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Fracturas femorales atípicas: una rara complicación
posiblemente debida a la acumulación de variantes
genéticas raras

os fármacos antirresortivos, como los bis-
fosfonatos y denosumab, son muy eficaces
para disminuir el riesgo de fracturas verte-
brales y no vertebrales en pacientes con

osteoporosis. Tienen una forma de administración
cómoda, generalmente se toleran bien y los efec-
tos secundarios son leves y poco frecuentes. Sin
embargo, algunos pacientes ocasionales pueden
presentar complicaciones peculiares con el trata-
miento, como las fracturas femorales atípicas (FFA)
y la osteonecrosis maxilar. Estas complicaciones
ocurren muy raramente, pero son potencialmente
graves y de difícil manejo, por lo que son fuente
de inquietud para algunos médicos y muchos
pacientes. Este temor parece influir de manera
negativa, aunque no justificada, sobre el cumpli-
miento terapéutico. Por eso, sería sumamente útil
poder identificar a los raros pacientes que tienen
riesgo de desarrollar estas complicaciones.
El caso de las FFA es particularmente paradójico,
puesto que se trata de fracturas que aparecen aso-
ciadas a tratamientos que se dan precisamente
para disminuir el riesgo de fractura. La ASBMR
(American Society for Bone and Mineral Research)
ha elaborado unos criterios para identificar las
fracturas atípicas, que incluyen una localización
subtrocantérea o diafisaria, un origen en la corti-
cal externa y trayecto transversal o levemente
oblicuo, una conminución mínima o ausente, un
engrosamiento perióstico en la cortical externa y
la ausencia de traumatismo de alto impacto como
desencadenante1. Las FFA se han relacionado sobre
todo con los bisfosfonatos, pero también se han
comunicado casos asociados a otros fármacos
antirresortivos2. Asimismo, se ha descrito la apari-
ción de fracturas con características similares a las
FFA en pacientes con algunas enfermedades
esqueléticas monogénicas, como la osteogénesis
imperfecta, la picnodisostosis, la osteopetrosis, el
raquitismo hipofosfatémico o la hipofosfatasia,
incluso sin que hayan recibido antirresortivos3,4.
La frecuencia de las FFA varía notablemente de
unos estudios a otros. Las estimaciones oscilan

entre 3 y 50 casos por cada 100.000 pacientes-año
de tratamiento con bisfosfonatos. El tratamiento
prolongado, durante más de 5 años, parece aso-
ciarse a un aumento del riesgo, llegando la inci-
dencia, en esos casos, a unos 130 casos por
100.000 pacientes-año5. En varios estudios se han
explorado los factores clínicos asociados a las
FFA. Entre ellos, el tratamiento con glucocorticoi-
des junto a los bisfosfonatos es el que se ha aso-
ciado con aumento del riesgo de FFA de manera
más consistente5,6.
Siendo las FFA una complicación que aparece
muy raramente, sólo en una minoría de los
pacientes tratados con antirresortivos, se piensa
que la predisposición individual debe de ser un
factor muy importante. A favor de ello está el
hecho de que con cierta frecuencia las fracturas
son bilaterales en los pacientes afectos. De ahí
que varios autores han analizado si estos pacien-
tes tienen alguna característica genética predispo-
nente. En esta línea, el trabajo de Roca-Ayats y
cols.7 que se publica en este número de la revista
es particularmente interesante por el hecho de
incluir tres hermanas con FFA. La asociación fami-
liar refuerza la idea de la predisposición de causa
genética. Los autores secuenciaron el exoma, es
decir, las regiones codificantes del ADN. La mayo-
ría de las enfermedades hereditarias se deben a
mutaciones en estas regiones, aunque ellas sólo
representan alrededor del 1% del ADN. Roca-
Ayats y cols. encontraron varias mutaciones en las
3 hermanas estudiadas, incluyendo algunas en
genes que codifican enzimas de la vía del meva-
lonato. Estas mutaciones son particularmente inte-
resantes porque esa vía es diana de los bisfosfo-
natos, lo que otorga plausibilidad biológica a la
relación causal entre esas variantes y las FFA aso-
ciadas a estos fármacos antirresortivos. Sin embar-
go, los autores no pudieron confirmar que esas
mutaciones estuvieran implicadas en las FFA sufri-
das por otras pacientes sin parentesco con las
anteriores. En el estudio de Roca-Ayats también se
observó que algunas pacientes tenían una muta-
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ción en el gen CYP1A1, que metaboliza diversas
hormonas, eicosanoides y agentes exógenos. En
otros estudios se han encontrado mutaciones en
los genes que codifican proteínas óseas como la
fosfatasa alcalina o el colágeno en algunos pacien-
tes aislados con FFA. Pero en la mayoría de los
casos analizados no se encontraron estas mutacio-
nes4.  
Estos resultados sugieren que existe heterogenei-
dad genética, es decir, los genes de susceptibilidad
varían de unos pacientes a otros. Los análisis in
silico y algunos experimentos funcionales sugie-
ren que esas mutaciones tienen un efecto deleté-
reo sobre la función de las proteínas8. Sin embar-
go, hay que tener en cuenta que aún no se ha
demostrado de manera fehaciente que las muta-
ciones estén directamente relacionadas con el ries-
go de sufrir FFA.
Otra cuestión que tampoco está aclarada definitiva-
mente es si las FFA responden a un patrón mono-
génico o poligénico, es decir, si vienen determina-
das por una sola variante en un gen determinado
(aunque diferente de unos pacientes a otros) que
provoca un grave defecto en la biología ósea, o si
se deben a la acumulación de variantes con efec-
tos negativos en varios genes, cada una de ellas
con una repercusión limitada. En un estudio pre-
vio de genotipado de pacientes con FFA mediante
una tecnología de exón-chip, que analiza variantes
raras en el exoma, nosotros encontramos que los
pacientes tendían a acumular variantes no presen-
tes en los sujetos control9. Ello apoya la idea de
una susceptibildad de base poligénica. No obstan-
te, esos resultados están pendientes de confirmar
en otros grupos de pacientes. 
Aunque los resultados publicados en este campo
son aún muy pocos, llama la atención la ausencia
de replicación. Es decir, las variantes genéticas
asociadas a las FFA, a) son diferentes en los diver-
sos estudios, y b) difieren entre los diversos
pacientes de un mismo estudio. Lógicamente, el
trabajo de Roca-Ayats es una excepción en este
último aspecto, puesto que incluyó varios miem-
bros de una misma familia. Ello sugiere que las
variantes que predisponen a las FFA son variantes
raras, muy poco frecuentes en la población gene-
ral, probablemente propias de un grupo poblacio-
nal concreto, o incluso de un paciente concreto. Si
realmente esto es así, va a resultar muy complejo
replicar los resultados en poblaciones distintas.
De hecho, algunos estudios epidemiológicos apo-
yan la importancia del fondo genético y la raza en
la susceptibilidad a las FFA. Así, esta complicación
parece ser mucho más frecuente entre los asiáticos
que en la población caucásica5,10. Por otro lado, las
FFA pueden venir favorecidas por ciertas caracte-
rísticas del desarrollo esquelético. De hecho, en
varios estudios se ha visto una asociación entre la
curvatura del fémur y las FFA, de manera que las
FFA serían más frecuentes en los pacientes con
fémur varo11. Pero este fenómeno no es universal.
Algunas pacientes con FFA no presentan variza-
ción del fémur y en ellas la susceptibilidad presu-
miblemente viene condicionada por anomalías del

remodelado u otras alteraciones de la biología
ósea, más que por alteraciones en su geometría.
Los estudios de barrido genómico y de análisis de
exoma están aportando los primeros datos de cara
a iluminar los determinantes de la susceptibilidad
individual a las FFA. Para avanzar en este campo,
se necesitan, por un lado, estudios genéticos de
grupos de pacientes mucho más amplios. Por otro,
estudios funcionales que demuestren la repercu-
sión real de esas variantes genéticas sobre el
hueso, mediante el análisis de animales transgéni-
cos y knock-out y otros experimentos de edición
génica. Pero hay que tener en cuenta que no bas-
tará analizar el esqueleto de los animales genética-
mente modificados en condiciones basales, sino
que será también necesario determinar los cambios
esqueléticos en respuesta a los antirresortivos.
Hay otros aspectos aún no explorados y cuya
implicación en las FFA no se puede descartar a
priori. Entre ellos cabe mencionar, por ejemplo,
las alteraciones en regiones reguladoras del ADN
(regiones no codificantes que no se incluyen en el
análisis del exoma) y las marcas epigenéticas
como la metilación del ADN y las modificaciones
postraslacionales de las histonas.
En definitiva, los estudios clínicos publicados sugie-
ren que existe una susceptibilidad individual a las
FFA, determinada, al menos en parte, por factores
genéticos. Esos factores aún no se han identificado
con seguridad, pero posiblemente sean de tipo
poligénico, relacionados con la acumulación de
mutaciones poco frecuentes en genes diversos. El
estudio de Roca-Ayats es una contribución intere-
santísima a una cuestión aún apenas explorada. A
la espera de avances en este campo, que idealmen-
te nos deberían conducir a poder identificar pre-
cozmente los pacientes en riesgo, los clínicos y los
pacientes no deben olvidar que las FFA son mucho
menos frecuentes que las fracturas por fragilidad y
que la relación riesgo-beneficio de los fármacos
antirresortivos es claramente favorable. Se ha esti-
mado que por cada FFA que pudiera aparecer en
relación con el tratamiento con antirresortivos se
previenen más de 100 fracturas de cadera y varios
cientos de otras fracturas12. Por tanto, un efecto
adverso muy infrecuente como las FFA no debe ser
impedimento para que los pacientes con osteopo-
rosis reciban tratamiento antirresortivo cuando esté
indicado y se beneficien así de la notable disminu-
ción del riesgo de fractura conseguido con estos
fármacos.

Conflicto de intereses: José Antonio Riancho ha
recibido becas de investigación, honorarios por
conferencias o bolsas de viaje de MSD, Alexion,
Lilly, Nycomed y Amgen.
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Resumen
Objetivos: Las fracturas atípicas de fémur (FAF) son un tipo de fracturas poco frecuentes, a menudo rela-
cionadas con un tratamiento prolongado con bisfosfonatos (BPs). Actualmente no se conocen con exac-
titud sus mecanismos patogénicos y no hay pruebas para identificar aquellos pacientes con un alto ries-
go de sufrir una FAF. El objetivo de este trabajo es investigar las bases genéticas de las FAFs.
Material y métodos: Se secuenció el exoma completo de 3 hermanas y de 3 pacientes adicionales no rela-
cionadas, todas tratadas con BPs durante más de 5 años. Se seleccionaron variantes compartidas por las
hermanas, de baja frecuencia y potencialmente patogénicas, y se construyó una red de interacciones de
genes y proteínas con los datos hallados.
Resultados: Identificamos 37 variantes raras (en 34 genes) compartidas por las 3 hermanas, algunas de ellas
no descritas anteriormente. La variante más llamativa fue la mutación p.Asp188Tyr en el enzima geranil-
geranil pirofosfato sintasa (codificada por el gen GGPS1), de la vía del mevalonato y esencial para la fun-
ción del osteoclasto. Otro hallazgo interesante fueron dos mutaciones (una en las 3 hermanas y una en
una paciente no relacionada) en el gen CYP1A1, implicado en el metabolismo de los esteroides.
Identificamos otras variantes que también podrían estar involucradas en la susceptibilidad a las FAFs o en
el fenotipo osteoporótico subyacente, tales como las presentes en los genes SYDE2, NGEF, COG4 y la FN1. 
Conclusiones: Nuestros datos son compatibles con un modelo donde la acumulación de variantes de sus-
ceptibilidad podría participar en la base genética de las FAFs. 

Palabras clave: fractura atípica de fèmur, bisfosfonatos, GGPS1, CYP1A1, secuenciación completa del exoma.
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Introducción
La osteoporosis y sus fracturas asociadas son el pro-
blema óseo postmenopáusico más común, y afecta
a mujeres y hombres de todas las etnias. Los bisfos-
fonatos nitrogenados (N-BPs), incluyendo alendro-
nato, risendronato, ibandronato y zolendronato,
son el tratamiento más utilizado para la osteoporo-
sis en millones de pacientes en todo el mundo. A
pesar de la importante eficacia anti-fractura de los
BPs, ampliamente demostrada en varios ensayos
clínicos1 y revisiones sistemáticas2, se han descrito
algunos efectos adversos poco frecuentes poten-
cialmente asociados a su uso prolongado, entre
ellos las fracturas atípicas de fémur (FAFs)3. Estas
fracturas son no-traumáticas y están caracterizadas
por su localización subtrocantérica o en la diáfisis
del fémur, y frecuentemente son bilaterales4.

Los mecanismos patogénicos de las FAFs no
son del todo conocidos, y se ha especulado mucho
sobre sus causas. Se ha propuesto que una supre-
sión excesiva de la resorción ósea por parte de los
N-BPs podría contribuir a desencadenar una FAF
pero su fisiopatología es compleja y se cree que
hay otros factores importantes involucrados.
Algunos factores de riesgo propuestos son el gro-
sor cortical y la geometría pélvica5. Además, se han
descrito casos de FAF en pacientes afectados por
otras enfermedades óseas monogénicas, como la
hipofosfatasia6, la osteogenesis imperfecta7 o el sín-
drome de osteoporosis pseudoglioma8.

Dada la baja incidencia de las FAFs en la
población general (5,9 casos por 100.000 perso-
nas/año), podemos hipotetizar que hay unas cau-
sas genéticas raras subyacentes que pueden incre-
mentar la susceptibilidad a las FAFs, y que pueden
ocurrir espontáneamente o desencadenarse des-
pués de la interacción con los BPs. Actualmente

no hay pruebas genéticas o bioquímicas que pue-
dan ayudar a identificar los pacientes con un ele-
vado riesgo a sufrir una FAF. La identificación de
los determinantes genéticos de las FAFs ayudaría a
esclarecer los mecanismos etiológicos, al desarro-
llo de herramientas de diagnóstico y de evalua-
ción del riesgo de sufrir una FAF, y a posibles
estrategias terapéuticas.

Anteriormente, identificamos 3 hermanas diag-
nosticadas con FAF que fueron tratadas con BPs
durante más de 5 años9. Esta observación nos sugi-
rió que podría haber un trasfondo genético que
predispusiera a las FAFs relacionadas al uso prolon-
gado de BPs. En consecuencia, llevamos a cabo la
secuenciación del exoma completo de las 3 herma-
nas y de otras 3 pacientes no relacionadas para
identificar mutaciones potencialmente relacionadas
con las FAFs en estas pacientes. Identificamos 37
variantes raras compartidas por las 3 hermanas, una
de las cuales se estudió en detalle9. En el presente
trabajo describimos el conjunto de variantes encon-
tradas y su posible interacción.

Material y métodos
Pacientes
Se estudiaron seis pacientes con FAFs y que habían
sido tratadas durante más de 5 años con BPs: 3 her-
manas visitadas en el Hospital Universitario Reina
Sofía (Córdoba, España) y 3 pacientes no relaciona-
das visitadas en el Hospital del Mar (Barcelona,
España). Como controles, se estudiaron 3 pacientes
tratadas con BPs por más de 6 años pero sin FAFs.
Las características de pacientes y controles están
descritas en la tabla 1. Las 3 hermanas afectas fue-
ron tratadas con estatinas y recibían regularmente
PPIs pero no habían sido tratadas con glucocorti-
coides ni ningún otro compuesto que afecte al

Genetic study of atypical femoral fractures using exome sequencing in three
affected sisters and three unrelated patients

Summary
Objectives: Atypical femoral fractures (AFF) are rare, often related to long-term bisphosphonate (BPs) tre-
atment. Their pathogenic mechanisms are not precisely known and there is no evidence to identify
patients with a high risk of AFF. The aim of this work is to study the genetic bases of AFFs.
Material and methods: Whole-exome sequencing was carried out on 3 sisters and 3 unrelated additional
patients, all treated with BPs for more than 5 years. Low frequency, potentially pathogenic variants sha-
red by the 3 sisters, were selected, were selected and a network of gene and protein interactions was
constructed with the data found.
Results: We identified 37 rare variants (in 34 genes) shared by the 3 sisters, some not previously descri-
bed. The most striking variant was the p.Asp188Tyr mutation in the enzyme geranylgeranyl pyrophos-
phate synthase (encoded by the GGPS1 gene), from the mevalonate pathway and essential for osteoclast
function. Another noteworthy finding was two mutations (one in the 3 sisters and one in an unrelated
patient) in the CYP1A1 gene, involved in the metabolism of steroids. We identified other variants that
could also be involved in the susceptibility to AFFs or in the underlying osteoporotic phenotype, such as
those present in the SYDE2, NGEF, COG4 and FN1 genes.
Conclusions: Our data are compatible with a model where the accumulation of susceptibility variants
could participate in the genetic basis of AFFs. 

Key words: atypical femoral fractures, bisphosphonates, GGPS1, CYP1A1, whole-exome sequencing.
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hueso, aparte de los BPs. En el caso de las fractu-
ras unilaterales, se realizaron pruebas radiológicas
y RMN que descartaban la fractura contralateral. Se
obtuvo consentimiento informado escrito de todas
las pacientes, de acuerdo con la regulación del
Comité Ético de Investigación Clínica del Parque de
Salud Mar, que aprobó el estudio.

Secuenciación del exoma completo
Se extrajo ADN de sangre periférica de las pacien-
tes con el kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega) y se utilizó para secuenciar el exoma
completo en el Centro Nacional de Análisis
Genómico (CNAG) (Barcelona). Las librerías se
generaron con el kit de captura de exones
SureSelect XT Human All Exon; cat:5190-6208
(Agilent Technologies), después de haber frag-
mentado el ADN y ligado los adaptadores especí-
ficos de Agilent. La secuenciación paired-end
(2x76 pb) se realizó en la plataforma Illumina
HiSeq2000. Las imágenes del instrumento se pro-
cesaron utilizando el programa del fabricante para
generar archivos de secuencia FASTQ.

El análisis bioinformático se llevó a cabo en la
plataforma de Bioinformática para Enfermedades
Raras (Bier) del CIBERER, en Valencia. Los archi-
vos FASTQ se alinearon con el programa libre
Burrows-Wheeler Aligner10 (http://bio-bwa.source-
forge.net/) utilizando el ensamblado del genoma
humano de referencia GRCh37 (hg19)11. Las
variantes de un solo nucleótido y los indels se
identificaron utilizando el programa GATK12.
Finalmente, para añadir a las variantes informa-
ción sobre la frecuencia del alelo minoritario
(minor allele frequency; MAF) proveniente de
dbSNP y del proyecto 1000 Genomas (http://

www.1000genomes.org)13, se utilizó la herramien-
ta de anotación VARIANT14. Los datos se convirtie-
ron al formato BAM (binary equivalent SAM) y se
visualizaron mediante el programa Integrative
Genomics Viewer (IGV) (http://www. broadinsti-
tute.org/igv).

Las variantes genéticas se filtraron según las
siguientes premisas: a) variante no-sinónima, b)
no descrita previamente o con una MAF <0,005 en
dbSNP y en el proyecto 1000 Genomas, c) no pre-
sente en NHLBI Go Exome Sequencing Project
(ESP) (http://evs.gs.washington.eu/EVS/), y d) no
presente en 8 exomas de individuos de la pobla-
ción general, obtenidos en nuestro laboratorio.

Inicialmente sólo se tuvieron en cuenta las
mutaciones compartidas por las tres hermanas,
tanto en un modelo de herencia dominante como
recesivo. Después se priorizaron mutaciones en
genes candidatos en las otras tres pacientes. Las
puntuaciones de SIFT15, PolyPhen16 y de conserva-
ción evolutiva obtenidas de PhastCons17 se utiliza-
ron para priorizar las variantes.

Validación de las variantes genéticas
Las mutaciones encontradas se validaron mediante
PCR y secuenciación Sanger, que fue llevada a cabo
bidireccionalmente utilizando el kit BigDyeTM v3.1
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems),
según las instrucciones del fabricante. Los cebado-
res utilizados para la validación se diseñaron utili-
zando el programa OligoEvaluator (Sigma-Aldrich).
Finalmente, las mutaciones validadas se buscaron
en el Exome Aggregation Consortium (ExAC) para
obtener sus frecuencias poblacionales, y se anali-
zaron mediante secuenciación Sanger en las 3
mujeres controles.

Tabla 1. Características de pacientes y controles

Paciente Fractura
atípica

Edada

(años)
Peso
(Kg)

T-score
columna
vertebral

T-score
cadera

Tiempo de
tratamiento

con BPs
(años)

Fracturas
osteoporóticas

previas

AFS1 Unilateral;
medio-diafisariab 64 77 -1,1 -0,2 6 Colles

AFS2 Unilateral;
medio-diafisariab 73 75 -2,5 -1,4 6 Colles

AFS3 Bilateral;
medio-diafisariab 60/61 100 -0,3 Rbpcc 6 Ninguna

AFU1 Bilateral;
medio-diafisaria 73/75 50,8 -1,9 -0,5 6 Ninguna

AFU2 Unilateral;
medio-diafisaria 72 90 -2,0 -0,6 7 Ninguna

AFU3 Unilateral;
subtrocantérica 87 59,8 N/A N/A 10 Ninguna

Control 1 78 66,5 -2,5 -1,9 7 Ninguna

Control 2 70 57,5 -1,2 -2,4 6 Ninguna

Control 3 74 77,1 -1,5 -0,9 8 Ninguna

AFS: hermanas con FAF; AFU: pacientes con FAF no relacionadas, (a): edad al momento de la fractura atípica;
(b): fracturas localizadas aproximadamente en el mismo sitio; (c): reemplazo bilateral de prótesis cadera.
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Análisis in silico
Las mutaciones se localizaron en su contexto gené-
tico utilizando el UCSC Genome Browser (https://
genome.ucsc.edu/) y el Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org/) y se extrajo información
de los genes de GeneCards (http://www.gencards.
org/) y BioGPS (http://biogps.org/). Se realizó un
análisis de enriquecimiento funcional utilizando la
herramienta bioinformática DAVID18 (https://david.
ncifcrf.gov/).

El estudio funcional in silico de las proteínas
mutadas se realizó utilizando Uniprot (http://uni-
prot.org), RCSB Protein Data Bank (PDB) (http://
www.rcsb.org/pdb) y Pfam (http://pfam.xfam.org).
Los alineamientos de proteínas se realizaron utili-
zando el UCSC Genome Browser y los programas
Clustal Omega (http://www.clustal.org/omega) y
ESPript (http://espript.ibcp.fr).

Construcción de la red
La red de interacción de los genes FAF
(AFFGeNet) se construyó según Boloc et al.19 para
identificar genes o proteínas que interaccionan
con los 37 genes FAF, considerados como genes
driver (Tablas 2a y 2b), teniendo en cuenta las
interacciones binarias y direccionales. Los datos
de interacción high-throughput se obtuvieron de
BioGRID (versión 3.4.133)20 y STRING [Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins] ver-
sion 1021 y la red se enriqueció con información adi-
cional de GeneOntology (http://geneontology. org),
GeneCards, OMIM, UniProt, RefSeq, y UCSC.

