisico para prevenir la fragilidad y las fracturas en adul-
tos mayores (Figura 4).

Figura 3. Calculo de 25-OH de vitamina D libre. BC: coeficiente de union. DBP: proteina transportadora de la vitamina D

25-0OHD total

25-0OHD libre =

BC albtimina x [albumina] + BC DBP x [DBP]
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Tabla 1. Correlacion de metabolitos de vitamina D 25-0H vitamina D total de, 25-OH vitamina D libre y 1,25(0H),, vitamina D
con parametros de la gestacion y otros parametros bioquimicos. En negrita, los resultados estadisticamente significativos

Edad gestacional (dias) p=0,957 p=0,003 p<0,001
Edad maternal (afios) p<0,001 p<0,001 p=0,564
PTH (pg/mL) p<0,001 p=0,010 p=0,014
Calcio (mmol/L) p=0,238 p=0,006 p<0,001
Fosfato (mmol/L) p=0,119 p=0,920 p=0,867
Fosfatasa alcalina (pg/mL) p=0,037 p<0,001 p<0,001
Albtimina (g/dL) p=0,101 p=0,010 p<0,001
LDL (mg/dL) p=0,527 p<0,001 p<0,001
Urea (mg/dL) p=0,860 p=0,028 p<0,001
Adiponectina (ug/mL) p=0,302 p=0,009 p=0,001
Sodio (mmol/L) p=0,335 p=0,505 p=0,588
Vitamina B12 (pg/mL) p=0,055 p<0,001 p<0,001
TSH (uU/mL) p=0,319 p=0,089 p=0,816
Tiroxina libre (ng/dL) p=0,183 p=0,033 p<0,001
Triodotironina (pg/mL) p=0,028 p=0,001 p=0,401
HDL (mg/dL) p=0,001 p=0,449 p<0,001
Cociente LDL/HDL p=0,161 p=0,003 p<0,001
Vitamina B6 (ng/mL) p=0,024 p<0,001 p<0,001
Zinc (umol/L) p=0,822 p=0,090 p<0,001
Hemoglobina (g/dL) p=0,382 p=0,065 p<0,001
Hematies (10¢/pL) p=0,841 p=0,313 p=0,002
Leucocitos (103/uL) p=0,789 p=0,024 p<0,001

Figura 4. Relacion entre el 25-OHD libre y la fuerza de prension?®

r=0,14, p=0,023
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Otra aplicacién, en Oncologia, fue propuesta por el grupo
de Yang?. El objetivo de este estudio fue evaluar exhaustiva-
mente el valor prondstico de la VDBP, el 25-OHD total y el
libre y su biodisponible en pacientes con cancer colorrectal
en los estadios I-111. Los resultados mostraron que la eleva-
cion de 25-OHD libre y su biodisponible se asocié significa-
tivamente con una mejor supervivencia a los 5 afos, tras la
realizacion de un andlisis estadistico univariado. Al comple-
tar el estudio efectuando un andlisis multivariado de Cox,
también encontraron que los niveles altos de 25-OHD libre
(HR=0,442; 1C 95%=0,238-0,819; p<0,010) podria identifi-
carse como factor independiente para predecir una mejor
supervivencia. En conclusion, el estudio sugirié que niveles
mas altos de 25- OHD libre y biodisponible se asociaban a
una mayor supervivencia en los pacientes con cancer colo-
rrectal en los estadios I-11I. Ademas, el 25-OHD libre podria
considerarse como un biomarcador de pronéstico indepen-
diente para supervivencia. Mas recientemente se han publi-
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cado muchos otros articulos incluyendo revisiones y estu-
dios clinicos, que destacan la importancia del 25-OHD libre?’.

CoNCLUSION

Aunque el concepto de hormona libre y su importancia
fisiolégicay clinica se conoce desde hace mucho tiempo,
el metabolito 25-OHD libre todavia es un tema relativa-
mente nuevo de investigacion. La ausencia de un proce-
dimiento de medicion directa ha sido probablemente
una de las razones para explicar esta situacioén. Con el
inmunoensayo directo ya disponible, la cantidad de es-
tudios esta creciendo rapidamente y las posibles aplica-
ciones clinicas estan apareciendo en la literatura. El
verdadero potencial de este parametro todavia tiene que
establecerse en la practica clinica habitual, a través de
estudios clinicos mas amplios en areas relevantes, prin-
cipalmente en el embarazo, la fertilidad, las enfermeda-
des renal y hepatica, asi como en los pacientes criticos.
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