Se implementó un script de Perl para capturar la
sub-red de interacción utilizando los genes FAF para
encontrar todos los caminos más cortos entre dos
genes aplicando el algoritmo Dijkstra. La conectivi-
dad por parejas se analizó utilizando Circos22. El
script produjo un gráfico esqueleto en formato JSON
para poder visualizar los datos en la interfície web
AFFGeNet (https://compgen.bio.ub. edu/AFFgenes,
disponible bajo demanda). El formulario web con-
tiene una entrada que se centra en los genes selec-
cionados, y la visualización de la red permite añadir
o quitar nodos y mostrar información de los genes
FAF. El color del borde identifica los nodos como
drivers (lila), parejas upstream (verde) o downstre-
am (azul) de los drivers seleccionados, y otros
(gris). El color del interior de los nodos representa
la expresión génica específica del hueso, que se
obtuvo del Gene Expression Omnibus (GEO)23, con-
cretamente de un estudio sobre células precursoras
de osteoclastos tratadas o no tratadas con BPs (alen-
dronato o risendronato) durante su diferenciación a
osteoclasto maduro24 (GSE63009). La escala de colo-
res va de amarillo intenso (subexpresado) a azul
oscuro (sobreexpresado), siendo el blanco indicati-
vo de ningún cambio de expresión. 

Resultados
Variantes detectadas en la secuenciación del
exoma completo en las 3 hermanas
Las tres hermanas (AFS1, AFS2, AFS3) y las 3
pacientes no relacionadas (AFU1, AFU2, AFU3) se
analizaron separadamente.

Los exomas de las 3 hermanas se interseccio-
naron y no se identificó ninguna variante en
homocigosis en común. Por el contrario, se iden-
tificaron 74 variantes en heterocigosis compartidas
(coherentes con un modelo de herencia dominan-
te), 37 de las cuales se validaron por secuencia-
ción Sanger. En 3 de los genes (FN1, BRAT1 y
XAB2), se encontraron 2 mutaciones diferentes.
En los tres casos se pudo determinar que las
variantes se encontraban en fase, siendo alelos
doble-mutantes y no heterocigotos compuestos,
mediante la visualización de los reads con el pro-
grama IGV y el análisis de polimorfismos intragé-
nicos. Las 37 variantes compartidas por las 3 her-
manas, todas ellas codificantes, se muestran en la
tabla 2a, ordenadas según su puntuación de con-
servación. Se trata de variantes de cambio de sen-
tido (n=35), una variante truncante y una deleción
en fase. La primera variante de la lista, con la
mejor puntuación de conservación y predicha
como deletérea, se encuentra en el gen GGPS1, tal
y como describimos anteriormente9.

Análisis de los genes mutados en las 3 pacientes
no relacionadas
Los genes con variantes compartidas por las 3 her-
manas (Tabla 2a) se analizaron en los exomas de
las pacientes no relacionadas utilizando el progra-
ma IGV. Ninguna de las variantes de la Tabla 2a
se encontró en las pacientes no relacionadas. No
obstante, se encontraron otras dos variantes en los
genes BRAT1 y CYP1A1, en las pacientes AFU3 y
AFU1, respectivamente (Tabla 2b).

La variante de CYP1A1 presente en la paciente
AFU1 (p.Ser216Cys) supone el cambio de una seri-
na a una cisteína, en una posición cercana al sitio
de unión al sustrato. Los predictores de patogenici-
dad sugirieron que este cambio es muy deletéreo
para la función de la proteína. Igualmente, la
variante de CYP1A1 presente en las tres hermanas
(p.Arg98Trp) supone el cambio de un aminoácido
básico (arginina) a un aminoácido aromático hidro-
fóbico (triptófano), en un giro de la proteína con
puentes de hidrógeno. Por el contrario, las tres
variantes encontradas en el gen BRAT1 (dos en las
tres hermanas, en un alelo doble mutante, y una en
la paciente AFU3) no afectan a la función de la pro-
teína, según los predictores.

Análisis de genes candidatos en 3 pacientes
no relacionadas
A continuación, se utilizó el programa IGV para
analizar, en los exomas de las tres pacientes no rela-
cionadas, distintos genes involucrados en el meta-
bolismo óseo, la función osteoclástica y la vía del
mevalonato. Se encontraron variantes en los genes
MMP9 (AFU3), MVD (AFU2) y RUNX2 (AFU3), que
se validaron por secuenciación Sanger (Tabla 2b).
La mutación en el gen MMP9, que codifica la cola-
genasa de tipo IV, implica el cambio de una metio-
nina (un aminoácido hidrofóbico con un grupo que
contiene azufre) a una treonina (aminoácido hidro-
fílico) en la posición 419, dentro del dominio catalí-
tico. Esta variante aparece en la base de datos ExAC,
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con una frecuencia alélica muy baja (8,2e-06), y
SIFT y PolyPhen predijeron que probablemente per-
judica su función. El gen MVD codifica la enzima
mevalonato 5-difosfato decarboxilasa, de la vía del
mevalonato. La variante encontrada (p.Arg97Gln;
rs376949804) supone el cambio de un aminoácido
básico a un aminoácido neutro y está presente en la
base de datos ExAC, también con una frecuencia
alélica muy baja (3,4e-05). Se trata de un cambio no

perjudicial para la función de la proteína, según
SIFT y PolyPhen. La mutación en RUNX2 es una
substitución de una prolina, un aminoácido cíclico,
por una leucina, un aminoácido alifático hidrofóbi-
co, en la posición 296, dentro de una región rica en
prolinas, serinas y treoninas. Este cambio, descrito
en dbSNP (rs20184115), tiene una MAF=0,0004 y
probablemente afecta la función de la proteína,
según los predictores.

Gen Proteína Variantea Efecto en
la proteína dbSNPb ExACc Conser-

vaciónd SIFTe PolyPhenf

GGPS1 Geranilgeranil
difosfato sintasa chr1:g.235505746G>T p.D188Y 700 0,000 1,000

LRRC1 Proteína con repeticiones
ricas en leucinas 1 chr6:g.53707020G>A p.R91Q 4,946e-05 685 0,050 0,746

TUSC2 Candidato supresor de
tumores 2 chr3:g.50363807T>C p.H83R 8,244e-06 674 0,338 0,000

SYDE2 Proteína activadora
de GTPasa Rho chr1:g.85634903G>T p.L893I 8,339e-06 639 0,018 0,997

COG4
Subunidad 4 del

complejo oligomérico
conservado del Golgi

chr16:g.70553552C>T p.G85D 627 0,150 0,735

EML1 Proteína asociada a
microtúbulos chr14:g.100360993G>A p.R211H 6,611e-05 588 0,030 0,963

KDM4C Demetilasa específica
de lisinas(K) 4C chr9:g.6849579A>G p.I170V rs192832191

MAF=0,0004 2,471e-05 584 0,000 0,509

ERCC6L2 Proteína de reparación
por escisión del DNA chr9:g.98718284A>T p.I657L 8,278e-06 573 0,630 0,007

PGRMC1
Componente

de membrana 1 del
receptor de progesterona

chrX:g.118377159C>A p.P177H 573 0,130 0,742

FN1 * Fibronectina chr2:g.216235149C>T p.V2241I 8,245e-06 551 0,009 0,045

CYP1A1 Citocromo P450 1A1 chr15:g.75015147G>A p.R98W 0,000108 540 0,000 0,998

XAB2 * Proteína de unión
a XPA 2 chr19:g.7688142C>G p.V385L 1,651e-05 535 0,007 0,600

GPR20 Receptor acoplado
a proteína G 20 chr8:g.142367729C>T p.D99N

rs200892677
MAF=0,0004

3,324e-05 515 0,000 0,998

TMEM25 Proteína
transmembrana 25

chr11:g.118404174_
118404176del p.V239del 510 N/A N/A

NGEF Factor intercanviador de
nucleótidos de guanina chr2:g.233748153G>A p.S542L 1,279e-05 500 0,350 0,910

NKAP
Proteína activadora 

de NFκB chrX:g.119066123C>T p.S265N rs182030723
MAF=0,0006 6,847e-05 497 0,120 0,184

NVL Proteína nuclear que
contiene valosina chr1:g.224491450G>A p.T312I 8,268e-06 474 0,000 0,995

FN1 * Fibronectina chr2:g.216251538G>A p.R1496W rs139078629
MAF=0,003 0,004904 466 0,005 0,998

ATP6AP1 Subunidad S1 de ATPasa
de protones vacuolar chrX:g.153664043G>A p.V407I 4,561e-05 464 0,260 0,990

LURAP1L Proteína adaptadora
rica en leucinas 1 chr9:g.12821722G>A p.R217H 4,948e-05 452 0,270 0,371

HEPHL1 Proteína similar a la
hefestina chr11:g. 93839224G>A p.W991* 451 0,000 N/A

Tabla 2a. Variantes compartidas por las 3 hermanas, encontradas en la secuenciación del exoma
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Tabla 2a. (cont.)

Tabla 2b. Otras variantes encontradas en las pacientes no relacionadas

Gen Proteína Variantea Efecto en
la proteína dbSNPb ExACc Conser-

vaciónd SIFTe Poly
Phenf

Paciente
FAF

BRAT1 Activador de ATM
asociado a BRACA1 chr7:g.2580636C>T p.E458L 333 0,568 0,000 AFU3

CYP1A1 Citocromo P450 1A1 chr15:g.75014793T>A p.S216C rs146622566
MAF=0,0003 0,0001153 0 0,004 0,987 AFU1

MMP9 Metalopeptidasa
de matriz 9 chr20:g.44641147T>C p.M419T 8,242e-06 496 0,000 1,000 AFU3

MVD Mevalonato difosfato
decarboxilasa chr16:g.88723957C>T p.R97Q rs376949804

MAF=3e-05 3,448e-05 0 0,448 0,009 AFU2

RUNX2
Factor de

transcripción 2
relacionado con Runt

chr6:g.45480010C>T p.P296L rs201584115
MAF=0,0004 0,0002066 642 0,040 0,999 AFU3

(a): posición genómica de la variante en el genoma de referencia humano GRCh37; (b): número de identifica-
dor de referencia del SNP (rs) y MAF (frecuencia del alelo minoritario) de las variantes descritas; (c): frecuen-
cia alélica de las variantes descritas en la base de datos ExAC; (d): puntuación de conservación del PhastCons
(0 a 1.000), siendo 1.000 el locus más conservado y 0 un locus no conservado; (e): SIFT: 0-0,05 perjudicial (en
negrita); 0,051-1 tolerable; (f): PolyPhen: 0-0,4 benigno; 0,41-0,89 possiblemente perjudicial; 0,9-1 patogénico
(en negrita); (*): presente en un alelo doble mutante.

Gen Proteína Variantea Efecto en
la proteína dbSNPb ExACc Conser-

vaciónd SIFTe PolyPhenf

NTPCR
Trifosfatasa de

nucleósidos relacionada
con cáncer

chr1:g.233091444G>A p.R59Q 5,779e-05 439 0,034 0,502

XAB2 * Proteína de unión
a XPA 2 chr19:g.7688159G>C p.T379R 1,652e-05 420 0,059 0,200

CHERP

Proteína del retículo
endoplasmático 
de homeostasis

del calcio

chr19:g.16631044C>T p.R793H rs202164310
MAF=0,0000 0,0001009 366 0,120 0,716

MEX3D Proteína de unión
a RNA MEX3D chr19:g.1555839G>C p.T560R rs538022731

MAF=0,0002 366 0,030 N/A

BRAT1 * Activador de ATM
asociado a BRACA1 chr7:g.2594007C>T p.R20K rs143390199

MAF=2e-05 1,651e-05 333 0,192 0,010

BRAT1 * Activador de ATM
asociado a BRACA1 chr7:g.2580668G>A p.T447M rs368808380

MAF=0,0002 5,845e-05 333 0,110 0,275

CUL9 Culina 9 chr6:g.43154714C>T p.T423I 251 0,000 0,993

ALPK1 α-quinasa 1 chr4:g.113353195A>C p.D831A 0,0001255 0 0,060 0,243

CD37 Antígeno de
leucocito CD37 chr19:g.49840212C>G p.I63M 2,476e-05 0 0,040 0,028

IQCF6 Proteína F7 que
contiene motivos IQ chr3:g.51812782G>A p.R61W 0 0,010 N/A

LFNG
Péptido O-fucosil

3-β-N-acetilglucosaminil-
transferasa

chr7:g.2566829C>T p.R375C 1,69e-05 0 0,020 0,772

MGA Proteína asociada
al gen MAX chr15:g.41988923C>T p.S571L 0 0,130 N/A

POLI Polimerasa de
ADN iota chr18:g.51820404T>C p.V597A rs543509008

MAF=0,0002 0,00024 0 0,590 N/A

SHC4 Proteína 4
transformadora de SHC chr15:g.49254675G>T p.H180N 0 1,000 0,000

SMS Espermina sintasa chrX:g.21958982G>C p.G14R 0 0,350 0,002

SNAPC4
Polipéptido 4 del

complejo activador
de snRNAs

chr9:g.139272279C>G p.G1334R 2,675e-05 0 0,160 0,707
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Análisis de las variantes en individuos controles
y en la población general
Ninguna variante de las tablas 2a y 2b fue encon-
trada en 3 controles (pacientes tratadas con BPs
durante un período largo de tiempo pero sin
FAFs). Todas las variantes detectadas en las
pacientes con FAF se buscaron en la base de datos
ExAC para determinar si se trataba de variantes
nuevas o muy raras (MAF <0,005). En ese sentido,
once mutaciones no se encontraron ni en dbSNP
ni en ExAC (GGPS1: p.D188Y; COG4: p.G85D;
PGRMC1: p.P177H; TMEM25: p.V239del; HEPHL1:
p.W991*; CUL9: p.T423I; IQCF6: p.R61W; MGA:
p.S571L; SHC4: p.H180N; SMS: p.G14R; BRAT1:
p.E458L). Las otras variantes tienen frecuencias
≤1/10000, según ExAC.

Red de interacción génica/proteica y enrique-
cimiento de vías
Se construyó una red de interacciones entre genes
y/o proteínas para investigar las vías funcionales
relacionadas con los 37 genes mutados encontra-
dos en la secuenciación de los exomas y detectar
otros genes potencialmente causales, así como
mecanismos moleculares que puedan estar impli-
cados en la generación de las FAFs. La figura 1

muestra la conectividad entre parejas de genes. En
distintos círculos, se muestran las conexiones de
entrada y de salida para los 37 genes a distancias
1 a 4, respectivamente. A distancia 1 casi no hay
interacciones, siendo FN1 el único gen conectado
con otros. A distancia 2 se observa más conectivi-
dad. La mayoría de la conectividad entre parejas
de genes se observa a distancia 3. El único gen
que no presenta ninguna interacción a ningún
nivel es IQCF6.

La red de interacciones de genes/proteínas
muestra que GGPS1 y CYP1A1, dos de los genes
driver más relevantes, se conectan a distancia 3,
a través de INS y IL6 (Figura 2a). Otros 4 genes
driver (RUNX2, MVD, MMP9 y PGRMC1) están
conectados con GGPS1 a distancia 2. MMP9 tam-
bién está a distancia 2 de CYP1A1. Además, FN1
y MMP9 están conectados a distancia 1. De
manera similar, los genes driver SYDE2 y NGEF
están interconectados a distancia 2, a través de
RHOB (Figura 2b).

El análisis de enriquecimiento de vías en los 37
genes mutados, realizado con la herramienta
DAVID, dio como resultado la vía de biosíntesis de
los isoprenoides (GO:0008299) (p=0,0006), que
contiene los genes GGPS1, MVD y CYP1A1.

Figura 1. Esquema de la conectividad entre parejas de genes a distancias 1 a 4. En los círculos se muestran los
símbolos de los 37 genes FAF encontrados en este estudio y sus conexiones de entrada y de salida
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Discusión
En este trabajo hemos estudiado el trasfondo genéti-
co de 3 hermanas con FAF y 3 pacientes adicionales,
no relacionadas, a través de la secuenciación masiva
del exoma para identificar posibles genes de suscep-
tibilidad a la patología. Hemos identificado 37 varian-
tes raras (en 34 genes) compartidas por las 3 herma-
nas, algunas de ellas no descritas anteriormente y
consideradas dañinas por los predictores. La variante
más llamativa fue la mutación p.Asp188Tyr en el gen
GGPS1, que presentó la mejor puntuación de conser-
vación, y que ya hemos descrito en un trabajo pre-
vio9. Otro hallazgo interesante fueron las dos muta-
ciones en el gen CYP1A1, una encontrada en las tres
hermanas y la otra en una paciente no relacionada.
Sin embargo, hay otras variantes que también podrí-
an estar involucradas, en distintos grados, en la sus-
ceptibilidad a las FAFs asociadas a BPs o en el feno-
tipo osteoporótico subyacente, de modo que nues-
tros datos serían compatibles con un modelo en el
cual la acumulación de variantes de susceptibilidad
podría contribuir a la base genética de las FAFs.

Los estudios epidemiológicos sugieren que exis-
te una relación entre las FAFs y un tratamiento pro-
longado con BPs. Shane et al., describieron perío-
dos de tratamiento de una mediana de 7 años4. El
riesgo absoluto de sufrir una FAF asociada al trata-
miento con BPs se encuentra entre 2 casos por
100.000 pacientes/año a los 2 años de tratamiento y
78 casos por 100.000 pacientes/año a los 8 años de
tratamiento25. Estos datos sugieren que la duración
de la terapia con BPs influiría positivamente en el
riesgo de sufrir estas fracturas. En nuestro estudio,
los casos de 6 pacientes con FAF después de un tra-
tamiento a largo plazo con BPs son consistentes con
esta asociación. Además, la ocurrencia de las FAFs
en las 3 hermanas sugiere una predisposición gené-
tica con un papel determinante en la patología. Este
estudio ha sido el primer análisis de exoma de
pacientes de FAF. Hemos priorizado mutaciones
raras, no-sinónimas, compartidas por las 3 herma-
nas. No se encontró ninguna mutación en homoci-
gosis o heterocigosis compuesta en ningún gen.
Estos hallazgos van en contra de un patrón de
herencia recesivo para estos casos y son consisten-
tes con el hecho que la FAF no es una enfermedad
genética severa que ocurra durante las primeras eta-
pas de la vida. No obstante, en el modelo dominan-
te, se encontraron 34 genes mutados, algunos muy
importantes para el metabolismo óseo. En un traba-
jo anterior que tenía por objetivo descubrir las cau-
sas genéticas de las FAFs, se utilizó un chip de
exoma con >300.000 variantes codificantes ya cono-
cidas y se encontraron 21 variantes raras sobrerre-
presentadas en 13 pacientes de FAF26. Sin embargo,
ninguno de estos alelos de riesgo se encontró en los
pacientes analizados en nuestro estudio. En concre-
to, no se encontraron variantes en el gen PPEF2, el
único con un cambio asociado significativamente
con el fenotipo en el estudio de Pérez-Núñez et al.26

Esto apunta a una base genética heterogénea para
las FAFs. En todo caso, es importante señalar que
nuestra aproximación metodológica difiere de la del
estudio mencionado en tanto que analizamos toda

la secuencia del exoma, cosa que nos permitió
encontrar variantes no descritas anteriormente.

En el presente estudio, el único gen con mutacio-
nes en las 3 hermanas y en pacientes no relacionados
fue CYP1A1. Recientemente, Peris et al.27 secuenciaron
este gen en 17 pacientes de FAF y encontraron otra
mutación en una de ellas. El gen CYP1A1 codifica la
enzima citocromo P450 1A1 que está involucrada en
el metabolismo de fármacos y xenobióticos. Se trata de
una hidroxilasa de hidrocarburos arilos y sus sustratos
exógenos potenciales incluyen hidrocarburos aromáti-
cos policíclicos, y está implicada en la formación de
distintos tipos de cáncer humanos. Sus sustratos endó-
genos incluyen eicosanoides, que pueden generar
productos biológicamente activos que actúan en el sis-
tema vascular, entre otros. Este gen también es respon-
sable de la hidroxilación del 17β-estradiol, la estrona y
la vitamina D en tejidos extrahepáticos28. Esto es cohe-
rente con su papel en la biología ósea, una idea apo-
yada por Napoli et al.29, quienes demostraron que el
polimorfismo C4887A estaba relacionado con un
aumento significativo del catabolismo de los estróge-
nos y con una densidad mineral ósea (DMO) femoral
baja en mujeres postmenopáusicas. Por lo tanto,
CYP1A1 se presenta como otro gen de susceptibilidad
potencial a las FAFs, aunque el mecanismo exacto de
su acción en el metabolismo óseo todavía es descono-
cido y más estudios son necesarios para elucidarlo.

Entre los otros genes con variantes en las tres her-
manas, FN1 codifica la fibronectina, una proteína de
la matriz extracelular necesaria para la regulación de
la deposición del colágeno de tipo I por parte de los
osteoblastos, esencial para la mineralización de la
matriz extracelular, y cuyos niveles se han visto afec-
tados por el tratamiento con BPs30. Encontramos que
las tres hermanas eran portadoras de un alelo doble
mutante (p.V2241I y p.R1496W) en FN1, donde las
dos mutaciones fueron consideradas como dañinas
por los predictores de patogenicidad. Esta fibronecti-
na alterada podría afectar la mineralización ósea y/o
la respuesta a los BPs y estar relacionada con el ries-
go a sufrir una FAF en estas mujeres. También encon-
tramos mutados 2 reguladores de GTPasas pequeñas:
SYDE2 y NGEF. Sus funciones respectivas (activación
de las GTPasas RHO y de intercambio de sus nucleó-
tidos de guanina) constituyen pistas sobre posibles
efectos en la función osteoclástica y en la respuesta a
los BPs. Las RHO GTPasas están en la vía del meva-
lonato en una posición por debajo del sitio de acción
de los BPs, ya que tienen que ser preniladas (farnesi-
ladas o geranilgeraniladas) para su correcta función
celular. Por otra parte, nuestra red de interacción de
genes/proteínas muestra como NGEF está muy rela-
cionado con las efrinas y los receptores de efrinas
(Figura 2b), que tienen un papel clave en el mecanis-
mo de acoplamiento entre osteoclastos y osteoblas-
tos31. Otro grupo de genes mutados en las 3 herma-
nas codifican proteínas nucleares con efectos pleiotró-
picos sobre la expresión génica y/o la reparación del
DNA (KDM4C, XAB2, NVL, NKAP, ERCC6L2). De ellos
destacamos el gen KDM4C, que codifica una demeti-
lasa lisina-específica que contiene un dominio JmjC,
que ha sido previamente asociado con la edad de
menarquia32, un biomarcador para la densidad ósea. 
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Otros genes encontrados mutados en las herma-
nas fueron el gen PGRMC1 que codifica el compo-
nente 1 del receptor de membrana de la progestero-
na, y que fue previamente asociado al fallo ovárico
prematuro33; el gen COG4 (que codifica la subunidad
4 del complejo oligomérico conservado del Golgi),
relevante dada la importancia del transporte de vesí-
culas a través del Golgi en los osteoclastos34; y el gen
EML1 (que codifica una proteína asociada a microtú-
bulos) que puede ser importante en relación al cilio
primario en osteocitos35. En conjunto, las funciones y
conocimiento previo de 13 de los 34 genes mutados
en las 3 hermanas concuerdan con su posible impli-
cación en la patología. Estas mutaciones se buscaron
en las 3 pacientes de FAF no relacionadas, con resul-
tados negativos. 

No obstante, mediante una aproximación de
genes candidatos, se encontraron mutaciones en

estas pacientes en dos proteínas claves
para el remodelado óseo (RUNX2 y MMP9)
y en otra enzima de la vía del mevalonato
(MVD, mevalonato difosfato carboxilasa).
RUNX2 es un factor de transcripción esen-
cial para la diferenciación osteoblástica36,
mientras que MMP9 es una metaloproteasa
expresada en osteoclastos que degrada la
matriz extracelular ósea37, afectando a la
arquitectura del hueso trabecular y a la
estructura del hueso cortical38. Por estas
razones, ambos pueden estar involucrados
en el riesgo a la FAF. Es sabido que RUNX2
activa la expresión génica de MMP939 y esta
interacción puede tener efectos sinérgicos
en las propiedades biomecánicas del hueso
en la paciente AFU3, que tiene ambas
mutaciones (Nota: esta interacción no se
muestra en la Figura 2a para que otras
interacciones se puedan mostrar claramen-
te). Finalmente, en la paciente AFU2 se
encontró una mutación de cambio de sen-
tido en el gen MVD, añadiendo una segun-
da proteína mutada de la vía del mevalona-
to. En la figura 3 se muestran, en el contex-
to de las células óseas, las proteínas codifi-
cadas por los genes que hemos encontrado
mutados y cuya función en el hueso se
conoce o está predicha.

En conjunto, todas estas variantes raras
pueden formar parte de un trasfondo gené-
tico asociado al desarrollo de los cambios
óseos que dan lugar a las FAFs y a la posi-
ble interacción negativa con los BPs. Es
probable que varios genes con efectos adi-
tivos pequeños, y sus interacciones, estén
implicados en las FAFs relacionadas con
los BPs. Además, cada paciente individual
podría ser portador de distintas variantes
genéticas específicas.

Los puntos fuertes de este estudio son la
posibilidad de analizar 3 hermanas con FAF
y el abordaje por secuenciación del exoma
completo, que carece de hipótesis previa.
En este sentido, pudimos identificar muta-
ciones dañinas en genes que pertenecen a

la vía del mevalonato, así como otros genes relacio-
nados con el metabolismo óseo. Por otro lado, el
bajo número de pacientes y controles estudiados es
una limitación del estudio y serán necesarios más
estudios de secuenciación del exoma de pacientes
de FAF adicionales y de pacientes no fracturados
con un tratamiento a largo plazo con BPs (actuan-
do como controles) para clarificar el papel preciso
de estos genes y mutaciones. A pesar de la plausi-
bilidad biológica del efecto dañino de las mutacio-
nes encontradas, se necesita la replicación de estos
hallazgos.

La identificación del trasfondo genético para
las fracturas atípicas de fémur abre la puerta al
futuro desarrollo de herramientas de diagnóstico y
predicción del riesgo a sufrir este tipo de fracturas
para determinar la idoneidad del tratamiento con
BPs.

Figura 2. Detalles de la red de interacción entre genes/pro-
teínas. El color del interior de los nodos indica la subexpre-
sión (amarillo), sobreexpresión (azul) o ningún cambio de
expresión (blanco) en osteoclastos tratados con alendrona-
to o risendronato (datos de Yuen et al., 201424). El color
externo identifica los genes como drivers (mutados en nues-
tras pacientes) en lila, upstream de los genes mutados en
verde, y otros en gris. a) Interacciones de los genes GGPS1
y CYP1A1 a distancia 2 (y algunas del gen MMP9 a distan-
cia 1). Nota: algunas conexiones se han omitido para la cla-
ridad de la figura. En particular, los nodos RUNX2 y FN1 no
se han expandido para mostrar todos sus conectores. b)
Interacciones de los genes SYDE2 y NGEF a distancia 1
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Resumen
Objetivo: En las últimas décadas se han identificado genes asociados a la masa ósea y al riesgo de frac-
tura osteoporótica, varios de los cuales pertenecen a la vía de Wnt. En este proyecto se estudió la fun-
cionalidad de 7 mutaciones de cambio de sentido del gen DKK1 –un inhibidor de la vía de Wnt– pre-
sentes en la población general.
Material y métodos: Se realizaron estudios in vitro del gen reportero luciferasa para medir la actividad de
la vía de Wnt en presencia o ausencia de DKK1 silvestre o mutada, y estudios de western blot, para eva-
luar si las distintas mutaciones afectan a su síntesis y/o a su estabilidad.
Resultados: La proteína DKK1 con la variante p.Ala41Thr presenta menor actividad inhibidora de la vía en
comparación con la proteína silvestre. También se observaron diferencias significativas entre los experimen-
tos realizados en ausencia de DKK1 y los que incluyen DKK1 con la mutación p.Ala41Thr. Los western blots
mostraron que la cantidad de proteína era similar para todas las variantes, tanto las mutadas como la silves-
tre, por lo que la pérdida de actividad de p.Ala41Thr no parecía deberse a falta de proteína. El resto de las
mutaciones no presentaron un comportamiento diferente al de la proteína DKK1 silvestre.
Conclusiones: La variante de cambio de sentido p.Ala41Thr de la proteína DKK1, con una frecuencia
poblacional de 0,013%, presenta una pérdida parcial de su función inhibidora, que no es debida a la falta
de expresión de ésta. Esta variante génica podría conllevar un aumento de la densidad mineral ósea en
las personas de la población general portadoras de esta mutación. 

Palabras clave: DKK1, estudios funcionales, variantes de cambio de sentido, luciferasa, vía de Wnt, masa ósea elevada, osteoporosis.
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Introducción
El papel de la vía de Wnt sobre la regulación del
remodelado óseo se ha demostrado en múltiples
estudios. Por un lado, se han descrito polimorfis-
mos en diversos genes de la vía de Wnt que mues-
tran asociación con la densidad mineral ósea
(DMO) y el riesgo de fractura1-6. También se han
descrito mutaciones poco frecuentes o raras en
genes de la vía de Wnt, causantes de fenotipos
óseos más raros, tales como la osteoporosis-pseu-
doglioma (OPPG; OMIM 259770)7, la osteogénesis
imperfecta autosómica recesiva de tipo XV (OMIM
615220)8, y la osteosclerosis (OMIM 144750)9. La
vía de Wnt se inicia con la formación de un com-
plejo heterotrimérico entre el receptor Frizzled, el
co-receptor LRP5 y el ligando Wnt. Una vez for-
mado este complejo, la β-catenina se acumula en
el citoplasma y se transloca al núcleo donde
puede activar la transcripción de numerosos genes
diana. En osteoblastos se ha demostrado que la
vía de Wnt activa la transcripción de genes que
contribuyen netamente a la formación de hueso10.
Además, esta vía se encuentra finamente regulada
por una serie de inhibidores extracelulares, entre
los que destacan la proteína esclerostina, codifica-
da por el gen SOST, y la proteína DKK1, codifica-
da por un gen con el mismo nombre. Estas dos
proteínas realizan su función, impidiendo la for-
mación del complejo heterotrimérico. Las proteí-
nas esclerostina y DKK1 forman así otros comple-
jos heterotriméricos, junto con LRP5 y LRP4 (en el
caso de esclerostina)11,12 y junto con LRP5 y
Kremen (en el caso de DKK1)13. 

La sobreexpresión transgénica del gen DKK1
en osteoblastos produce una disminución relativa
del número de osteoblastos frente al de osteoclas-
tos, produciendo así una disminución en la forma-

ción de hueso. Del mismo modo, en ratones, la
deleción homocigota del gen DKK1 es letal, pero
la deleción en heterocigosis presenta un fenotipo
de sobrecrecimiento de hueso (alta masa ósea)14,15.

Gracias al efecto directo sobre la inhibición de
la osteoblastogénesis y de la activación indirecta de
la osteoclastogénesis16, en la última década escle-
rostina y DKK1 se han convertido en unas dianas
interesantes para el tratamiento de la osteoporosis.
En cuanto a DKK1 se refiere, se han desarrollado
anticuerpos (BHQ880, DKN-01 y PF-04840082), el
primero de los cuales se encuentra en fase de ensa-
yo clínico en mujeres postmenopáusicas con baja
densidad mineral ósea (DMO)17-19.

En un estudio previo de nuestro grupo20 se
secuenció DKK1 para identificar variantes que
pudieran explicar el fenotipo de alta masa ósea
(HBM, por sus iniciales en inglés), definida por
una Z-score femoral + lumbar > 4, presente en 15
mujeres. En una de ellas, se encontró una muta-
ción de cambio de sentido (p.Tyr74Phe) que cose-
gregaba con el fenotipo HBM en la familia. En
otro estudio de resecuenciación del gen DKK1 en
mujeres postmenopáusicas de la cohorte BARCOS,
hemos encontrado otra mutación de cambio de
sentido (p.Arg120Leu) en otra mujer con HBM21.
Además de estas mutaciones, en la población gene-
ral existen otras variantes de cambio de sentido en
DKK1 (http://exac.broadinstitute.org/), cuyo efecto
en términos de masa ósea se desconoce. 

En este trabajo, hemos realizado estudios in
vitro de las mutaciones p.Arg120Leu y p.Tyr74Phe,
junto con otras mutaciones de cambio de sentido
de DKK1 frecuentes en la población general
(p.Met16Leu, p.Ala41Thr, p.Pro84Leu, p.Ala106Thr,
p.Ser157Ile), para valorar su posible implicación en
fenotipos óseos.

Functional studies of DKK1 variants present in the general population

Summary
Objective: In recent decades, genes associated with bone mass and osteoporotic fracture risk have been
identified, several of which belong to the Wnt pathway. In this project, the functionality of 7 missense
mutations of the gene DKK1 –an inhibitor of the Wnt pathway– present in the general population was
studied.
Material and methods: In vitro studies of the luciferase reporter gene were carried out to measure Wnt
pathway activity in the presence or absence of wild-type or mutated DKK1, and western blot studies, to
evaluate if the different mutations affect its synthesis and/or stability.
Results: The DKK1 protein with the p.Ala41Thr variant shows lower pathway inhibitory activity compa-
red to the wild-type protein. Significant differences were also observed between the experiments perfor-
med in the absence of DKK1 and those that include DKK1 with the p.Ala41Thr mutation. Western blots
showed that the amount of protein was similar for all variants, both mutated and "wild-type, so the loss
of p.Ala41Thr activity did not seem to be due to a lack of protein. The rest of the mutations did not show
different behavior from that of the wild DKK1 protein.
Conclusions: The missense variant p.Ala41Thr of the DKK1 protein, with a population frequency of 0.013%,
shows a partial loss of its inhibitory function, which is not due to the lack of expression. This gene variant
could lead to an increase in bone mineral density in those people in the general population who carry this
mutation.

Key words: DKK1, functional studies, missense variants, luciferase, Wnt pathway, High Bone Mass (HBM), osteoporosis.
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Material y método
Vectores de expresión y mutagénesis
Los vectores de expresión mouse Wnt1-V5, mesdc2,
human wildtype LRP5, pRL-TK, PGL3-OT y DKK1-
FLAG22, fueron cortesía del Dr. Wim van Hul
(Amberes, Bélgica). Las mutaciones p.Met16Leu,
p.Ala41Tyr, p.Tyr74Phe, p.Pro84Leu, p.Ala106Thr,
p.Arg120Leu, p.Ser157Ile se introdujeron en el vec-
tor de expresión DKK1-FLAG utilizando el kit Quick
Change Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). Se
verificó la presencia de las mutaciones y la ausencia
de errores mediante secuenciación Sanger.

Cultivo celular, producción de medio condicionado
y western blot
Se han utilizado células HEK293, cultivadas con
medio DMEM suplementado con FBS (10% V/V,
Gibco, LifeTecnologies) y 1% de estreptomicina-
penicilina (Gibco, LifeTecnologies) y mantenidas
en incubadores a 37ºC al 5% en CO2. Se sembra-
ron 3 x 105 células por pocillo en placas de 6 poci-
llos, 24 h antes de la transfección. Se transfectó
2.000 ng/pocillo de los plásmidos DKK1-FLAG
mutado o silvestre. La transfección se realizó utili-
zando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo
las indicaciones del fabricante. A las 24 h se cam-
bió el medio, reduciendo de 2 a 1 ml de DMEM,
sin FBS (Fetal Bovine Serum) ni antibióticos. A las
48 h de la transfección se recogió el sobrenadante
de cada condición. Las proteínas del medio condi-
cionado se concentraron utilizando filtros Amicon
Ultra (Millipore) y se fueron cuantificadas median-
te el ensayo BCA (Pierce). Las proteínas de los
medios condicionados concentrados (4,5 µg/carril)
se separaron mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y se transfirie-
ron a una membrana de nitrocelulosa. Para los
análisis de western blot se utilizaron los anticuer-
pos de Abcam ab109416 contra DKK1 y ab2413
contra la proteína extracelular fibronectina, utiliza-
da como control de carga. Las imágenes se des-
arrollaron usando un anticuerpo secundario conju-
gado con peroxidasa (Sigma-Aldrich). Para cada
mutante se obtuvo medio condicionado en 2 días
diferentes y se realizó el análisis por western blot 2
veces con estos medios condicionados.

Ensayos de gen reportero
Se utilizaron células HEK293, cultivadas como se
indica en el apartado anterior. Se sembraron 104

células por pocillo en placas de 96 pocillos, 24 h
antes de la transfección. Se cotransfectaron hasta 5
plásmidos en células HEK293: Mouse Wnt1-V5
(3,2 ng), mesdc2 (6,4 ng), human wildtype LRP5
(6,4 ng), pRL-TK (8 ng), y pGL3-OT (160 ng).
Además, dependiendo del experimento también
se cotransfectó el plásmido DKK1-FLAG (0,6 ng)
silvestre o mutado. En caso necesario, se utilizó el
vector vacío pcDNA3 para igualar la cantidad total
de ADN de cada experimento. La transfección se
realizó utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. A las 48
h de la transfección, las células se lisaron y se
midió la actividad de las luciferasas de Photinus

pyrali y Renilla reniformis utilizando un luminó-
metro Glomax Multi+ (Promega) siguiendo las ins-
trucciones del sistema Dual-luciferase reporter assay
(Promega). Cada experimento incluyó 5 réplicas y
se repitió independientemente en 3 experimentos
separados.

Análisis estadísticos
Se realizó un modelo one-way blocked ANOVA
para cada mutante teniendo en cuenta el factor de
prueba, el día como factor de bloqueo y la varia-
ble de respuesta la relación entre las actividades
de las luciferasas (Photinus pyrali vs. Renilla reni-
formis). El bloqueo es una técnica para lidiar con
el factor de molestia y este puede ser un factor
que influya en la respuesta. Para cada proteína
mutante, el factor de prueba tiene los siguientes
niveles: control (se refiere a la actividad de la luci-
ferasa resultante de la vía de Wnt endógena), el
activador (actividad de la luciferasa producida por
la vía de Wnt en presencia de Wnt y LRP5 exóge-
nos), el inhibidor (actividad en presencia del inhi-
bidor DKK1 silvestre) y mutante (cada una de las
proteínas DKK1 mutantes). Se utilizó el test de
TukeyHSD para realizar la prueba post hoc para
comparaciones múltiples de grupos. Los test
ANOVA se realizaron utilizando el programa R stu-
dio v.3.4.0, y valores de p<0,05 fueron considera-
dos significativos. Todos los datos fueron evalua-
dos para la normalidad, la homogeneidad de la
varianza y la detección de valores atípicos.

Resultados
Expresión, secreción y estabilidad de las proteínas
mutadas
Se ha realizado un ensayo de western blot para com-
probar si las proteínas DKK1 mutantes se encuentran
correctamente en el espacio extracelular, utilizando
un cultivo de células HEK293, que expresan eleva-
das cantidades de DKK1 silvestre o DKK1 mutadas.
Los resultados muestran que, en todos los casos, las
distintas proteínas DKK1 mutadas se detectan en el
espacio extracelular (Figura 1) y a niveles iguales o
superiores a los de la proteína silvestre.  

Actividad de las proteínas DKK1 mutadas
Con el objetivo de testar la actividad inhibidora de
proteínas DKK1 mutantes sobre la vía de Wnt,
hemos realizado un ensayo de gen reportero (luci-
ferasa), específico para esta vía (Figura 2). 

Los resultados de la condición endógena en la
que se han cotransfectado los plásmidos pRLTK y
pGL3-OT se muestran en las figuras 2A y 3 que
representan la actividad de la vía de Wnt en las
células HEK293. 

En la condición activa, además de pRLTK y
pGL3-OT, se ha cotransfectado los vectores que
expresan Wnt1 y LRP5. Wnt1 actúa como ligando
activador de la vía y LRP5 como co-receptor, dos
elementos indispensables para la activación de la
vía. En esta condición (Figura 2B) la actividad de
la luciferasa se ha incrementado 3 veces, en pro-
medio, en comparación con la vía endógena
(Figura 3, activador).
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La vía inhibida contenía los mismos vectores
que la condición activa pero además se ha
cotransfectado el vector que expresa la proteína
DKK1-WT (proteína silvestre). En esta condición,
se ha inhibido la vía de Wnt, al secuestrar al co-
receptor LRP5 (Figura 2C). En estos experimentos
la actividad de la luciferasa se ha aumentado 2,2
veces respecto a la condición endógena y ha
resultado significativamente inferior a la de la vía
activada (Figura 3, inhibidor).

Cuando se ha comprobado la funcionalidad de
los mutantes de DKK1, se han cotransfectado los dis-
tintos vectores de la vía inhibida, pero sustituyendo

el de DKK1-WT por los que expresan las distintas
DKK1 mutadas. Para las proteínas mutantes DKK1-
p.Met16Leu, DKK1-p.Tyr74Phe, DKK1-p.Pro84Leu,
DKK1-p.Ala106Thr, DKK1-p.Arg120Leu y DKK1-
p.Ser157Ile no se han hallado diferencias significati-
vas en la actividad inhibidora comparada con la pro-
teína DKK1 WT (datos no mostrados).

En cambio, en presencia de la proteína mutan-
te DKK1-p.Ala41Thr se ha observado una activi-
dad de la luciferasa que es significativamente
mayor a la de la vía inhibida por la DKK1-WT
(Figura 3), y a su vez significativamente inferior a
la de la vía activa. 

Figura 1. Niveles de expresión de la proteína DKK1 wild-type o mutada analizados mediante western blot. Se trans-
fectaron células HEK293 con vectores de expresión de las diferentes variantes de DKK1 que se indican en cada
carril. Los medios condicionados resultantes, debidamente concentrados se emplearon para este análisis. En cada
carril se cargó 4,5 ug de proteína total. Como control de carga se ha utilizado la proteína extracelular fibronectina

Figura 2. Diseño de ensayo de gen reportero. A) Condición endógena: transfectamos los plásmidos pRLTK y
pGL3OT. B) Condición activa: transfectamos los plásmidos pRLTK, pGL3OT, Wnt1, LRP5 y mesdc2. C) Condición
inhibida: transfectamos los plasmidos pRLTK, pGL3OT, Wnt1, LRP5, mesdc2 y DKK1-WT. En gris los elementos
endógenos de las células HEK293 de la vía de Wnt, en color los elementos transfectados en cada condición

Vector
vacío WT p.M16L p.P84L p.A106T p.R120L p.S157I

38 kDa

285 kDa

WB-α-Fibronectina

WB: α - DKK1

p.A41T p.Y74F

t

t



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2018;10(4):119-24
123

Discusión
El gen DKK1 codifica una proteí-
na del mismo nombre, que actúa
en el espacio extracelular como
inhibidor de la vía de señalización
de Wnt. Numerosos estudios han
asociado la vía de Wnt con la for-
mación ósea, mientras que su blo-
queo mediante esclerostina o
DKK1 se ha asociado con mayor
pérdida de masa ósea y riesgo de
fractura. La búsqueda de variantes
génicas que puedan explicar la
regulación de la vía Wnt en la
población general puede abrir
una campo de investigación muy
relevante para el estudio de la
osteoporosis. En este trabajo
hemos estudiado la función inhi-
bidora de 7 proteínas DKK1
mutantes sobre la vía de Wnt y
hemos observado que la proteína
mutante DKK1-p.Ala41Thr pre-
senta una pérdida parcial de su
función inhibidora, que no es
debida a la pérdida de su expre-
sión. La actividad de la proteína
DKK1-p.A41T se reduce aproxi-
madamente un 50% en compara-
ción con la proteína DKK1-WT. La
mutación, en el aminoácido 41 no
se encuentra en el dominio de
unión a LRP5 (aminoácidos 189-
263), pero sí que afecta el motivo
NAIKN (aminoácidos 40-44), cru-
cial para la unión a las proteínas
LRP5 y LRP6 y que se encuentra
conservado en todos los inhibido-
res de la vía de Wnt23. 

Según la base de datos ExAC,
la frecuencia poblacional de la
variante p.Ala41Thr es de 15 hete-
rocigotos en 60.000 individuos
adultos exentos de patologías gra-
ves. Dado nuestro resultado de
pérdida de actividad inhibidora
de esta variante de DKK1, podría-
mos inferir que el fenotipo asocia-
do sería de una mayor densidad
ósea no patogénica. A partir de
esta frecuencia, estimamos que en
España hay unos 6.000 portadores
de esta variante en heterocigosis.
Por otra parte, hay una única refe-
rencia a la mutación p.Ala41Thr
que la asocia a patología, concre-
tamente a la malformación de Chiari tipo I (CMI)24.
Esta enfermedad se caracteriza por un defecto del
desarrollo del hueso occipital y la fosa posterior
(PF) y la consiguiente hernia de la amígdala cere-
belosa. Será interesante estudiar la posible rela-
ción entre mutaciones en DKK1 y esta patología,
que en muchos casos es asintomática y no diag-
nosticada.

No se han encontrado diferencias en la actividad
del resto proteínas mutantes y la proteína DKK1
WT. Estos resultados coinciden con los resultados
encontrados por Korvala et al.25 para la mutación
p.Arg120Leu. Estos autores encontraron dicha muta-
ción en un paciente con osteoporosis primaria, un
fenotipo diametralmente opuesto al fenotipo de la
mujer HBM donde nosotros encontramos la muta-

Figura 3. Ensayo de actividad de la proteína DKK1-p.Ala41Thr. A) Gráfico
de interacciones siguiendo el modelo, Yij = µ + día + test + día:test + ϵijk.
En el eje de las Y se muestra el logaritmo de la media de la ratio de
actividades de las luciferasas (Photinus pyrali/Renilla reniformis) con
su intervalo de confianza; en el eje de las X se muestran los tres días
en los que se ha testado el experimento. B) Test Tukey de compara-
ciones múltiples entre las diferentes condiciones testadas. Se muestran
los niveles de significación mediante el código: (∗∗∗∗)<0,000001,
(∗∗∗)<0,0001, (∗∗)<0,01, (∗)<0,05
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ción. Esta misma mutación se encuentra en pacien-
tes con enfermedad de Paget (PDB)26 y su frecuen-
cia en pacientes es el doble que en controles, aun-
que la diferencia no resulta significativa.

Ninguna de las siete mutaciones testadas se
encuentra en el dominio que afecta a la vía de seña-
lización de Wnt (dominio de unión a LRP5: aminoá-
cidos 189-263), y solo la p.Ala41Thr afecta al motivo
NAIKN. Esto podría ser una razón por la que no se
han observado diferencias de actividad inhibidora en
6 de las 7 DKK1 mutadas. Alternativamente, estas
DKK1 mutantes mostrarían diferencias de actividad
inhibidora menores a las que se puedan detectar con
la sensibilidad del ensayo de gen reportero que se
ha utilizado. Una limitación del estudio sería que el
ensayo realizado conlleva la cotransfección de varios
vectores para tener unos valores altos de actividad
de la luciferasa, lo que le confiere una elevada varia-
bilidad. Otra limitación sería que el efecto que se
espera de estas mutaciones es pequeño, ya que son
variantes presentes en la población general. Esta
cuestión solo podrá resolverse cuando se disponga
de algún ensayo con una mayor sensibilidad.

En conclusión, en este estudio se ha visto que
la proteína DKK1-p.Ala41Thr presenta una pérdi-
da parcial de su función inhibidora, que no se
debe a su falta de expresión. Esto podría conlle-
var un aumento de la densidad mineral ósea en las
personas de la población general portadoras de
dicha mutación.

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

Financiación: Este estudio ha sido cofinanciado
con fondos del proyecto SAF2016-75948R.
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Resumen
Objetivo: La microindentación de impacto (MII) es una técnica que permite medir in vivo la resistencia
tisular mecánica ósea. Se ha demostrado que la MII proporciona información útil sobre la evaluación de
enfermedades esqueléticas, pero se desconoce el efecto que la edad puede ejercer sobre la propiedad
ósea medida. El objetivo del estudio es analizar la relación entre la edad y la MII.
Material y métodos: El índice de Resistencia Mineral Ósea (BMSi), la variable de medición de MII, se midió
en 69 mujeres (mediana de edad: 49 años; rango: 30-81 años) y 19 varones (mediana de edad: 34 años;
rango: 24-98 años) sanos. La correlación entre BMSi y la edad se analizó mediante regresión lineal. La
asociación entre BMSi y edad se evaluó mediante ANOVA tras ajustar por el índice de masa corporal. El
posible efecto de depleción estrogénica postmenopáusica sobre el BMSi se estudió comparando el sub-
grupo de mujeres más jóvenes con las más mayores mediante la prueba t de Student.
Resultados: Los análisis de regresión lineal mostraron que la BMSi no se correlaciona con la edad en varo-
nes (R2=0,0016, p=0,74) ni en mujeres (R2=0,076, p=0,25). Asimismo, el análisis ajustado de ANOVA no
demostró asociación entre la BMSi y la edad ni en varones (p=0,78) ni en mujeres (p=0,73). Finalmente,
no se encontraron diferencias entre la BMSi entre las mujeres más jóvenes y las mayores (p=0,8). 
Conclusiones: La resistencia tisular mecánica ósea en individuos sanos es independiente a la edad y a la
depleción estrogénica postmenopáusica.

Palabras clave: microindentación de impacto, índice de Resistencia Mineral Ósea (BMSi).
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Introducción
Las fracturas osteoporóticas representan un grave
problema de salud pública dada su elevada preva-
lencia y enorme impacto en términos de morbilidad,
mortalidad y coste económico1. Consecuentemente,
existe un gran interés en entender la fisiopatología
subyacente de la fragilidad ósea, la cual, desde un
punto de vista mecánico, está determinada por la
resistencia ósea. La resistencia ósea, a su vez, pro-
viene de la integración de tres componentes: la
cantidad mineral ósea, la arquitectura ósea, y las
propiedades materiales del hueso. 

La cantidad mineral del hueso es medida habi-
tualmente mediante la densitometría ósea (DXA), la
cual representa el método más utilizado y estanda-
rizado para la evaluación de la masa ósea y del ries-
go de fractura2. La arquitectura ósea, tanto a nivel
micro- como macroscópico, se examina mediante
diferentes técnicas de imagen, como la tomografía
cuantitativa periférica de alta resolución, la resonan-
cia magnética ósea, y la más accesible Trabecular
Bone Score3, entre otras. Sin embargo, las propieda-
des materiales del hueso son difícilmente evaluables
debido a su elevada complejidad que se refleja en
sus múltiples constituyentes incluyendo las proteí-
nas no colágenas, la cristalinidad, la hidratación del
tejido óseo, y las características de la mineralización
y del colágeno, entre otros4,5. Dado que, además, se
han requerido muestras de tejido óseo para su aná-
lisis, el estudio de estas propiedades ha estado tra-
dicionalmente restringido a unos pocos centros
especializados en Biomecánica. 

La microindentación se ha introducido como
una técnica capaz de medir las propiedades mate-
riales del hueso de forma fácil y no invasiva. No
obstante, cabe resaltar que aún no se ha determi-
nado la propiedad específicamente medida por lo
que por el momento se considera que evalúa la

resistencia mecánica del hueso de manera global.
La técnica se basa en la medición de la distancia
de penetración de una aguja en la cortical del
hueso como reflejo de su resistencia mecánica6. El
procedimiento se realiza habitualmente en la cara
antero-medial de la tibia de una forma práctica,
segura e indolora7. Actualmente existen 2 modali-
dades de microindentación clínica: la microinden-
tación cíclica, realizada con el instrumento
BioDent® (Active Life Scientific Inc., Santa Bárbara,
EE.UU.) y la microindentación de impacto (MII),
realizada con el instrumento OsteoProbe® (Active
Life Scientific Inc., Santa Bárbara, EE.UU.).
Diversos estudios clínicos han demostrado la
capacidad de proporcionar información relevante
sobre la resistencia ósea y el riesgo de fractura con
ambas modalidades6,8. No obstante, dada su mayor
manejabilidad, el OsteoProbe® ha reemplazado al
BioDent® en los estudios clínicos. A pesar de su
creciente uso, todavía quedan muchas cuestiones
básicas no resueltas alrededor de la implementa-
ción de la MII, incluyendo el efecto de la edad
sobre las propiedades materiales óseas. Por este
motivo, en el presente estudio se examinó la
influencia de la edad sobre la resistencia mecáni-
ca tisular ósea en una cohorte de mujeres y varo-
nes sanos.

Materiales y métodos
Participantes
Se reclutaron voluntarios sanos mayores de 18
años de forma consecutiva procedentes de las
consultas externas de Medicina Interna sin patolo-
gías relacionadas con el metabolismo óseo.

Se excluyeron del estudio aquellos individuos
con los siguientes criterios:

• Antecedentes de fracturas por fragilidad o
fracturas traumáticas en la tibia.

Bone tissue mechanical strength is independent of age in healthy individuals

Summary
Objective: Impact microindentation (IMI) is a technique that allows the measurement of mechanicalbone
tissue resistance in vivo. IMI has proven to provide useful information on the evaluation of skeletal dise-
ases, but the effect of age on the bone property that is measured by this technique is unknown. This
study aims to analyzethe relationship between age and MIH.
Material and methods: Bone Material Strength index (BMSi), IMI’s output variable, was measured in 69
healthy women (median age: 49 years, range: 30-81 years) and 19 healthy men (median age: 34 years,
range: 24-98 years). The correlation between BMSi and age was analyzed by linear regression. The asso-
ciation between BMSi and age was evaluated by ANOVA after adjusting for body mass index. The poten-
tial effect of postmenopausal estrogenic depletion on BMSi was studied by comparing the younger vs the
older subset of women through a t-student test.
Results: Linear regression analysis showed that BMSi was not correlated with age in either men (R2=0.0016,
p=0.74) or women (R2=0.076, p=0.25). Similarly, the BMI-adjusted ANOVA model revealed a lack of asso-
ciation of BMSi with age in men (p=0.78) and women (p=0.73). Finally, there were not significant diffe-
rences on BMSi detected between the younger and the older subset of women (p=0.8).
Conclusions: Bone tissue mechanical resistance in healthy individuals is independent of age and postme-
nopausal estrogenic depletion.

Key words: impact microindentation, Bone Material Strength index (BMSi).
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• Antecedentes de enfermedades óseas prima-
rias (incluyendo la osteoporosis), enfermedades
óseas secundarias, deformidades en las extremida-
des inferiores de origen congénito o adquirido, y
metástasis ósea.

• Historial de diabetes mellitus, enfermedad
renal crónica e insuficiencia hepática grave.

• Tratamiento previo o concurrente con gluco-
corticoides, inhibidores de la aromatasa, terapia
de deprivación androgénica, quimioterapia y
agentes antirresortivos u osteoformadores (bifos-
fonatos, teriparatida, denosumab, ranelato de
estroncio y moduladores selectivos del receptor
de estrógeno).

Se midió la altura y el peso de los participan-
tes para calcular el índice de masa corporal (IMC,
kg/m2).

El protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité de Ética del Parque de Salud Mar y se
obtuvo el consentimiento informado por escrito
de todos los participantes.

Microindentación de impacto
La microindentación de impacto (MII) se evaluó
mediante el OsteoProbe®, un instrumento de
mano que consiste en un dispositivo con un
mecanismo de impacto, una sonda desechable
con una punta cónica (radio de nitidez de la
punta: <10 μm) y un transductor de desplazamien-
to. Los aspectos del procedimiento han sido des-
critos de forma detallada con anterioridad7.
Resumiendo, previamente a la microindentación
se aplica un anestésico local (mepivacaína al 2%)
en la parte anteromedial de la tibia no dominante.
Posteriormente, la sonda se inserta perpendicular-
mente a la cortical ósea en la región anestesiada
hasta alcanzar la superficie del hueso. El dispositi-
vo se comprime lentamente hasta que alcanza una
resistencia de precarga de 10 Newtons (N), des-
pués de lo cual se activa automáticamente una
carga de impacto de 30 N. El transductor de des-
plazamiento mide la profundidad de la indenta-
ción. El operador tiene la capacidad de eliminar
las mediciones que considera erróneas.

Después de 8 indentaciones válidas separadas
por aproximadamente 2 mm, se realizan 5 inden-
taciones adicionales con la misma sonda en un
bloque de polimetilmetacrilato (PMMA) para la
calibración. El valor obtenido en la MII es el índi-

ce de Resistencia Mineral Ósea (BMSi, del inglés
Bone Material Strength index), que se define
como 100 veces la relación entre la media armó-
nica de la distancia de las 8 indentaciones óseas y
la de las 5 indentaciones en el bloque de PMMA.
Nueve operadores diferentes con un nivel de
experiencia en la técnica similar realizaron las
mediciones en el presente estudio.

Análisis estadístico
Se realizaron análisis separados para mujeres y
varones. Los valores descriptivos se muestran uti-
lizando media y desviación estándar, así como
mediana y rango total, según corresponda. Se
representó la correlación entre edad y BMSi
mediante una regresión lineal, y se evaluó su aso-
ciación con una ANOVA ajustando por IMC.
Debido a la falta de información clínica sobre el
estado menstrual de las participantes, se analizó el
potencial efecto de la deprivación de estrógenos
en la resistencia tisular mecánica del tejido óseo
comparando la BMSi de mujeres entre 20-39 años
(muy probablemente premenopáusicas) con muje-
res ≥60 años (muy probablemente postmenopáu-
sicas) mediante la prueba t de Student.

Las figuras del estudio se obtuvieron a través
del programa Prism 7 (GraphPad Software, La
Jolla, California, EE.UU.). Los análisis estadísticos
se realizaron con el programa SPSS versión 23
(IBM Corp®, Armonk, Nueva York, EE.UU.), acep-
tando como significativos los resultados con
p<0,05. 

Resultados
Para el estudio se reclutaron 69 mujeres y 19 varo-
nes de origen caucásico. Las características de los
participantes y las mediciones de BMSi se expo-
nen en la tabla 1. El coeficiente de variación inter-
operador fue menor del 5%.  

Los análisis de regresión lineal mostraron que la
BMSi no se correlaciona con la edad ni en mujeres
(R2=0,076, p=0.25) ni en varones (R2=0,0016, p=0,74)
(Figura 1). Asimismo, no se detectaron asociaciones
significativas entre la BMSi y la edad en el análisis
de ANOVA ajustado por IMC ni en mujeres (p=0,73)
ni en varones (p=0,78). Finalmente, no se observa-
ron diferencias significativas en el BMSi entre el sub-
grupo de mujeres de 20-39 años y el de más de 60
años (p=0,8) (Figura 2). 

Tabla 1. Características de los participantes

IMC: índice de masa corporal; DE: desviación estándar; BMSi: índice de Resistencia Mineral Ósea. 

Mujeres (n=69) Hombres (n=19)

Edad, años (mediana, rango) 49, 30-81 34, 24-98

IMC, kg/m2 (media ± DE) 24,3±4,5 24,6±3,1

BMSi (media ± DE) 82±7,4 88±7,6
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Figura 1. Análisis de regresión lineal realizado para evaluar la correlación entre el índice de Resistencia Mineral
Ósea (BMSi) y edad en mujeres y hombres sanos
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Discusión
En el presente estudio se ha evaluado la influen-
cia de la edad en la resistencia mecánica del teji-
do óseo medida mediante MII en una cohorte de
mujeres y varones sanos. Los resultados indican
que la resistencia del tejido óseo no está determi-
nada por la edad ni en mujeres ni en varones, y
que por lo tanto, no se ve afectada por el enveje-
cimiento.  Además, el hecho de no encontrar dife-
rencias en la BMSi entre el subconjunto de muje-
res más jóvenes frente al subconjunto de mujeres
más mayores indica que la depleción de estróge-
nos que acompaña a la menopausia no ejerce un
efecto significativo sobre la resistencia mecánica
del tejido óseo.

La microindentación ósea se ha incorporado
como una nueva herramienta prometedora para
evaluar la resistencia mecánica ósea en individuos
vivos6-8. Aunque todavía no está claro cuáles son

las propiedades físicas específicamente medi-
das, varios estudios clínicos han revelado que
esta técnica tiene una buena capacidad discri-
minante entre pacientes con y sin fracturas
por fragilidad9-11, si bien es cierto que hay
estudios en poblaciones geriátricas con frac-
turas osteoporóticas que muestran resultados
discrepantes12. 

Las mediciones que resultan en un BMSi
alterado parecen ser especialmente informa-
tivas en aquellas condiciones asociadas con
un mayor riesgo de fractura que no se expli-
can por valores anormales de DMO13-16. 

Dado el creciente uso de la MII como una
técnica complementaria para la evaluación
de la salud ósea en la investigación clínica y
su potencial función en el futuro en la prác-
tica clínica, es imperativo aclarar cuáles son
los efectos de los factores fisiológicos, como
la edad, sobre la resistencia mecánica del teji-
do óseo.

Los resultados de nuestro estudio indican
que la BMSi no se ve significativamente afectada
por el envejecimiento o la depleción estrogénica.
De acuerdo con nuestros hallazgos, Mirzaali MJ, et
al. observaron mediante estudios micromecánicos
en hueso de cadáver, que las propiedades de
microindentación en ancianos eran constantes con
la edad17. Por el contrario, es conocido que el
envejecimiento y la depleción estrogénica ejercen
un efecto negativo sobre la DMO y la arquitectu-
ra ósea18,19. Esto refuerza la noción de que la técni-
ca de la microindentación mide una característica
muy concreta de la resistencia ósea o calidad ósea
completamente diferente al resto de técnicas dis-
ponibles hasta ahora. Se especula que la microin-
dentación provoca la separación de las proteínas
pegamentosas (del inglés, protein-based “glue”) a
las que se les atribuye la función de mantener uni-
das las fibrillas de colágeno mineralizadas, propie-
dad que constituiría la primera barrera de resisten-
cia a la fractura20.  

Figura 2. T-test realizado para comparar el índice de
Resistencia Mineral Ósea (BMSi) entre mujeres de 20-39
años y mujeres de >60 años como medida indirecta del
estatus pre y postmenopáusico, respectivamente
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En la actualidad, se postula que la resistencia
tisular del tejido óseo está genéticamente determi-
nada, pero, al mismo tiempo, estudios clínicos
muestran que puede verse negativamente influen-
ciada por factores no genéticos, como un control
glucémico deficiente13,15,21, un exceso de tejido adi-
poso local16, tratamiento con glucocorticoides22,
exceso de hormona de crecimiento23, enfermedad
renal crónica24,25 e infección por VIH26. Además, alte-
raciones en ciertas vías de señalización y en el
almacenamiento intracelular de lípidos también
parecen afectar la resistencia mecánica del tejido
óseo como se ha observado en estudios sobre las
enfermedades de Camuratti-Englemann27 y Gaucher
tipo 128, respectivamente.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones.
Primero, el número reducido de sujetos incluidos
en el estudio limita la generalización de nuestros
hallazgos. Otra limitación es que aún no se cono-
cen completamente los factores que pueden afec-
tar la resistencia mecánica del tejido óseo y, por lo
tanto, dichos factores no se han introducido como
covariables en el modelo estadístico para el ajuste
del factor de confusión. Esto se ha intentado com-
pensar mediante los estrictos criterios de exclusión
utilizados en el momento del reclutamiento de los
individuos y así controlar la posible heterogenei-
dad de la cohorte estudiada. Otra limitación resi-
de en el hecho de que esta técnica se realiza
exclusivamente en el hueso cortical de la tibia
anteromedial, por lo que es discutible la generali-
zación de los resultados de BMSi a otras localiza-
ciones esqueléticas. No obstante, pensamos que
los valores obtenidos mediante la microindenta-
ción en la tibia reflejan la resistencia mecánica del
hueso a nivel global, ya que estudios clínicos han
demostrado una correlación inversa entre los valo-
res de BMSi y la incidencia de fracturas osteopo-
róticas en otras localizaciones esqueléticas como
la cadera, e incluso en huesos con una mayor
componente trabecular, como las vértebras10,11.
Finalmente, no se recogieron los datos sobre el
estado menstrual, limitando así la evaluación de
los efectos de la menopausia sobre la resistencia
mecánica del tejido óseo. Este problema se contra-
rrestó categorizando el subgrupo de mujeres más
jóvenes como premenopáusicas y el subconjunto
de mujeres más mayores como postmenopáusicas.

En conclusión, la resistencia mecánica del teji-
do óseo no parece verse afectada por el envejeci-
miento y la depleción estrogénica relacionada con
la menopausia. Se necesitan estudios adicionales
para corroborar estos hallazgos a fin de facilitar la
implementación de la MII en la investigación y en
la práctica clínica.
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Resumen
Objetivos: Analizar en células tumorales de próstata los efectos causados por el secretoma de células óseas
sobre la proliferación y sobre vías de señalización intracelular relacionadas con la progresión del cáncer
de próstata.
Materiales y métodos: Se caracterizaron los efectos de factores secretados presentes en medios condiciona-
dos de pre-osteoblastos MC3T3-E1 y osteocitos MLO-Y4 sobre la proliferación de células de adenocarcino-
ma de próstata metastásicas PC-3 mediante tinción por azul de tripano. Se observó por técnicas de fluores-
cencia en células vivas los efectos de los medios condicionados por células MC3T3-E1 y MLO-Y4 en molé-
culas de señalización intracelular implicadas en la progresión tumoral de células de adenocarcinoma de
próstata PC-3. Se estudió la acumulación de calcio intracelular utilizando el indicador de calcio fluorescen-
te Fluo-4AM y la generación de AMP cíclico, y la activación de la quinasa ERK 1/2 por Transferencia de
Energía de Resonancia Fluorescente (FRET) usando los biosensores EPAC y ERK-NES, respectivamente. 
Resultados: La estimulación de células PC-3 con medios condicionados de pre-osteoblastos MC3T3-E1 y
osteocitos MLO-Y4 indujo aumento en la proliferación de las células de adenocarcinoma PC-3. Los
medios condicionados por células óseas causaron también aumento transitorio en la acumulación de cal-
cio intracelular y de la generación de AMP cíclico e incrementaron la activación de la quinasa ERK 1/2. 
Conclusiones: Las células óseas secretan factores activadores de la proliferación y de vías de señalización
que favorecen la progresión tumoral de células de cáncer de próstata, sugiriendo que la comunicación
cruzada entre estos tipos celulares puede favorecer el desarrollo de nichos metástasicos de cáncer de
próstata en el hueso. 

Palabras clave: cáncer de próstata, factores secretados óseos, señalización intracelular, fluorescencia en células vivas, calcio,
AMP cíclico, ERK 1/2.
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Introducción
La metástasis a hueso es una complicación fre-
cuente en fases avanzadas de pacientes con cán-
cer de próstata, uno de los cánceres con mayor
mortalidad y morbilidad en países desarrollados1.
Evitar las distintas etapas necesarias para que la
célula tumoral abandone el tumor primario, migre
y se establezca en el microambiente óseo es una
de las principales estrategias para prevenir la dise-
minación de las metástasis óseas2. La invasión de
células de tumor primario a nichos esqueléticos se
asocia con la activación de células óseas que libe-
ran factores de crecimiento y citoquinas, que a su
vez promueven el crecimiento del tumor en las
metástasis. Como resultado se genera el denomi-
nado “ciclo vicioso” de las metástasis óseas, que
varía la fisiología del hueso y altera el remodela-
do óseo3,4. En el caso de las metástasis óseas cau-
sadas por cáncer de próstata se originan lesiones
osteolíticas y osteoblásticas como resultado de la
activación de osteoclastos y de osteoblastos res-
pectivamente5. En procesos de metástasis ósea, se
ha observado que las células tumorales son capa-
ces de secretar factores como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-α), interleucina 11 (IL-11), meta-
loproteasa de matriz 1 (MMP1), Jagged1 y proteína
relacionada con la parathormona (PTHrP), que
activan directa o indirectamente osteoclastos,
dando lugar a metástasis osteoclásticas6. La degra-
dación de matriz por osteoclastos libera factor de
crecimiento transformante β (TGF-β) y factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1) que pro-
mueven la supervivencia de células tumorales7. En

contraste, la secreción por parte de células tumo-
rales de otros factores como el factor de creci-
miento fibroblástico (FGF) y proteínas morfogené-
ticas óseas (BMPs) pueden estimular la diferencia-
ción de osteoblastos resultando en lesiones osteo-
blásticas8. 

Por otro lado, algunos estudios han descrito la
importancia de segundos mensajeros y vías de
señalización intracelular en la modulación de la
proliferación, malignidad y capacidad metastásica
de células tumorales. De este modo moléculas
como el calcio, el adenosín monofosfato cíclico
(AMP cíclico) o las quinasas reguladas por señales
extracelulares 1/2 (ERK 1/2), han sido propuestos
como mediadores y posibles dianas terapéuticas
en la progresión tumoral y la metástasis ósea9-11. 

A pesar de la existencia de diversas observa-
ciones analizando los factores secretados por célu-
las tumorales que afectan a células óseas, existe
escasa información sobre los factores secretados
por osteoblastos y osteocitos que actúan sobre
células tumorogénicas de próstata. En concreto, es
poco conocido el efecto de factores secretados
por células óseas sobre vías de señalización y
segundos mensajeros relevantes en la mediación
de procesos de progresión tumoral y metástasis a
hueso en células tumorales de próstata.

En este estudio hemos usado técnicas de fluo-
rescencia en células vivas para analizar si factores
secretados por células óseas pueden modificar vías
de señalización y segundos mensajeros en células
de adenocarcinoma de próstata. Nuestras observa-
ciones muestran que factores secretados por osteo-

Factors secreted by bone cells induce intracellular calcium accumulation
and cyclic AMP and activation of ERK 1/2 in prostate cancer cells;
evaluation by fluorescence techniques in living cells

Summary
Objectives: To analyze in prostate tumor cells the effects caused by the secretome of bone cells on pro-
liferation and on intracellular signaling pathways related to the progression of prostate cancer.
Materials and methods: The effects of secreted factors present in conditioned media of pre-osteoblasts
MC3T3-E1 and osteocytes MLO-Y4 on the proliferation of metastatic prostate adenocarcinoma cells PC-3
were characterized using trypan blue staining. The effects of media conditioned by MC3T3-E1 and MLO-
Y4 cells on intracellular signaling molecules involved in the tumor progression of prostate adenocarcino-
ma cells PC-3 were observed by fluorescence techniques in living cells. The accumulation of intracellu-
lar calcium was studied using the fluorescent calcium indicator Fluo-4AM and the generation of cyclic
AMP, and ERK 1/2 activation by Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET) using the EPAC and ERK-
NES biosensors, respectively.
Results: The stimulation of PC-3 cells with conditioned media of pre-osteoblasts MC3T3-E1 and osteocy-
tes MLO-Y4 induced an increase in PC-3 adenocarcinoma cell proliferation. Media conditioned by bone
cells also caused a transient increase in intracellular calcium accumulation and generation of cyclic AMP
and increased ERK 1/2 activation.
Conclusions: Bone cells secrete proliferation-activating factors and signaling pathways that favor the
tumor progression of prostate cancer cells, suggesting that cross-communication between these cell types
may favor the development of metastatic niches of prostate cancer in the bone.

Key words: prostate cancer, secreted bone factors, intracellular signaling, fluorescence in living cells, calcium, cyclic AMP, ERK 1/2.
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blastos y osteocitos pueden inducir proliferación
de células tumorales de próstata asociada a acumu-
lación de AMP cíclico y calcio intracelulares y a la
activación de la quinasa ERK. Estos resultados
sugieren el papel clave de los factores óseos en
mecanismos intracelulares relevantes para la pro-
gresión tumoral y la metástasis ósea.  

Materiales y métodos
Cultivos celulares
Las células humanas de carcinoma prostático deri-
vadas de metástasis óseas (PC-3, ATCC: CRL-1435)
se cultivaron en RPMI 1640, suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB). La línea celular preos-
teoblástica murina MC3T3-E1 (ATCC: CRL-2593) y
osteocítica murina MLO-Y4 (generosamente dona-
da por Lynda Bonewald) se cultivaron en DMEM
con 10% de SFB o α-MEM con 2,5% de suero fetal
de carnero (SCF) y 2,5% SFB, respectivamente.
Todas las células fueron cultivadas en medios que
contenían penicilina (100 unidades/mL) y estrepto-
micina (100 µg/mL) en un incubador humidificado
a 37ºC y 5% CO2 atmosférico. Los medios condicio-
nados fueron obtenidos de las células PC-3, MLO-Y4
o MC3T3-E1 cultivadas en α-MEM en ausencia de
suero durante 24 h. 

Transfecciones
Para transfecciones transitorias, las células PC-3 se
cultivaron en cubreobjetos de cristal de 25 mm de
diámetro durante 12 h previa a la transfección con
FuGENE 6 (Roche Applied Science), que se reali-
zó en medio de cultivo completo. Tras 24 h los
cubreobjetos fueron transferidos en una cámara
Attofluor (Invitrogen, Carlsbad, CA) con solución
HEPES/albumina de suero bovino (ASB) (pH=7,4)
(solución HEPES al 0,1% (p/v) ASB) para los expe-
rimentos de fluorescencia a tiempo real.  

Ensayo de proliferación celular
El número de células viables PC-3 estimuladas con
medios condicionados de células MC3T3-E1,
MLO-Y4 o de las propias PC-3 fue evaluada por el
ensayo de exclusión por azul de tripano como
previamente ha sido descrito12.

Medida del calcio intracelular
La acumulación de calcio intracelular fue cuantifi-
cada con el sensor sensible a calcio Fluo- 4/AM
(Invitrogen, Carlsbard, CA) siguiendo el protocolo
del fabricante como ha sido descrito previamente13.
Brevemente, las células PC-3 fueron cultivadas en
placas de cultivo MatTek con 2 µM Fluo-4/AM en la
solución salina equilibrada Hanks’ (Invitrogen) a
22°C durante 45 min. Las células fueron lavadas tres
veces en la solución Hanks’ e incubada a 22°C
durante 30 min. Las cuantificaciones de calcio intra-
celular fueron realizadas con el microscopio de fluo-
rescencia invertido Nikon A1s. Los niveles de fluo-
rescencia fueron medidos a intervalos de 1 s hasta
20 min. Al menos 30-40 células se evaluaron bajo
cada condición. Se utilizaron los reactivos ionomici-
na (aumenta la entrada de iones de calcio en las
células) 10 µM y EGTA (quelante de calcio) 10 mM

para obtener el máximo y el mínimo de estimula-
ción en cada célula analizada. 

Transferencia de Energía por Resonancia
Fluorescente (FRET): evaluación de AMP cícli-
co intracelular y fosforilación de ERK 
Las células PC-3 fueron transfectadas transitoriamen-
te con el biosensor de AMP cíclico EPAC14 o con el
biosensor de fosforilación de ERK, ERK-NES15. La
generación de AMP cíclico y la activación por fosfo-
rilación de ERK se evaluaron por Transferencia de
Energía por Resonancia Fluorescente (FRET) como
se describió previamente16. Las células se cultivaron
en placas de cultivo Ibidi de 35 mm de diámetro
y mantenidas en solución tampón FRET (137 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 20 mM
HEPES, 0,1% albúmina de suero bovino, pH 7,4)
donde se transfectaron transitoriamente con cons-
tructos constituidos por las proteínas de fusión: pro-
teína fluorescente cian (CFP)-EPAC–proteína fluo-
rescente amarillo (YFP) o por CFP-ERK-NES–YFP y
que es activada por la unión directa de AMP cíclico
o por fosforilación, respectivamente, experimentan-
do cambios conformacionales que dan como resul-
tado variaciones en las respuestas de FRET. Las
cuantificaciones fueron realizadas en un microsco-
pio Leica equipado con objetivo 40x de aceite de
inmersión realizándose registros secuenciales de los
canales de fluorescencia CFP e YFP. Las intensida-
des de la emisión de fluorescencia fueron determi-
nadas a 535/15 nm (YFP) y 480/20 nm (CFP) con un
paso largo dicroico (DCLP) de 505 nm. La señal de
FRET se monitorizó como el índice de emisión de
YFP (FYFP) y CFP (FCFP). Los resultados se mues-
tran como la media normalizada (nFRET) ± error
estándar.

Análisis estadísticos
Los datos fueron expresados como media ± error
estándar. Las diferencias entre las condiciones
experimentales y los controles fueron realizadas
utilizando el test estadístico U Mann Whitney, en
el que valores de p<0,05 fueron considerados sig-
nificativos.

Resultados
Factores solubles de MC3T3-E1 y MLOY-4 indu-
cen incremento de proliferación en las células
de adenocarcinoma prostático humanas PC-3
Estudios previos sugieren que el entorno óseo
favorece la estimulación de células de cáncer de
próstata promoviendo el establecimiento de metás-
tasis esqueléticas17. Para evaluar los efectos de fac-
tores secretados por células óseas sobre células de
carcinoma de próstata, primero se analizaron las
acciones de medios condicionados de osteoblastos
MC3T3-E1 y osteocitos MLO-Y4 sobre la prolifera-
ción de células de cáncer de próstata PC-3. Se
observó que tanto los medios condicionados de
osteoblastos MC3T3-E1 como los de MLO-Y4 indu-
jeron un aumento en la proliferación de células
PC-3 tras 3 días de estimulación en comparación
con medios condicionados control (de las propias
células PC-3) (Figura 1). 
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Factores solubles óseos osteoblásticos y osteo-
cíticos inducen la formación de AMP cíclico y
liberación de calcio intracelular en las células
de adenocarcinoma prostático humanas PC-3
Seguidamente se estudiaron los efectos de los
medios condicionados de células óseas en la acti-
vación de segundos mensajeros y vías de señaliza-
ción relacionadas con la progresión tumoral, metás-
tasis y la activación de respuestas osteogénicas9-11,18

mediante técnicas de fluorescencia en células vivas.
Los medios condicionados de osteoblastos MC3T3-
E1 y de osteocitos MLO-Y4 causaron un aumento
rápido y transitorio en la concentración de calcio
intracelular en las células de cáncer de próstata PC-
3 comparado con la estimulación con medio condi-
cionado por las propias células PC-3 (Figura 2A-C).
De manera similar, la generación de AMP cíclico
detectada mediante FRET fue estimulada por
medios condicionados de osteoblastos y de osteo-
citos (Figura 3 A-C). Los niveles de AMC cíclico no
variaron al estimular las células PC-3 con medios
condicionados de PC-3 (datos no mostrados).

Activación de la vía de señalización ERK 1/2
en las células de adenocarcinoma prostático
humanas PC-3 tras la estimulación de factores
solubles óseos
La fosforilación de la quinasa ERK 1/2, una proteí-
na directamente implicada en la proliferación de
las células tumorales de próstata19, también fue
inducida por medios condicionados de osteoblas-
tos MC3T3-E1 y osteocitos MLO-Y4 (Figura 4A y
B). El medio condicionado de células PC-3 por el

contrario, no causó cambios en
la fosforilación de ERK 1/2 de las
células PC-3 (Figura 4B). 

Estos resultados en su con-
junto muestran que los factores
secretados por parte de células
óseas modulan moléculas de
señalización claves en procesos
celulares como la proliferación
de células tumorales de próstata.

Discusión
Nuestros resultados muestran que
las células de adenocarcinoma
prostáticas metastásicas aumen-
tan su proliferación con factores
secretados tanto por células osteo-
blásticas como osteocíticas. En el
caso de las metástasis óseas, se
ha hipotetizado que las células
tumorales se establecen en zonas
específicas de hueso como en el
nicho endosteal, el nicho de célu-
las madre hematopoyéticas y el
nicho vascular20. Estos nichos son
microambientes complejos en los
que se secretan factores que pro-
mueven las funciones fisiológicas
de las células que los componen.
Se ha demostrado que al aumen-
tar el número de estos nichos

experimentalmente también se incrementa el
número de células tumorales diseminadas de
tumores primarios21. Estas observaciones sugieren
que los mismos factores que mantienen el correc-
to funcionamiento de las células de los nichos
óseos son capaces a su vez de promover el esta-
blecimiento y crecimiento de células tumorales en
las metástasis óseas. Desde este punto de vista, los
osteoblastos y osteocitos localizados cerca de la
superficie formarían parte del nicho endosteal y
pueden generar factores promotores del creci-
miento de células tumorales de próstata en este
nicho.

Existen varios mecanismos que regulan el ciclo
mitótico de células metastásicas en el hueso, inclu-
yendo procesos reguladores del sistema inmune,
de la angiogénesis, de la matriz extracelular, diver-
sos factores y hormonas y procesos intracelula-
res22. Entre estos mecanismos se observó que el
balance en la activación entre 2 quinasas proteicas
activadas por mitógenos (MAP quinasas), p38 y
ERK 1/2 afecta de manera clave a la mitosis de
células tumorales metastásicas23. Cuando ERK 1/2
se encuentra activado en comparación con p38, la
proliferación celular se favorece, y por el contra-
rio la activación de p38 frente a ERK 1/2 induce
un estado quiescente celular23. Nosotros hemos
observado que los pre-osteoblastos y osteocitos
pueden enviar factores solubles que activan a la
quinasa ERK 1/2 en células PC-3 fomentando de
este modo la proliferación de células tumorales. 

Además, hemos observado que factores secre-
tados al medio condicionado por pre-osteoblastos

Figura 1. Factores secretados por osteoblastos MC3T3-E1 y osteocitos
MLO-Y4 aumentan la proliferación de células de carcinoma de prósta-
ta PC-3. Las células PC-3 se incubaron durante 1-3 días con medios
condicionados (MC) obtenidos de MC3T3-E1 o MLO-Y4 y se evaluó el
número de células mediante ensayo de azul de tripano. Los datos mos-
trados son medias ± error estándar de 3 experimentos independientes
*p<0,05; **p<0,01 vs. Medio condicionado (MC) Control
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y osteocitos también causaron
aumento transitorio en la concen-
tración de calcio intracelular y en
la generación de AMP cíclico.
Ambos segundos mensajeros
pueden regular procesos de pro-
liferación y metástasis tumoral y
han sido propuestos como posi-
bles dianas terapéuticas en varios
cánceres9,10,24. El AMP cíclico
puede tener efectos positivos o
negativos en el crecimiento y
supervivencia de células tumora-
les dependiendo del tipo celu-
lar10. En tumores de origen epite-
lial como es el caso del cáncer de
próstata, el AMP cíclico parece
jugar un papel promotor de la
oncogénesis mediante la activa-
ción de la proteína quinasa A y
otras proteínas activadas a conti-
nuación (por ejemplo EPAC y
CREB)25,26. 

Por otro lado, se ha demostra-
do que el aumento de la concen-
tración de calcio intracelular de
origen extracelular es un factor
inductor de la proliferación de
líneas celulares prostáticas de
metástasis ósea (PC-3 y C4-2B),
pero no afecta a la proliferación
de líneas celulares prostáticas no
metastásicas como las células
LNCaP9. El aumento de la con-
centración de calcio de origen
extracelular causa en PC-3 un
aumento en la expresión de cicli-
na D1 (una proteína reguladora
del ciclo celular necesaria en la
proliferación), en la activación de
Akt (proteína requerida para la
proliferación y progresión tumo-
ral)27,28, y aumenta la capacidad
de unión de células tumorales a
sustrato9. Además, alteraciones en
la expresión génica de diversos
canales iónicos de calcio, como
los TRP y Orai, se han asociado
con aumentos de la entrada de
calcio en las células tumorales de
próstata que facilitan la prolifera-
ción y resistencia a apoptosis de
dichas células29,30. 

Estos estudios en su conjunto
muestran la función relevante de la
activación de la quinasa ERK 1/2,
del calcio y del AMP cíclico en la
progresión del cáncer de próstata.
Aunque la modulación de estas
vías de señalización por parte de
factores secretados por células
óseas no ha sido descrita previa-
mente, algunos estudios han
demostrado la capacidad de las

Figura 2. Factores secretados por MC3T3-E1 y MLO-Y4 aumentan la
señalización de calcio intracelular de PC-3. Se analizaron los efectos de
factores secretados de medios condicionados obtenidos durante 24
horas de MC3T3-E1 (A), MLO-Y4 (B) o de PC-3 (C) en la liberación de
calcio intracelular de PC-3. La evaluación de los niveles de calcio intra-
celular se realizó mediante fluorescencia confocal en células vivas con
el indicador Fluo-4AM según se ha descrito en el texto. Las flechas
indican el momento de estimulación con medios condicionados. Los
datos mostrados son medias ± error estándar de 3 experimentos inde-
pendientes
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células residentes del hueso para modular la activi-
dad de las células tumorales en los nichos metastási-
cos. Se ha observado que los osteocitos estimulados
mecánicamente por incremento de la presión oca-
sionada por tumores metastásicos inducen creci-
miento e invasividad de tumores de próstata median-
te la secreción de la quimiocina (C-C) ligando 5

(CCL5)31. Curiosamente, la estimu-
lación de células de distintos tipos
de cáncer por CCL5 es capaz de
aumentar la capacidad invasiva y
migratoria de células tumorales
mediante mecanismos depen-
dientes de la movilización intrace-
lular de calcio32 o de activación
de la quinasa ERK33,34. Estas obser-
vaciones sugieren que CCL5 u
otros factores similares del secre-
toma de células óseas podrían ser
los responsables de los cambios
en vías de señalización de células
tumorales que hemos observado
en el presente estudio. Por otra
parte, publicaciones previas tam-
bién han demostrado el papel
clave de las células óseas para
promover la activación de células
tumorales y favorecer los proce-
sos metastásicos basados en el
contacto directo célula ósea-célu-
la tumoral mediante la activación
de la vía de señalización Notch-
Jagged35. Es posible que factores
secretados por células óseas pue-
dan mediar procesos de recluta-
miento y crecimiento iniciales del
tumor metastásico, en los que no
haya contacto directo entre el
tumor y las células óseas, mien-
tras que vías de señalización
como Notch-Jagged puede que
regulen las interacciones del
tumor en fases metastásicas más
avanzadas (en las que el tumor sí
entre en contacto directo con las
células del hueso).

En base a estas investigacio-
nes y a nuestros resultados pro-
ponemos que las células osteo-
básticas y osteocíticas regulan la
proliferación y la activación de
mediadores moleculares de la
progresión tumoral en células
metastásicas de cáncer de prósta-
ta mediante la secreción de facto-
res solubles. Sugerimos, además,
que la modulación de los media-
dores intracelulares calcio, AMP
cíclico y ERK 1/2 por factores
secretados por células óseas pue-
den ser clave en el establecimien-
to de metástasis óseas por parte
de células tumorales de próstata. 

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

Financiación: Este trabajo se realizó gracias a pro-
yectos del Instituto de Salud Carlos III (PI12/02390)
y CEU San Pablo-Santander (USP-BS-PPC 11/2012,
USPB-BS-APP-2/2016 y MERMERG-2). 

Figura 3. Factores secretados por MC3T3-E1 y MLO-Y4 aumentan la
señalización de AMP cíclico de PC-3. (A) Se analizaron los efectos de
factores secretados de medios condicionados obtenidos durante 24
horas de MC3T3-E1 y MLO-Y4 en la activación de AMP cíclico de PC-
3. La evaluación de AMP cíclico se realizó mediante fluorescencia con-
focal en células vivas con el sensor CFPEPACYFP según se ha descri-
to en el texto. Las flechas indican el momento de la estimulación con
medios condicionados. Se utilizó forscolina para obtener el máximo de
estimulación de AMP cíclico. Los datos mostrados son medias ± error
estándar de 3 experimentos independientes. (B y C) Imágenes repre-
sentativas de los cambios en fluorescencia de las proteínas fluorescen-
tes CFP e YFP del sensor de AMP cíclico EPAC en células PC-3 tras la
estimulación con medio condicionado de células MC3T3-E1 o MLO-Y4
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Resumen
Los fitoestrógenos representan una familia de componentes derivados de plantas. Tienen una estructura
esteroidea y son capaces de actuar en el receptor estrogénico. Poseen propiedades tanto estrogénicas
como antiestrogénicas, en función del tejido en el que actúen. Los mecanismos potenciales por los cua-
les los fitoestrógenos pueden afectar a las actividades celulares se han dividido en efectos genómicos y
no genómicos. Los primeros actúan a través de receptores de estrógenos, y estos últimos están mediados
por proteínas celulares.
El mecanismo de acción de las isoflavonas de soja en el hueso puede considerarse beneficioso, ya que
actúan estimulando la actividad de los osteoblastos. Por otra parte, a través del sistema RANK-L/OPG
inducen una disminución en la supervivencia y la actividad de los osteoclastos.
Este artículo revisa estudios in vitro, en animales y humanos, que involucran a las isoflavonas y la salud
ósea con el fin de conocer el efecto que sobre ésta tendrán dichas sustancias en aquellas mujeres postme-
nopáusicas que las utilizan en el contexto del tratamiento o prevención del síndrome climatérico. 
En general, la valoración global de los estudios en humanos muestra variabilidad en el diseño, en la varie-
dad de fuentes de isoflavonas, en el tiempo del análisis y en la dosis. Además, es preciso considerar la
variabilidad en la biodisponibilidad y el metabolismo de las isoflavonas entre los sujetos. Todo ello difi-
culta obtener conclusiones consistentes.
En conclusión, los resultados arrojan algunos resultados positivos, justificando la necesidad de investiga-
ciones adicionales. Desde un punto de vista clínico, las isoflavonas son utilizadas en aquellas mujeres
con síntomas climatéricos que no pueden o no desean realizar terapia hormonal. No estarían indicadas
con el objetivo de tratar la osteoporosis, pero aquellas mujeres que las utilizan a las dosis y tiempo ade-
cuados pueden esperar un beneficio en el sentido de mantenimiento de su masa ósea.  

Palabras clave: salud ósea, soja, isoflavonas.
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Introducción
El déficit estrogénico derivado de la disminución
de la función ovárica conduce a un estado de
remodelado óseo aumentado, con un balance
negativo que lleva a una pérdida de masa ósea. El
resultado es el mayor riesgo de desarrollar osteo-
penia, osteoporosis y, como consecuencia, aumen-
to del riesgo de fractura. 

La terapia hormonal es considerada como un
tratamiento muy eficaz para el alivio de los sínto-
mas climatéricos, habiendo demostrado un efecto
beneficioso en el hueso con reducción de fractura
vertebral y de cadera incluso en mujeres postme-
nopáusicas no osteoporóticas1, pero las informa-
ciones sobre el aumento del riesgo de algunas
enfermedades crónicas han aumentado notable-
mente el interés de los clínicos y de las mujeres
por alternativas a este tratamiento. Algunas de las
más populares se basan en alimentos o suplemen-
tos de fitoestrógenos. 

De todas las alternativas naturales actualmente
investigadas, los fitoestrógenos y sus componen-
tes, las isoflavonas, parecen ofrecer el mayor
potencial para la prevención de la pérdida ósea.

Isoflavonas y metabolismo óseo
Los fitoestrógenos representan un grupo de com-
puestos derivados de plantas que han demostrado
tener propiedades tanto agonistas estrogénicas
como antagonistas, en función del tejido donde
actúen. 

Por su estructura química, los fitoestrógenos se
dividen en cuatro clases principales: 

1.- Isoflavonas 
2.- Estilbenos
3.- Cumestanos 
4.- Lignanos

Las isoflavonas son las mejor conocidas, sien-
do sus principales representantes genisteína y
daidzeína. Se encuentran en cantidades significati-
vas en la soja. La estructura química es similar al
17β estradiol y tienen la capacidad de unirse a los
receptores de estrógeno (RE). La unión de un fito-
estrógeno al RE puede dar como resultado la acti-
vación parcial del mismo (efecto agonista) o el
desplazamiento de una molécula de estrógeno, lo
que reduce la activación del receptor (efecto anta-
gonista). 

Presentan una afinidad por el RE inferior a la
del estradiol. La afinidad y el tiempo de ocupación
de las isoflavonas por el receptor β es unas 30
veces superior que por el receptor α. En los tejidos
existe una diferente distribución de estos recepto-
res, lo que apunta a que ejercen efectos tisulares
selectivos en función del tejido en el que actúan.
En el tejido reproductivo, especialmente útero y
mama, predomina el tipo α, mientras que el tejido
óseo tiene una mayor cantidad de receptores β2.
Además, las isoflavonas presentan otras acciones
independientes del RE, como inhibición enzimáti-
ca o actividad antioxidante. 

Los mecanismos exactos del efecto de las iso-
flavonas y otros componentes de la soja en el
hueso siguen sin estar totalmente aclarados. Se ha
postulado que el principal efecto sería genómico
a través de los RE, pero también se han compro-
bado otros efectos no genómicos3.

Se ha demostrado la presencia de RE en las
células osteoblásticas y la unión de la genisteína al
RE de esta localización. El resultado parece ser
una mayor formación de hueso por la activación
de los osteoblastos mediante el mecanismo genó-
mico que implica la activación del receptor de
estrógeno nuclear, y también se ha descrito una

Isoflavones and bone health

Summary
Phytoestrogens are a family of plant-derived components that present a steroid structure and can act in the
estrogen receptor. They contain both estrogenic and antiestrogenic properties, depending on the tissue in
which they act.
The potential mechanisms by which phytoestrogens can affect cell activities have been divided into geno-
mic and non-genomic effects. The former act through estrogen receptors, and the latter are mediated by
cellular proteins. The active mechanism of soy isoflavones in bone may be beneficial, as they act by sti-
mulating the activity of the osteoblasts. On the other hand, through the RANK-L/OPG system they bring
about a decrease in osteoclast survival and activity. This article reviews in vitro studies, in animals and
humans, that involve isoflavones and bone health to ascertain how these substances affect those postme-
nopausal women who use them in treatment or prevention of the climacteric syndrome.
In general, the global assessment of human studies shows variability in the design, in the variety of iso-
flavone sources, in the time of the analysis and in the dose. In addition, the variability in the bioavaila-
bility and metabolism of isoflavones between the subjects must be considered. All this makes it difficult
to obtain consistent conclusions.
To sum up, some positive results justify the need for further research. From a clinical point of view, iso-
flavones are used in women with climacteric symptoms who cannot or do not wish to undergo hormo-
ne therapy. They would not be indicated for treating osteoporosis, but those women who use them at
the right doses and time can expect a benefit in maintaining bone mass.

Key words: bone health, soy, isoflavones.
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variedad de mecanismos no genómicos, incluida
la inhibición de la tirosin-kinasa y la topoisomera-
sa II4. Por otra parte, se ha puesto de manifiesto
que la daidzeína induce la apoptosis de los osteo-
clastos5.

Otro mecanismo de acción propuesto más
recientemente es a través del aumento de la sínte-
sis de osteoprotegerina (OPG) por el osteoblasto.
En una cohorte de mujeres postmenopáusicas
osteopénicas, la administración de genisteína en
comparación con el placebo mostró que el nivel
de RANK-L fue más bajo (p<0,001 vs. placebo) y
el de OPG mayor (p<0,001 vs. placebo) en el
seguimiento a 1 y 2 años6. 

Otro posible mecanismo de acción es el dife-
rente comportamiento que tiene la proteína de la
soja en comparación con las proteínas animales
frente a la absorción intestinal de calcio7. El consu-
mo de proteína de soja produce una menor excre-
ción urinaria de calcio que la ingesta de proteína
animal8. Esto podría tener una posible importancia
clínica en el sentido de las recomendaciones sobre
hábitos de salud para la mujer postmenopáusica,
sugiriendo la sustitución de proteína animal por
proteína de soja. 

En resumen, desde el punto de vista fisiológico
del remodelado óseo, estos hallazgos sustentan la
hipótesis de un efecto estimulador de los osteo-
blastos y un posible efecto inhibidor del recluta-
miento de osteoclastos (vía RANK-L), además de
un acortamiento de su vida media al promover su
apoptosis. El resultado sería un efecto antirresorti-
vo con balance positivo hacia la formación media-
do por la OPG, y con actuación en el RE, pero
también mediante la acción en determinadas enzi-
mas9.

Estudios in vitro
Son múltiples los estudios de investigación básica
que señalan el efecto positivo de las isoflavonas
en las variables relacionadas con el metabolismo
óseo, la osteoporosis, la fractura y la calidad ósea. 

Las células osteoblásticas MC3T3-E1 han sido
cultivadas en medio que contenía diversas con-
centraciones de daidzeína, mostrando un aumen-
to significativo en la actividad de la fosfatasa alca-
lina y el contenido de proteína. Este efecto se con-
trarresta completamente al añadir un antiestróge-
no como tamoxifeno, lo que indica el efecto esti-
mulador sobre la proliferación y diferenciación de
las células osteoblásticas MC3T3-E1 mediado a tra-
vés del RE. El efecto de la genisteína en las célu-
las osteoblásticas parece ser el mismo que el de la
daidzeína10.

Por otra parte, la genisteína inhibe la actividad
osteoclástica directamente a través de la inhibición
de la tirosin-kinasa, que a su vez inhibe la resor-
ción ósea11.

Estudios en animales 
La mayoría de los estudios de la acción de los fito-
estrógenos sobre el hueso, en experimentación
animal, se han realizado en modelos de ratas ova-
riectomizadas (OVX) y algunos en primates. En

ellos hay una gran variabilidad porque, por ejem-
plo, la vía de administración ha sido la inyección
subcutánea, parenteral continua o la alimentación
oral. En general, el producto analizado ha sido
isoflavonas, ya sea compuestos puros (principal-
mente genisteína) o proteínas de soja, con o sin
sus isoflavonas, pero con gran variación en cuan-
to a las dosis empleadas.

Los controles se han realizado con caseína o
dietas semipurificadas. En varios estudios el efec-
to de los fitoestrógenos se ha comparado con el
estrógeno conjugado equino o el estradiol. 

Los objetivos primarios han sido la variación
de la masa del hueso trabecular y/o cortical, la
densidad mineral ósea (DMO) y la resistencia
mecánica en algún estudio. Los objetivos secunda-
rios incluyeron la variación en los marcadores del
recambio óseo y los efectos sobre el peso uterino. 

En general, los efectos de las isoflavonas en el
tejido esquelético de los animales de experimen-
tación han sido consistentes en el sentido de mos-
trar un efecto favorable de las isoflavonas sobre el
hueso. 

Los primeros estudios examinaron los efectos
de la leche de soja12 y de la proteína de soja7 en
comparación con la caseína en el modelo animal
de ratas OVX. Las ratas alimentadas con dieta de
soja mostraron densidad ósea significativamente
más alta en el fémur y columna lumbar que las
ratas del grupo control. La cuestión sobre si el
efecto se debía a la proteína en sí o a la presencia
de isoflavonas en la soja no queda aclarada en
estos estudios iniciales. Para aclarar esta cuestión,
las ratas OVX se alimentaron con una dieta que
contenía 44 µmol/día de genisteína. Las ratas con-
troles fueron alimentadas con una dieta idéntica
en la que se eliminaron las isoflavonas. Los resul-
tados mostraron que la genisteína fue efectiva
para reducir la pérdida ósea en ratas OVX, apo-
yando la hipótesis de que actuaría como inhibidor
osteoclástico4. 

En otro estudio, el aislado de proteína de soja
fue tan eficaz como el estradiol en el control de la
pérdida ósea después de la ovariectomía realizada
en ratas13. 

Sin embargo, en otro estudio, que mostró un
aumento significativo en el ARNm de IGF-1 en los
grupos tratados con isoflavona, y de manera dosis
dependiente, no se constató un efecto significati-
vo en la densidad ósea14.

Utilizando técnicas como microTAC y DXA se
ha demostrado cómo el volumen del hueso trabe-
cular de la metáfisis femoral distal se redujo marca-
damente en ratones OVX, mostrando la genisteína
capacidad para restaurar esta pérdida15.

En un ensayo aleatorizado que estudió la capa-
cidad de revertir la pérdida ósea ya establecida
mediante la ingesta diaria de isoflavonas de soja a
largo plazo y en diferentes dosis (20, 40 u 80 mg/kg/día
durante 84 días), y realizado en ratas a las que se
extirparon los ovarios y ratas a las que se hizo ciru-
gía simulada conservando los ovarios16, la DMO fue
significativamente menor en las ratas OVX que en
las que se practicó la cirugía simulada. La alimen-



REVISIÓN / Rev Osteoporos Metab Miner. 2018;10(4):139-45
142

tación con isoflavonas no afectó la DMO en esta
población. Tampoco indujo cambios en el peso
uterino, lo que indica la ausencia de efecto utero-
trófico. La actividad anti-osteoclástica inducida por
isoflavonas ocurrió de una manera dosis depen-
diente; sin embargo, aunque la administración de
isoflavonas redujo el recambio óseo, no logró
revertir la pérdida ósea ya establecida. Estos resul-
tados apoyan la idea de que el consumo de isofla-
vonas de soja puede tener un papel más preven-
tivo que curativo en la salud ósea.

Se ha señalado la importancia de la exposición
neonatal a las isoflavonas. El análisis de la DMO y
resistencia ósea en ratones en edad adulta, es
superior cuando estos han tenido una exposición
intrauterina a genisteína y/o daidzeína17.

En el análisis de la calidad ósea, genisteína
conservó la calidad biomecánica del hueso trabe-
cular independientemente de parámetros de la
microestructura, como la densidad o la longitud
de las microfracturas, la tasa de aposición mineral
o la DMO18.

Sin embargo, los estudios en primates no con-
cuerdan con los resultados en ratas OVX. En monas
cynomolgus premenopáusicas (Macaca fascicula-
ris), la dieta de soja con alto contenido de isofla-
vonas no afectó significativamente las característi-
cas óseas, la DMO, ni las mediciones de biomar-
cadores óseos19. En las monas ovariectomizadas,
no se observó ningún efecto de los fitoestrógenos
de soja de la dieta para ninguna medida de la
masa ósea20, y la proteína de soja por sí sola no
evitó el aumento del recambio óseo21.

En resumen, el efecto de las isoflavonas en la
investigación básica (estudios in vitro y modelos
animales) señala que existe: 

• Reducción de los marcadores de resorción ósea
• Aumento de los marcadores de formación ósea
• Preservación de la estructura y calidad ósea
• Preservación de la resistencia ósea a la fractura

Estudios en humanos 
Estudios observacionales
Los estudios observacionales de intervención die-
tética han mostrado hallazgos similares a los efec-
tos in vitro de los fitoestrógenos en cultivos de
células óseas y de marcadores del recambio óseo,
que son indirectamente consistentes con la reduc-
ción del remodelado óseo.

La mayoría de los estudios observacionales
sobre marcadores óseos se han realizado en muje-
res que viven en países donde la población tiene
una ingesta relativamente alta de fitoestrógenos.
Estos han encontrado una correlación inversa sig-
nificativa entre la ingesta de isoflavonas y la excre-
ción urinaria de los marcadores de resorción ósea
piridinolina y desoxipiridinolina en mujeres postme-
nopaúsicas de países asiáticos22. 

Dentro de las poblaciones asiáticas, varios
estudios observacionales muestran que las muje-
res postmenopáusicas que consumen alimentos
de soja, y por lo tanto isoflavonas, tienen la DMO
de la columna lumbar y/o cadera más alta23, de la
misma manera que ocurre en poblaciones esta-

dounidenses de origen japonés24,25. Se ha descrito
un mayor pico de masas ósea y el mantenimiento
de esta masa ósea en mujeres jóvenes26, y una
menor pérdida en mujeres perimenopáusicas27 y
postmenopáusicas28. Este efecto no se ha mostra-
do en supervivientes de cáncer de mama29.

En adultos que viven en países occidentales,
los datos son limitados, por lo que es difícil sacar
conclusiones sobre la relación entre la ingesta de
fitoestrógenos y la DMO o la tasa de fracturas, ya
que su consumo es generalmente insignificante en
dichos países30. Un estudio en mujeres de raza
blanca americanas encontró una disminución del
18% de los marcadores de resorción en aquellas
con alta ingesta de genisteína en la dieta28.

Estudios clínicos
El mayor problema con los ensayos clínicos en
humanos que analizan el efecto de las isoflavonas
en el hueso es la gran variabilidad en cuanto al
diseño, fuente de los productos analizados, dosis
y, especialmente, la duración relativamente corta
para poder detectar con precisión cambios signifi-
cativos en la DMO. Además, un factor de confu-
sión en los estudios de tratamiento de isoflavonas
es la variabilidad en la biodisponibilidad y el
metabolismo de las isoflavonas entre los sujetos. 

Los sujetos varían de metabolizadores bajos a
moderados y altos. Por lo tanto, aunque se admi-
nistre la misma dosis de isoflavona, se puede
esperar una variabilidad en la respuesta. La daid-
zeína es metabolizada a equol por la microbiota
intestinal en aproximadamente el 30% de las per-
sonas. Este metabolito es biológicamente mas acti-
vo que su precursor31.

Un ensayo a doble ciego, aleatorizado, contro-
lado con placebo, de 1 año de duración, adminis-
trando suplementos de equol (10 mg/día) a 93
mujeres japonesas menopáusicas no productoras
de equol, mostró que la intervención aumentó las
concentraciones de este metabolito en suero y
orina de manera dosis dependiente. La desoxipiri-
dinolina urinaria disminuyó significativamente,
con un -23,94% de cambio en el grupo que reci-
bió suplemento de equol en comparación con un
cambio de -2,87% en el grupo placebo (p=0,020).
Además, en el grupo tratado se mantuvo la DMO,
que disminuyó en el grupo placebo32.

Son pocas las informaciones de estudios en
mujeres premenopáusicas, y no es posible extraer
conclusiones sobre el impacto de los fitoestrógenos
en el hueso en ellas33,34. La administración de soja rica
en isoflavonas no tuvo efectos en la DMO en muje-
res adultas jóvenes sanas con menstruación normal35.

En otro estudio de 24 semanas realizado en 69
mujeres perimenopáusicas se analizó el efecto en la
pérdida ósea de administrar proteína de soja rica en
isoflavonas (80,4 mg/día), proteína de soja pobre en
isoflavonas (4,4 mg/día) o caseína. El grupo control
tuvo una pérdida significativa de hueso, mientras
que el tratamiento rico en isoflavonas atenuó la pér-
dida ósea de la columna lumbar27. Un estudio de
similar diseño en mujeres postmenopáusicas hiper-
colesterolémicas, obtuvo semejantes resultados36.  
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Según estas informaciones, es posible que la
inclusión de productos de soja que contienen iso-
flavonas en las dietas de mujeres perimenopáusicas
pueda atenuar la pérdida ósea y disminuir el riesgo
de osteoporosis. Sin embargo, en otro estudio rea-
lizado en mujeres blancas postmenopáusicas tem-
pranas (51-56 años), aparentemente sanas, el con-
sumo de alimentos que contenían isoflavona de
soja aglicona en cantidades de 110 mg/día durante
1 año no previno la pérdida ósea postmenopáusica
y no afectó el recambio óseo37. Similares resultados
se muestran en otro estudio en mujeres postmeno-
páusicas tardías, con un año de seguimiento, en el
que, aunque se identificaron cambios en los mar-
cadores, no ocurrió en la DMO, incluso cuando se
analizaron los resultados por productoras y no
productoras de equol38.

Se han analizado los efectos cooperativos de
las isoflavonas y el ejercicio sobre el metabolis-
mo óseo y el lipídico en 128 mujeres postmeno-
páusicas durante 24 semanas asignadas aleatoria-
mente a 4 grupos: placebo; placebo combinado
con caminar (3 veces por semana); ingesta de iso-
flavona (75 mg de conjugados de isoflavonas por
día); e isoflavona combinada con caminar. La
combinación de isoflavonas y ejercicio mostró
efectos favorables sobre los lípidos séricos y la
composición corporal de las mujeres postmeno-
páusicas. Los hallazgos de este estudio sugieren
que los efectos preventivos de las isoflavonas
sobre la pérdida ósea dependen de la microbiota
intestinal del individuo para la producción de
equol39, aunque otros estudios no encuentran dife-
rencias en función del fenotipo productor o no
productor de equol37.

Un meta-análisis de diez ensayos aleatoriza-
dos y controlados con placebo, relacionados con
los efectos de la ingesta de isoflavonas de soja
sobre la DMO de la columna lumbar, incluyó 608
mujeres a las que se administró isoflavonas de
soja en dosis de 44-160 mg/día con un tiempo de
tratamiento de 4-24 meses. En conclusión, la
intervención con isoflavonas atenuó significativa-
mente la pérdida ósea de la columna vertebral en
mujeres menopáusicas. Estos efectos favorables
son más marcados cuando se consumen más de
90 mg/día de isoflavonas. El efecto beneficioso
se pondría de manifiesto tras el consumo duran-
te 6 meses40.

Sin embargo, otro meta-análisis que incluyó
diez ensayos aleatorizados controlados con pla-
cebo de, al menos, un año de duración y que
analizó a 896 mujeres indicó que es poco proba-
ble que la suplementación con isoflavonas de
soja tenga un efecto favorable significativo sobre
la DMO en la columna lumbar y la cadera. Se
obtuvieron resultados similares en los análisis de
subgrupos por fuentes de isoflavonas (proteína
de soja vs. extracto de isoflavonas) y diferencias
étnicas (asiáticas vs. occidentales). Solo el análi-
sis según la dosis igual o mayor a 80 mg/día en
comparación con dosis menores tendía a tener
un efecto beneficioso débil sobre la DMO de la
columna lumbar41.

Sobre los efectos de la ingesta de isoflavonas
en los marcadores de remodelado óseo, se anali-
zaron en un meta-análisis los resultados de nueve
ensayos aleatorizados en el que se incluyó a 432
sujetos. Se concluyó que la intervención con iso-
flavonas inhibe de manera significativa la resor-
ción y estimula la formación de hueso, según la
respuesta de los marcadores de recambio oseo.
Estos efectos favorables ocurren incluso si se con-
sumen <90 mg/día de isoflavonas o si la interven-
ción dura menos de 12 semanas42.

Los efectos de las isoflavonas sobre la resisten-
cia ósea en humanos son desconocidos. Se ha
indicado que el tratamiento con isoflavonas de
soja durante 3 años fue modestamente beneficio-
so en la medición de la densidad mineral ósea
volumétrica del fémur medial, así como en el índi-
ce fuerza-deformación43.  

Un reciente meta-análisis44 analizó el efecto de
las isoflavonas en la DMO. Se incluyeron 21 estu-
dios con 2.652 mujeres postmenopáusicas. Los
resultados indicaron que en columna lumbar el
tratamiento con isoflavonas se asocia a un incre-
mento significativo de la DMO en comparación
con el control. En cuello femoral, el numero de
estudios que aportan esta información es de 18
(n=1.604), encontrando también un cambio signi-
ficativo. Los estudios que emplearon isoflavonas
agliconas encontraron mejores resultados compa-
rado con el control, siendo superiores los efectos
a los estudios que utilizaron las formas glicosila-
das. 

Genisteína redujo la excreción urinaria de piri-
dolina y deoxipiridolina aumentando los niveles
de fosfatasa alcalina y del factor de crecimiento
insulínico-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1),
sin mostrar cambios en la medida ecográfica del
espesor endometrial. Los autores concluyeron que
el tratamiento con isoflavonas ejerce un moderado
efecto beneficioso contra la pérdida ósea relacio-
nada con la deprivación estrogénica en la postme-
nopausia. El efecto parece estar relacionado con la
forma aglicona de las isoflavonas.  

Efecto sobre el riesgo de fractura 
Las únicas informaciones del efecto de las isofla-
vonas sobre el riesgo de fractura derivan de algu-
nos estudios poblacionales. No hay datos de ensa-
yos clínicos sobre fractura.

Un estudio prospectivo de una gran cohorte
asiática45 de 24.403 mujeres postmenopáusicas que
no tenían antecedentes de fractura o cáncer, segui-
das durante una media de 4,5 años, y después de
ajustar por edad, estado socioeconómico, factores
de riesgo de osteoporosis y otros factores dietéti-
cos, encontró una relación del riesgo de fractura
con el consumo de proteína de soja o de isoflavo-
nas, con una relación inversa que fue más pronun-
ciada en las mujeres en la menopausia temprana.
Los autores concluyeron que el consumo de soja
puede reducir el riesgo de fractura en las mujeres
postmenopáusicas, especialmente entre las que se
encuentran en los años próximos a la menopau-
sia. 
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Conclusiones 
La evidencia de los estudios epidemiológicos y
prospectivos de cohortes indican un efecto positi-
vo de la ingesta de isoflavonas sobre el riesgo de
osteoporosis y fractura por fragilidad. 

Existen diversos mecanismos de actuación que
explican las acciones de las isoflavonas sobre el
hueso y, aunque los mecanismos exactos involu-
crados no están totalmente aclarados, parece que
el consumo de isoflavonas de soja atenúa la pér-
dida ósea inducida por la menopausia mediante la
disminución de la resorción y estimulación de la
formación. 

Como se muestra de manera consistente tanto
en estudios in vitro y en animales, las isoflavonas
parecen estimular la formación de hueso a través
de la acción sobre los osteoblastos, siendo capa-
ces de inhibir la resorción ósea por actuación
sobre los osteoclastos y estableciendo, por tanto,
un balance positivo.

Los estudios en humanos muestran variabilidad
en los resultados debido, al menos en parte, a la
diferente metodología empleada, a la variedad de
fuentes de isoflavonas, las dosis empleadas y el
tiempo del análisis; a lo que hay que sumar la
variabilidad de la biodisponibilidad y el metabolis-
mo de las isoflavonas entre los sujetos, siendo a
veces difícil desligar los resultados de una posible
influencia genética y ambiental.

Los estudios revisados muestran evidencia de
un efecto beneficioso de las isoflavonas de soja
sobre la salud ósea en mujeres perimenopáusicas
y postmenopáusicas cuando la proteína de soja
con alto contenido de isoflavonas se incorpora a
la dieta. Esta podría ser una adecuada estrategia
para mejorar la salud ósea de la mujer postmeno-
páusica.

La evidencia resulta insuficiente para recomen-
dar el consumo de isoflavonas para la prevención
o el tratamiento de la osteoporosis, pero en aque-
llas mujeres que estén tomando unas dosis ade-
cuadas de isoflavonas puede esperarse una menor
pérdida de la DMO relacionada con la deprivación
estrogénica.  

Los resultados de los estudios muestran algunos
resultados positivos, lo que justifica la necesidad de
llevar a cabo ensayos clínicos adicionales en los
que sería deseable contar con una población mues-
tral mayor y una mayor duración que permitieran,
además de demostrar el efecto de isoflavonas en
los marcadores bioquímicos de remodelación ósea,
la densidad ósea y la calidad ósea, investigar el
efecto sobre la prevención de fracturas.

Conflicto de intereses: El autor declara no tener
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1. ¿Cuál era la razón de las publicaciones cien-
tíficas? Todo cambió con Eugene Garfield
A comienzos del siglo XX existían muy pocas
revistas científicas y la difusión de las mismas era
más bien escasa. En el campo de la Medicina des-
tacaban dos: en Estados Unidos The New England
Journal of Medicine, existente desde 1812, y The
Lancet en Europa, creada en 1823. El objetivo fun-
damental de los autores, mayormente investigado-
res, era el de comunicar a la comunidad científica
una novedad importante, a menudo esperada,
como ocurrió, por ejemplo, con la publicación por
Watson y Crick del descubrimiento de la estructu-
ra del ADN en Nature1 o por Fleming de la penici-
lina2, hitos en el campo de la Medicina que se
conocieron por medio de su publicación como
artículos científicos o simplemente como una carta,
como ocurrió con el descubrimiento del ADN1.

Todo cambió cuando Eugene Garfield, hace
más de 30 años, creó el factor de impacto de las
revistas científicas3. Inicialmente este índice fue
concebido como un método para valorar la cali-
dad de las revistas y para servir como orientación
para los bibliotecarios (la esencia del factor de
impacto es enumerar el número de veces que un
determinado artículo es citado en otras revistas
también de calidad en relación al número de artí-
culos que la propia revista publica)4. El factor de
impacto sufrió una distorsión malévola en su utili-
zación y, por extensión, comenzó a usarse como
índice de calidad de los artículos científicos publi-

cados en las revistas con factor de impacto; a par-
tir de ese momento condicionó la actitud profesio-
nal de editoriales, revistas científicas, investigado-
res e incluso de institutos de investigación, univer-
sidades y ministerios, fenómeno reconocido y últi-
mamente cuestionado5.

El factor de impacto condujo inmediatamente a
la división de las revistas en aquellas de “primera
categoría”, que eran las que estaban incluidas den-
tro de Journal of Citation Reports (JCR), y todas las
demás, las que no lo estaban y, por lo tanto, no
tenían dicho factor de impacto. A su vez, las revis-
tas incluidas en JCR se clasificaron en cuartiles,
donde las revistas mejores eran las que estaban en
los puestos más altos de esta lista. Este hecho con-
dicionó el desarrollo de una cadena, cuyas asevera-
ciones, en nuestra opinión erróneas, se mantienen
hasta hoy: las revistas de mayor impacto son las
mejores, los artículos mejores se publican en las
revistas de más impacto, por eso son las mejores;
los mejores investigadores, que son aquellos que
producen los artículos de más calidad, publican
éstos en las revistas de mayor impacto y, por lo
tanto, la mejor forma de valorar la calidad de una
investigación (de sus investigadores, de sus institu-
tos de investigación, sus hospitales, etc.) es valoran-
do el factor de impacto de sus publicaciones (que
es, realmente, el de las revistas donde son publica-
das). Por ello, en función del mismo, hoy en día se
conceden las ayudas y subvenciones a la investiga-
ción, las becas, los sexenios de investigación, e
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incluso se valora por las agencias de evaluación
para la acreditación de los profesores universitarios,
catedráticos y titulares. Todo gira alrededor del fac-
tor de impacto y los artículos que publican las
revistas que lo tienen. Si se tiene un elevado factor
de impacto acumulado se es bueno para todo. Si
no se tiene, no se merece nada.

2. ¿Cuál es en la actualidad la razón de las
publicaciones científicas?
Desengañémonos o aceptemos la realidad sin false-
dades. La principal razón de ser, hoy en día, de las
publicaciones científicas no es el transmitir unos
conocimientos a la comunidad científica. Es cierto
que muchas de ellas cumplen con esta función,
pero en nuestra opinión esto es secundario y si
fuera para ello, sobrarían muchísimas revistas. El
investigador hoy más que nunca necesita “publicar
o morir”6-8. Se ha entrado en una vorágine de la que
es imposible salir: se necesita publicar para progre-
sar profesionalmente (cátedras, titularidades, jefatu-
ras de servicio), para mejorar nuestras condiciones
económicas (sexenios), para poder mantener el tra-
bajo (becas, ayudas a la investigación) y, por qué
no decirlo, para obtener un reconocimiento en la
comunidad científica, que, además de mejorar
nuestro curriculum vitae, de paso complace nues-
tro ego, ya que un número importante de publica-
ciones científicas en revistas con factor de impacto
elevado produce un reconocimiento que puede
generar invitaciones a congresos, reuniones cientí-
ficas, asesoramiento de nuevos proyectos de inves-
tigación, etc. La publicación científica ahora se ha
convertido en un medio de conseguir otras cosas,
de cubrir necesidades y de autopromoción, ya sea
personal o colectivo.

3. El negocio que se ha desarrollado alrededor
de las publicaciones científicas. Llegó Internet
y “con ella llegó el escándalo”
Con la llegada de Internet, en los últimos años del
pasado siglo XX, se produjo una verdadera revolu-
ción en el campo de las publicaciones científicas.
Los autores podían enviar sus artículos por correo
electrónico primero y después utilizando unos pro-
gramas de edición específicos que permitió acortar
notablemente el proceso de publicación de los
artículos. Además, las revistas ya podían publicar
sus artículos “online” y poco a poco todas fueron
añadiendo una edición digital a su formato tradi-
cional en papel, que coexiste aún hoy, al menos
en las de más prestigio: The New England Journal
of Medicine, The Lancet, Nature, Science, Annals
of Internal Medicine, The American Journal of
Medicine, por solo nombrar algunas en el campo
de la Medicina Interna. Lo mismo ha ocurrido en
nuestro país con Revista Clínica Española o
Medicina Clínica. Pero junto a estas revistas “clási-
cas” se ha desarrollado todo un mundo de nuevas
revistas que tienen dos hechos en común: son
todas digitales (es decir, solo se publican “online”,
no tienen versión en papel) y, por otra parte, se
han adherido al formato “open access” o acceso
abierto. Este formato significa que los lectores tie-

nen acceso completo y gratuito a los artículos que
publican las revistas que se han sumado a este
movimiento. Algunas de estas revistas con este
nuevo formato han alcanzado un notable presti-
gio, desplazando incluso a revistas clásicas con
“pedigrí y solera”. Así, por ejemplo, la revista
PLOS One, ha alcanzado un factor de impacto
importante que la sitúa en el primer cuartil en el
campo de la Medicina Interna. Pero ahora el man-
tenimiento de esta forma de publicar los artículos
científicos lo realizan los investigadores, quienes
tienen que pagar por publicar sus artículos. 

Efectivamente, hemos llegado a un punto en
este mundo de las publicaciones científicas en el
que, si queremos publicar un artículo debemos
elegir entre una revista “clásica” que se publique
en formato tradicional en papel y “online” que no
cobra a los autores, pero que cobra el acceso a los
lectores, ya sea por suscripciones personales o a
instituciones, o una revista solo “online” en forma-
to de acceso abierto (open access), a la que
podrán acceder libremente todos los lectores,
pero por lo que el autor deberá pagar una canti-
dad importante de dinero. Hemos pasado del
“publicar o morir” a “pagar por publicar” (y si no
también morir).

4. Las invitaciones diarias a que publiquemos
en estas revistas. El fraude que se ha generado
alrededor de ellas. ¿Y quién paga estas facturas?
Todos aquellos que hayamos publicado un artícu-
lo en una revista con factor de impacto en los últi-
mos 5 años estamos continuamente recibiendo
correos electrónicos de nuevas revistas que aca-
ban de crearse, que tienen en común que “están
francamente admirados de nuestro artículo previo”
(del que obtuvieron el correo electrónico para
dirigirse a nosotros), nos invitan a que les envie-
mos una actualización o nueva versión del mismo
y finalmente nos informan de que el proceso de
publicación será muy breve, incluso en menos de
un mes en algunas invitaciones, eso sí con un
costo que nunca está por debajo de los 1.500 €. En
ocasiones, la invitación viene generosamente
“implementada” con la invitación a formar parte
del comité editorial de la revista, que por lo gene-
ral, no está indexada en Scopus, ni siquiera en
Google Académico y mucho menos en JCR, aun-
que es cierto que existen algunas excepciones al
respecto. Algunas de estas revistas tratan de enga-
ñar a sus potenciales clientes calculando su propio
“factor de impacto”, que no es el obtenido en JCR,
porque no está incluida en el mismo, sino calculán-
dolo ellos mismos a partir de Google Académico,
explicado con un asterisco y una letra de pequeño
tamaño, casi ilegible, al final.

Pero como lo que se trata es de publicar al pre-
cio que sea (nunca mejor dicho), el resultado final
es que el negocio que han creado todas estas
revistas lo financian los investigadores, inmersos
en su vertiginoso círculo de tener que publicar
para poder competir. Y la mayor parte de este
dinero proviene de organismos públicos: universi-
dades, institutos de investigación, servicios auto-
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nómicos de salud, hospitales, fundaciones, etc.,
quienes han tenido que incluir en sus presupues-
tos nuevas partidas que incluyan el pago de los
artículos que los investigadores generan. De una
manera torticera, los organismos públicos e institu-
ciones sanitarias están manteniendo con el dinero
de los impuestos a todas estas revistas científicas y
a las editoriales que están detrás de este negocio,
ya sea pagando los artículos de sus investigadores,
o pagando las suscripciones de las revistas para
sus bibliotecas, las cuales no son precisamente
económicas8. De una forma u otra, las editoriales
siempre ganan porque su negocio estará siempre
financiado por fondos públicos. 

Dicho de otra manera: los organismos públicos
pagan a los investigadores y la investigación que
producen, ya sea directamente o como becas o
subvenciones. Para publicar el resultado de esta
investigación se debe pagar a una revista, que, o
bien cobra por hacerlo y después permite que se
lea en formato abierto (open access) o bien no
cobra por publicarlo pero lo hace para poder leer-
lo en forma de suscripción. De una forma u otra,
todos los organismos públicos y los investigadores
están trabajando para las editoriales.

Por último, no debemos olvidar que en algu-
nas ocasiones se han detectado casos de fraudes.
Se trata de revistas inexistentes, como comprue-
ban a posteriori los investigadores una vez que
han remitido el pago, sin obtener nada a cambio.

Una propuesta que permitiría ahorrar millones
de euros a nuestro país
Proponemos la creación de una revista científica
española, que publique sus artículos científicos en
español e inglés exclusivamente en versión digital,
(ecológicamente es muy conveniente) constituida
por un equipo editorial de reconocido prestigio,
que cuente con la colaboración de revisores cua-
lificados y acreditados, a los que se podría consi-
derar la posibilidad de retribuirles económicamen-
te. Este equipo editorial debe velar por la veraci-
dad y calidad de los artículos allí publicados con
el fin de adquirir desde el principio un prestigio
científico. 

La revista sería completamente gratuita para los
autores y los lectores, es decir, la publicación de
los artículos y su acceso una vez publicados serían

completamente gratuitos. Para ello, esta revista
debería ser financiada por fondos públicos y edi-
tada por una entidad de prestigio, ya sea un
Ministerio o un Instituto de Investigación.

La creación, financiación y puesta en marcha de
la revista debe completarse con un acuerdo nacio-
nal a todos los niveles de todas las administraciones
públicas, centrales y autonómicas, para que los artí-
culos publicados en esta revista digital sean debida-
mente considerados en todos los apartados que
hemos enumerado a lo largo del artículo: acredita-
ción por las agencias estatales y autonómicas, fun-
daciones, universidades, servicios autonómicos de
salud, etc. Esto es esencial, ya que, de esta forma,
los autores españoles ya tendrían la motivación para
enviar sus artículos de calidad a la revista y el costo
de mantener una publicación digital de estas carac-
terísticas no superaría al mes la cantidad que las ins-
tituciones públicas pagan por 3 ó 4 publicaciones
en revistas “de impacto” en acceso abierto.

El ahorro anual que se conseguiría en toda
España sería de varios millones de euros. ¿Es que
no vale la pena intentarlo?

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflicto de interés.
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Introducción
La incorporación de nuevas aplicaciones tecnológi-
cas en el campo médico conlleva un prolongado
periodo de valoración de la evidencia científica que
se va generando en el proceso de validación clínica. 

En los últimos 5 años se han generado múlti-
ples publicaciones, comunicaciones en congresos
y reuniones de sociedades científicas. La aplica-
ción del Trabecular Bone Score (TBS) ha recibido
también la atención de la Sociedad Internacional
de Densitometría Clínica (The International
Society for Clinical Densitometry -ISCD-) que la ha
incorporado a sus posiciones oficiales.

El concepto de Medicina Basada en la Evidencia
(MBE) fue desarrollado por un grupo de internistas y
epidemiólogos clínicos liderados por Gordon Guyatt,
de la Escuela de Medicina de la Universidad McMaster
de Canadá. El concepto de MBE fue definido por sus
creadores como la utilización consciente, explícita y
juiciosa de la mejor evidencia clínica disponible para
tomar decisiones sobre el cuidado de los pacientes
individuales. En esencia, el objetivo de la MBE es con-
tar con la mejor información científica disponible, la
evidencia, para aplicarla a la práctica clínica.

La Sociedad Española de Investigación Ósea y
del Metabolismo Mineral (SEIOMM) iniciaba en
2014 un proyecto que facilitaba a sus socios la valo-
ración del software TBS, mediante una convocatoria
competitiva. El proyecto finalizó en 2017. Esta apli-
cación requiere imágenes de densitometría con
DXA (Absorciometría Dual por Rayos X) de colum-
na lumbar, y mediante el análisis de la textura de
imagen ofrece información relacionada con la cali-
dad microestructural del hueso trabecular. El pro-

yecto contó con el soporte logístico de Medimaps,
desarrollador francés, que distribuyó 20 licencias de
TBS entre los socios que propusieron su uso en
determinados escenarios clínicos y terapéuticos.

De forma simultánea se valoró el rendimiento
diagnóstico en el ámbito de la predicción de frac-
turas en sujetos con densidad ósea disminuida, la
identificación de sujetos que han sufrido fracturas
óseas y la evaluación de este nuevo parámetro en
el seguimiento de los pacientes.

Con el objetivo de que SEIOMM alcance un
posicionamiento global que pueda compartir con
sus socios, varios expertos de la Sociedad han
efectuado una revisión crítica de la evidencia cien-
tífica existente sobre la aplicación clínica del TBS,
que expondremos a continuación.

En función del rigor científico del diseño de los
estudios, se valora su calidad usando escalas de cla-
sificación jerárquica de la evidencia, a partir de las
cuales se establecen recomendaciones respecto a la
adopción de un determinado procedimiento médi-
co o intervención sanitaria. Todas ellas tienen ras-
gos comunes. En este caso se ha utilizado la usada
por la Red de Guías Intercolegiales Escocesas (The
Scottish Intercollegiate Guidelines Network -SIGN-),
ya que la propuesta por la Agencia de Evaluación
de Tecnología Médica (Agència d’Avaluació de
Tecnologia Mèdica -AATM-) de la Generalitat de
Cataluña, que tiene en cuenta además del diseño
de los estudios la valoración específica de su cali-
dad, requiere de un volumen de evidencia cientí-
fica creada a través de un periodo de tiempo más
prolongado que permite generar un mayor núme-
ro de publicaciones.
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Las primeras publicaciones que describen la
técnica y su uso clínico datan de 2009-2010. No es
hasta 2013 donde se advierte un incremento nota-
ble en la penetración de la nueva técnica y la des-
cripción de sus resultados (Tabla 1).

El interés por esta nueva aplicación para eva-
luación de la técnica DXA para estimación de cali-
dad microestructural del hueso trabecular ha
experimentado un incremento exponencial, como
se puede observar en el gráfico de calidad de
publicaciones (Figura 1).

Las principales instituciones científicas interna-
cionales (la Sociedad Americana de Investigación
Ósea y Mineral -The American Society for Bone
and Mineral Research [ASBMR]-, la Fundación
Internacional de Osteoporosis -International
Osteoporosis Foundation [IOF]-, la ISCD) dedica-
das al ámbito de las osteopatías metabólicas y en
especial al manejo clínico de la osteoporosis han
sido el principal destino de las presentaciones y
publicaciones sobre el TBS (Figura 2).

La evaluación de los expertos propuestos por
la SEIOMM ha seguido los criterios metodológicos
de la escala SIGN (Tabla 2), en los que se indica
el nivel de calidad de la evidencia científica y el
grado de recomendación que en función de ella
se ofrece a los lectores. Se ha efectuado una selec-
ción de las principales publicaciones relacionadas
con los aspectos clínicos en los que el TBS puede
influir.

El documento divide el proceso de revisión
para dar debida respuesta a tres grandes cuestio-
nes:

1. ¿Se puede utilizar el TBS para evaluar el
riesgo de fractura en la práctica clínica?

2. ¿Se puede usar el TBS para el seguimien-
to de pacientes con osteoporosis?

3. ¿En qué patologías el TBS es especial-
mente útil?

Los expertos de la SEIOMM que han
efectuado la revisión de la evidencia
científica son la Dra. María José Montoya,
el Dr. José Manuel Olmos Martínez y el
Dr. Manuel Muñoz, coordinados por el
Dr. Luis del Río.

Cuestiones y revisores designados
Revisor: Dr. José Manuel Olmos
Martínez

1. Cuestión: ¿Se puede utilizar el
TBS para evaluar el riesgo de fractu-
ra en la práctica clínica?

Propuesta del enunciado 1: El TBS
puede utilizarse para valorar el riesgo
de fractura vertebral, de fémur y fragili-
dad global en mujeres y hombres a par-
tir de los 50 años.

Propuesta de enunciado 2: El TBS
puede usarse junto con la densidad
mineral ósea (DMO) para valorar la fra-
gilidad vertebral, de fémur y global en
hombres y mujeres a partir de los 50
años de edad.

Revisora: Dra. Mª José Montoya
2. Cuestión: ¿Se puede usar el TBS para el

seguimiento de pacientes con osteoporosis?
Propuesta de enunciado 1: El TBS puede utili-

zarse para evaluar cambios en el tiempo.
Propuesta de enunciado 2: El TBS puede ser

usada para valorar los efectos del tratamiento a lo
largo del tiempo.

Revisor: Dr. Manuel Muñoz
3. Cuestión: ¿En qué patologías el TBS es

especialmente útil?
Propuesta de enunciado 1: El TBS se puede

utilizar para evaluar el riesgo de fractura en suje-
tos que padecen diabetes.

Propuesta de enunciado 2: El TBS se puede
utilizar para evaluar el riesgo de fractura en suje-
tos tratados con glucocorticoides.

Propuesta de enunciado 3: El TBS se puede
usar para la orientación clínica de sujetos que
padecen hipo e hiperparatiroidismo.

Propuesta de enunciado 4: El TBS se puede
usar para la orientación diagnóstica de pacientes
en presencia de osteoartritis.

1. Cuestión: ¿Se puede utilizar el TBS
para evaluar el riesgo de fractura en la
práctica clínica?
Propuesta del enunciado 1: El TBS puede uti-
lizarse para valorar el riesgo de fractura verte-
bral, de fémur y fragilidad global en mujeres y
hombres a partir de los 50 años.
- Nivel de evidencia, 2++. 
- Grado de recomendación, B.

Resumen: En el año 2013, Leslie et al.1 realiza-
ron un estudio retrospectivo de una cohorte de
29.407 mujeres de más de 49 años en las que eva-
luaron las relaciones existentes entre el TBS y los
principales factores clínicos de riesgo de osteopo-

Tabla 1. Número de publicaciones que describen la técnica y
su uso clínico desde 2008 hasta 2017 (aportada por gentileza
de Medimaps)

Año Número de
publicaciones

Número acumulado
de publicaciones

2017 107 290

2016 76 183

2015 39 107

2014 33 68

2013 20 35

2012 6 15

2011 5 9

2010 2 4

2009 1 2

2008 1 1
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rosis. Estos autores, utilizando modelos de regre-
sión lineal y regresión múltiple, demostraron que la
existencia de un TBS bajo se asoció con el uso
reciente de glucocorticoides, antecedentes de frac-
turas mayores previas, artritis reumatoide, enferme-
dad pulmonar obstructiva crónica, consumo eleva-
do de alcohol y un índice de masa corporal alto.
Por el contrario, la terapia reciente contra la osteo-
porosis se asoció con una probabilidad significati-
vamente menor de tener un TBS reducido. Por todo
ello, los autores concluyeron que el TBS estaba
fuertemente asociado con muchos de los factores
de riesgo predictivos de fracturas osteoporóticas,
que a su vez están incorporados en la herramienta
FRAX® de la OMS (la herramienta FRAX® incluye los
siguientes factores de riesgo clínicos: índice de
masa corporal (IMC), fractura previa, enfermedad
pulmonar obstructiva crónica (hábito tabáquico),
uso de glucocorticoides >90 días, artritis reumatoi-
de, osteoporosis secundaria y alto consumo de
alcohol). Más recientemente,  McCloskey et al.2, tras
el seguimiento de una cohorte de 33.352 mujeres
de 40-99 años de la provincia canadiense de
Manitoba, comprobó que el TBS seguía siendo un
factor de predicción estadísticamente significativo
de fracturas osteoporóticas principales, excluida la
fractura de cadera (hazard ratio/desviación están-
dar -HR/DE- =1,18 [IC 95%: 1,12-1,24]), muerte
(HR/DE=1,20 [IC 95%: 1,14-1,26]) y fractura de
cadera (HR/DE=1,23 [IC 95%: 1,09-1,38]) tras el
ajuste completo para los factores de riesgo inclui-
dos en FRAX®. Estos autores3, en un metaanálisis en
el que valoraron a 17.809 mujeres y hombres de 14
cohortes prospectivas, demostraron que, tras ajustar
por el riesgo absoluto de fractura a 10 años que
proporciona la herramienta FRAX®, el TBS seguía
comportándose como un factor de riesgo indepen-
diente de fractura, principal y de cadera. 

Propuesta de enunciado 2: El TBS puede usar-
se junto con la DMO por área (DMOa) para valo-
rar la fragilidad vertebral, de fémur y global en
hombres y mujeres a partir de los 50 años de
edad.

- Nivel de evidencia, 2++.
- Grado de recomendación, B.
Resumen: En un estudio retrospectivo de

casos y controles que valoraba el rendimiento
diagnóstico (sensibilidad y especificidad) del TBS,
de la DMO y de ambas técnicas4, se demostró que
la presencia de un TBS y una DMOa bajos se aso-
ciaba con la presencia de fracturas de forma más
potente que cuando solo está disminuida la
DMOa. Así, el área bajo la curva (AUC) obtenida
a partir de las curvas ROC fue en el primer caso
(TBS y DMOa bajos) de 0,732 frente a 0,614
(p=0,005) cuando solo estaba baja la DMOa, sien-
do las odds ratio (OR) de 2,49 (IC 95%: 1,86-3,47)
frente a 1,54 (IC 95%: 1,17-2,03), respectivamente.
Por otra parte, del Río et al.5 encontraron que la
combinación de TBS y DMO en columna lumbar
mejoraba la predicción del riesgo de fractura del
tercio superior de fémur. Estos autores comproba-
ron también que, tras ajustar por la edad, la DMO
lumbar y el TBS mantenían su capacidad para dis-

criminar significativamente las fracturas transcervi-
cales (OR=1,94 [IC 95%: 1,35-2,79]; y 1,71 [IC 95%:
1,15-2,55]), respectivamente. Por otra parte, Leib et
al.6 han obtenido resultados consistentes en una
cohorte más grande de mujeres estadounidenses
caucásicas no hispanas (n=2.165). De hecho, des-
pués de ajustar según la edad, el peso, la DMO, el
tabaquismo y los antecedentes familiares y mater-
nos de fractura, el TBS siguió siendo un factor pre-
dictivo significativo de fractura, siendo la OR de
1,28 (IC 95%: 1,13-1,46). El modelo que combina
TBS y DMO aumentó la asociación con la fractura
en un 10%, como lo expresa un aumento en las
probabilidades del 38% (OR=1,38 [IC 95%: 1,23-
1,55]). En otro estudio llevado a cabo en un redu-
cido número de mujeres la combinación de TBS y
DMO columna lumbar (OR=2,39 [IC 95%: 1,70-
3,37]) mejoró la predicción del riesgo de fractura
en un 25%. Hans et al.7, demostraron que la com-
binación de la medición de DMO en cualquier
región de interés (columna lumbar, cuello femoral
o cadera total) con el TBS mejoró significativa-
mente la predicción de fracturas en comparación
con la DMO o el TBS en solitario (p<0,0001). Briot
et al.8, finalmente, mostraron que, para la predic-
ción de fracturas vertebrales, la combinación de
TBS y DMO de columna lumbar aumentó el ren-
dimiento en relación con el uso aislado de la
DMO en columna lumbar (Net Reclassification
Improvement -NRI- =8,6%, p=0,046). Por ello, la
determinación del TBS se ha incorporado recien-
temente a los factores que utiliza la herramienta
FRAX® para calcular el riesgo de fractura osteopo-
rótica, lo que parece mejorar la capacidad predic-
tiva de este instrumento de valoración del riesgo
absoluto de fractura9.

2. Cuestión: ¿Se puede usar el TBS
para el seguimiento de pacientes con
osteoporosis? 
Propuesta de enunciado 1: El TBS puede uti-
lizarse para evaluar cambios en el tiempo. 
- Nivel de evidencia, 2+.
- Grado de recomendación, C.
Propuesta de enunciado 2: El TBS puede ser
usada para valorar los efectos del tratamiento
a lo largo del tiempo.
Tras la revisión de la evidencia la propuesta
del enunciado 2: el TBS no mejora el segui-
miento de la DMO en la valoración de efectos
del tratamiento a lo largo del tiempo. 
- Nivel de evidencia, 2++.
- Grado de recomendación, B.

Resumen: Para que un método de medición sea
útil en el seguimiento de los pacientes debe dispo-
ner de una buena precisión y que los cambios
influidos por una situación patológica o derivada
por un tratamiento sea igual o superior al cambio
mínimo significativo (CMS). Varios estudios han eva-
luado la precisión de las mediciones del TBS y han
sido comparadas con las mediciones de DMO en los
mismos sistemas de medición por DXA. El primer
estudio sobre la precisión del TBS fue realizado por
Hans et al.7 que evaluaron a 92 pacientes de la base
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de datos del estudio Manitoba, incluyendo a muje-
res de ≥50 años de edad (51 realizadas el mismo día
y 41 restantes realizadas a los 28 días). La precisión
de la medición fue buena con un coeficiente de
variación de 2,1%. Otros cinco estudios encontraron
resultados similares8,10-13. En general, la precisión del
TBS (1,1-2,1%) fue comparable a la precisión de las
mediciones de DMO (0,9-1,7%), y no hubo diferen-
cias significativas entre los distintos dispositivos
DXA. Con un intervalo de confianza del 95%, el
CMS del TBS es del 3,0-5,8%. Todos estos estudios
incluían solo a mujeres. En un estudio más reciente
de Krueger et al.14 se incluyó a un gran número de
hombres y se encontraron resultados similares. De
90 mujeres y 90 hombres evaluados en un iDXA
GE-Lunar por 3 operadores diferentes, la precisión
del mismo día fue del 1,4% para el TBS y del 1,9%
para la DMO de columna lumbar, sin diferencias
significativas entre sexos.

Adicionalmente a una buena precisión, una
medida útil en el seguimiento de los pacientes con
el tratamiento o derivado de la situación patológi-
ca requiere que el cambio sea de suficiente mag-
nitud para ser detectado. Varios estudios transver-
sales han demostrado una disminución significati-
va en el TBS con la edad.

En un estudio de 5.942 mujeres caucásicas fran-
cesas11 se encontró una disminución lineal del 14,5%
en el TBS entre los 45 y los 85 años de edad. El 8,5%
de esta pérdida ocurría a partir de los 65 años. De
manera similar, se observó una disminución del 16%
en el TBS en 619 mujeres caucásicas de entre 45 y
90 años15.  En un estudio sobre 3.069 mujeres japo-
nesas de 45-80 años de edad se detectó una dismi-
nución del 19% en el TBS16. En 518 mujeres afroame-
ricanas de 50-80 años de edad se apreciaba una dis-
minución menos pronunciada en el TBS del 4,6%17.
El estudio longitudinal más importante por el tama-
ño de la muestra basado en la base de datos de
Manitoba encontró una disminución significativa de
0,31±0,06% por año en el TBS durante un segui-
miento promedio de 3,7 años, similar a la disminu-
ción de 0,36±0,05% por año observada en la DMO
de columna lumbar en pacientes no tratados18.

Actualmente, existen varios tipos de fármacos
eficaces y seguros para el tratamiento de la osteo-
porosis y en los estudios revisados para la redac-
ción de este documento se evaluaron uno o varios
de estos tratamientos. Se ha analizado el TBS en 12
estudios en pacientes tratados con bisfosfonatos, en
5 de ellos con denosumab, en 7 con terapia anabó-
lica (teriparatida), en 2 con vitamina D, y en 1 con
testosterona. La terapia con bisfosfonatos se asoció,
en 8 de los estudios, con un cambio del TBS signi-
ficativamente mayor comparado con los controles
no tratados19-26. Sin embargo, en 2 estudios este
hecho no pudo ser comprobado, pero hay que
señalar que en uno de ellos se trataba de pacientes
con osteoporosis inducida por glucocorticoides31, y
el otro fue realizado en pacientes sometidos a tras-
plante hepático reciente24. En un estudio de cohor-
te retrospectivo, amplio en cuanto al número de
sujetos, llevado a cabo por Krieg et al., se compa-
raron los cambios de TBS en 534 mujeres postme-

nopáusicas tratadas (con un cumplimiento superior
al 75%) o bien con bisfosfonatos (86%), raloxifeno
(10%) o calcitonina (4%); frente a 1.150 mujeres no
tratadas. Durante el seguimiento, con un promedio
de 3,7 años, se comprobó que el TBS aumentó en
las mujeres tratadas en un 0,2%/año, mientras que
disminuyó en las mujeres no tratadas en un
0,3%/año (cambios que fueron estadísticamente
significativos frente al valor inicial)28. Uno de los
estudios más relevantes que analiza el efecto de
bisfosfonatos sobre el TBS es el realizado por Leslie
et al., en una cohorte retrospectiva. Este trabajo es
importante por el elevado número de sujetos inclui-
dos (5.083 mujeres tratadas, mayoritariamente con
bisfosfonatos -80%-, y 3.961 mujeres sin tratamien-
to antiosteoporótico) y por el largo periodo de
seguimiento (media de 4,1 años). Estos autores
encontraron mayores ganancias en TBS en las
mujeres con mayor adherencia a la medicación
para la osteoporosis (-1,2% cambio en TBS para
pacientes no tratadas, frente a +0,8% cambio para
pacientes tratadas, con alto índice de adherencia al
tratamiento (>0,8; p para la tendencia <0,001). A
pesar de ello, y teniendo en cuenta que el objetivo
principal de este estudio era investigar si el cambio
en TBS afectaba de forma independiente al riesgo
de fractura, no se pudo comprobar este hecho,
concluyéndose que el cambio en el TBS no es un
indicador útil del riesgo de fractura23.  

Los cambios del TBS con bisfosfonatos son en
general de escasa magnitud. Un ensayo clínico
que evaluó el efecto del ácido zoledrónico (a
dosis superiores a las utilizadas en la enfermedad
osteoporótica) vs. placebo en mujeres premeno-
páusicas con cáncer de mama, ha señalado mayo-
res incrementos de TBS a los 2 años (de 2,41%,
frente a -2,16% del grupo placebo)22.

La medicación anabólica también se asoció a
aumentos significativos en TBS de manera consis-
tente en 4 estudios19,20,31,34 y en algunos casos este
efecto se describe tan precozmente como a los 3
meses de iniciado el tratamiento con teriparatida27.
Estos cambios son de mayor magnitud a los seña-
lados para los bisfosfonatos. El incremento del TBS
se ha comprobado, tanto en un estudio longitudi-
nal abierto de pacientes con osteoporosis prima-
ria13, como en un subanálisis de un ensayo clínico
de pacientes con osteoporosis por corticoides, en el
que se comparó el efecto de teriparatida vs. alen-
dronato20. En este último, se demuestra, además, un
mayor ascenso en el TBS en el grupo con terapia
anabólica, llegando a ser de 3,6% a los 36 meses
frente al valor basal, en la rama de teriparatida. En
el ensayo clínico DATA-Switch, Tsai et al., señala-
ron que al final de los 48 meses de tratamiento se
incrementa el TBS en un valor medio de 5,1, 3,6 y
6,1% con la terapia secuencial teriparatida-denosu-
mab, denosumab-teriparatida o combinada de
ambos, respectivamente33. En esta misma línea, si
bien se trataba de un estudio abierto de dos años
de duración, Senn et al., compararon cambios del
TBS en 65 pacientes tratados con teriparatida vs. 122
tratados con ibandronato, llegando a demostrar que
los pacientes tratados con teriparatida tuvieron un
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aumento del 4,3% en
el TBS (p<0,001 fren-
te al valor inicial) y
significativamente
superior al observado
en el grupo en trata-
miento con ibandro-
nato (0,3%)13. Por el
contrario, solo un
estudio, con escasa
potencia estadística
(solo 14 sujetos), que
valoró el TBS en
pacientes con fractu-
ras atípicas y trata-
miento con teripara-
tida, no observó
cambios significati-
vos en este índice34.

Otros trabajos de
investigación que uti-
lizaron como terapia
antirresortiva denosu-
mab, también infor-
maron de mejoría
significativa en el
TBS19,29,32,33. Recientemente, McClung et al., compara-
ron el TBS y la DMO en 157 mujeres postmeno-
páusicas en tratamiento con denosumab frente a
128 mujeres con placebo, en un subanálisis de
pacientes del ensayo clínico FREEDOM. En el
grupo de denosumab se observaron aumentos
progresivos desde el inicio a los 12, 24 y 36 meses
para el TBS (1,4, 1,9 y 2,4%, respectivamente). Los
cambios porcentuales en TBS fueron estadística-
mente significativos en comparación con el valor
inicial y el placebo, además de ser, en gran parte,
independientes de la DMO y de los cambios de
ésta, inducidos tanto por el tiempo como por el
efecto del tratamiento32. Incrementos del TBS de
mayor magnitud también han sido señalados en
mujeres postmenopáusicas con osteopororis corti-
coidea tras un año de tratamiento con denosumab,
alcanzando una media de incremento en el TBS
del 5%26.

Curiosamente, los cambios del TBS también
se han utilizado para evaluar el efecto del cam-
bio de uno a otro tratamiento. En este sentido,
Ebina et al.20, en un estudio observacional no alea-
torizado, encontraron en mujeres con artritis reu-
matoide y tratamiento corticoideo que el cambio
de tratamiento de bisfosfonatos a teriparatida
producía un aumento del TBS mayor que el cam-
bio a denosumab (2,1 vs. -0,7%). Además, el cam-
bio a teriparatida consiguió una elevación en el
TBS significativamente superior al obtenido en
el grupo que continuó con bisfosfonatos (2,1
vs. -1,8%)20. Del mismo modo, Tsai et al. encon-
traron, tras 48 meses de seguimiento en un sub-
análisis de un ensayo clínico, que el cambio de
teriparatida a denosumab aumentó el TBS con
una magnitud mayor a como lo hizo el cambio
de denosumab a teriparatida (5,8 vs. 3,6%, res-
pectivamente)33. 

Menos consistentes han sido los cambios en el
TBS inducidos en pacientes por el tratamiento con
calcio y vitamina D. En un estudio realizado en 87
pacientes seguidos durante 24 meses los resulta-
dos de TBS mostraron valores más altos en com-
paración con los pacientes que no habían recibi-
do tratamiento19. Sin embargo, estos resultados no
se replicaron en un ensayo clínico que comparó
los efectos sobre el TBS de dosis baja y dosis alta
de colecalciferol frente a placebo, tras 12 meses,
en 230 mujeres postmenopáusicas21. 

El efecto del tratamiento con testosterona
sobre el TBS sólo ha sido evaluado en un estudio
llevado a cabo en un grupo pequeño de pacientes
varones con déficit de testosterona y con trata-
miento sustitutivo, comprobándose un incremento
significativo del 5% a los 24 meses19.

En la mayoría de los estudios revisados se ha com-
probado que la relación de los valores del TBS y de
la DMO era escasa, y tras el tratamiento con los dis-
tintos fármacos antiosteoporóticos los cambios induci-
dos en la DMO eran netamente superiores a los obte-
nidos con el TBS, llegando a perderse la relación
entre ambos parámetros. Esta situación es especial-
mente llamativa en el tratamiento con bisfosfonatos. 

Gran parte de la evidencia científica revisada
pone de manifiesto que el TBS aporta un valor
complementario y en gran parte independiente a
las mediciones de DMO, por lo que no cabe espe-
rar que la respuesta a los cambios óseos por un
tratamiento antiosteoporótico sean similares. Los
cambios óseos con el TBS son especialmente
modestos en el tratamiento con bisfofonatos, man-
teniéndose en muchos casos por debajo del CMS.
Ello ha llevado a la Sociedad Internacional de
Densitometría Clínica (ISCD) a no recomendar el
TBS en la monitorización de la respuesta al trata-
miento de la osteoporosis con bisfosfonatos35,36. 

Figura 1. Número de presentaciones y publicaciones sobre TBS presentadas en el
periodo 2008-2017 (aportada por gentileza de Medimaps)
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3. Cuestión: ¿En qué patologías el
TBS es especialmente útil?
Propuesta de enunciado 1: El TBS se puede
utilizar para evaluar el riesgo de fractura en
sujetos que padecen diabetes.
- Grado evidencia, 2+.

Resumen: Los pacientes con diabetes tipo 2
(DM2) presentan paradójicamente una mayor DMO
y un mayor riesgo de fracturas por fragilidad. En 8
estudios se ha demostrado que, aunque la DMO
tiende a ser más alta en los diabéticos de tipo 2 que
en los no diabéticos, el TBS tiende a ser más bajo
en los diabéticos de tipo 2 que en los no diabéticos.

Un estudio de casos y controles transversales
realizado por Dhaliwal et al.37, comparó a 57 muje-
res con diabetes tipo 2 con 43 mujeres sin ella. El
TBS fue menor y la DMO mayor entre los diabéti-
cos (p=0,001 y 0,01, respectivamente). Por otra
parte, el TBS fue menor (p=0,01) y la DMO no
mostró diferencias significativas en los diabéticos
con un control glucémico deficiente en compara-
ción con aquellos con un buen control glucémico
(A1c anterior <7,5%). Estos datos se confirmaron
en un estudio más grande38 que incluyó 1.229
hombres y 1.529 mujeres postmenopáusicas
mayores de 50 años de la cohorte Ansung corea-
na. El TBS en columna lumbar fue significativa-
mente más bajo en mujeres y hombres con diabe-
tes que en mujeres y hombres no diabéticos,
mientras que la DMO de la columna lumbar fue
significativamente mayor en sujetos con diabetes.
Otros estudios recientes de casos y controles con-
firmaron estos hallazgos, en 131 pacientes diabé-
ticos y 265 controles39 y en 88 pacientes diabéticos
y 88 controles40. Holloway et al.41 observaron la
misma tendencia en sujetos con normoglucemia,
pacientes con glucemia basal en ayunas (GBA)
elevada y pacientes diabéticos. Los pacientes dia-
béticos o con GBA elevada tenían una DMO más
alta en columna lumbar y un menor TBS que los
pacientes con normoglucemia41.

Iki et al.42 observaron una DMO significativamen-
te más alta en hombres con diabetes en compara-
ción con los controles pero no observaron diferen-
cias significativas en el TBS. Los niveles de glucemia
en ayunas, HbA1c y HOMA-IR (índice homeostasis
model assessment) se correlacionaron significativa-
mente de forma inversa con el TBS después de ajus-
tar por la edad, el IMC y la DMO. El análisis de regre-
sión lineal multivariante reveló que los índices de
glucemia (GBA y HbA1c) se asociaron significativa-
mente con un aumento de la DMO y un TBS dismi-
nuido, y que la evaluación de la resistencia a la insu-
lina mediante el modelo HOMA solo se asoció con
el TBS. Estas asociaciones no se modificaron des-
pués del ajuste adicional para los marcadores de
recambio óseo y niveles de pentosidina. Estos datos
se confirmaron en un estudio de población coreana
(894 controles y 325 pacientes diabéticos) donde el
TBS también se correlacionó negativamente con
GBA, HbA1c y HOMA-IR.

Leslie et al.43 incluyeron en un estudio a 29.407
mujeres canadienses de edad igual o superior a 50
años con exploraciones DXA de referencia, de las
cuales 2.356 habían sido diagnosticadas de diabe-
tes. Después del ajuste para los factores de riesgo
clínicos, se encontró que las mujeres diabéticas
tenían más probabilidades de situarse en el tercil
inferior del TBS lumbar, pero eran menos propen-
sas a estar en los terciles más bajos de la DMO de
columna lumbar, cuello de fémur o de área total
de fémur. Los valores del TBS fueron un predictor
de fracturas incidentes independiente de la DMO.

Además, Zhukouskaya et al.44 evaluaron cómo las
variables TBS y DMO podrían ser útiles para identifi-
car fracturas vertebrales (FxV) en una cohorte de 99
pacientes (mujeres postmenopáusicas) con diabetes
tipo 2 bien compensada (T2D). Compararon estas
pacientes con T2D con 107 sujetos control sin T2D.
Encontraron que las pacientes con DM2 tenían una
mayor prevalencia de FxV en comparación con los
controles (34,3 vs. 18,7%, p=0,01). El TBS no fue dife-

Figura 2. Resúmenes sobre el TBS presentados a congresos de las ASBMR, IOF, ISCD (aportada por gentileza
de Medimaps)
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rente entre los pacientes diabéticos tipo 2 bien com-
pensados y los controles, pero curiosamente, el TBS
estaba disminuido en pacientes con DM2 y fracturas.

Por otro lado, Bonaccorci et al.40 compararon
posibles predictores de fracturas en un grupo de 80
mujeres con DM2 y 88 controles, y mostraron que
el TBS (AUC=0,71) y el FRAX® ajustado para el TBS
(AUC=0,74) fueron los únicos parámetros estadísti-
camente significativos en el grupo diabético, a dife-
rencia de la DMO y el análisis estructural del fémur.
Finalmente, Choi et al.45, en un estudio realizado
con 169 mujeres postmenopáusicas coreanas con
DM2, encontraron un TBS significativamente menor
(p=0,008) y una puntuación de FRAX® ajustada por el
TBS más alta (p=0,019) en el grupo con FxV en com-
paración con el grupo sin FxV. Por el contrario, no
hubo diferencias significativas en la DMO y las pun-
tuaciones originales de FRAX® entre los 2 grupos. El
TBS (OR=1,8 [IC 95%: 1,1-2,7], p=0,011) y la puntua-
ción FRAX® ajustada por el TBS (OR=2,0 [IC 95%: 1,1-
3,5], p=0,020) mostraron unas OR estadísticamente
significativas para FxV. El TBS y la FRAX® ajustada
por TBS podrían ser herramientas suplementarias
para discriminar fracturas osteoporóticas en DM2. 

Propuesta de enunciado 2: El TBS podría ser
útil para evaluar el riesgo de fractura en sujetos
tratados con glucocorticoides o hipercortisolismo
endógeno.

- Grado evidencia, 2+.
Resumen: Los glucocorticoides (GC) producen

una pérdida ósea rápida y un aumento en el riesgo
de fractura que no puede ser explicado completa-
mente por cambios en la DMO. Leslie et al.46 investi-
garon los factores de riesgo clínicos asociados con el
TBS. Entre 29.407 mujeres de la cohorte de Manitoba
con exploraciones con DXA de columna lumbar,
1.213 tenían antecedentes de uso reciente de GC.
Encontraron que la probabilidad de un valor de TBS
reducido está aumentada en los sujetos con uso
reciente de GC tras ajustar por la DMO (OR=1,67 [IC
95%: 1,40-1,99]). Por otra parte, Leib et al. y Paggiosi
et al.47,48 mostraron que el TBS disminuye en sujetos
tratados con glucocorticoides y que el TBS es más
sensible que la DMO en estos sujetos. En su estudio,
Paggiosi et al.48, que evaluaron a 484 mujeres (edad
media 67±7,5 años) de las cuales 64 habían tomado
prednisolona (dosis media de 7,2±3,2 mg/día, dura-
ción media de 9,2±10,8 años), encontraron que los
sujetos con GC presentaban una disminución signi-
ficativa del TBS en comparación con las mujeres sin
tratamiento previo con GC, y no hubo diferencias en
la DMO de columna lumbar. Estos resultados fueron
corroborados en un estudio a mayor escala por Leib
et al.47. Este estudio involucró a 1.520 hombres y
mujeres con edad igual o superior a 40 años. Entre
ellos, 416 sujetos que recibieron GC (dosis ≥5
mg/día, durante ≥3 meses) se compararon con 1.104
sujetos de control ajustados por similares sexo, edad
e IMC. Los autores demostraron una disminución
significativa del TBS (p<0,001) en comparación con
los controles, mientras que no se observó cambio en
la DMO de la columna lumbar (p=0,88). Además,
observaron disminuciones en el TBS más pronuncia-
das en varones frente a mujeres. Finalmente, obser-

varon que esta alteración del TBS era aún más pro-
nunciada cuando se comparó los sujetos con GC y
con fractura con los sujetos con GC sin fractura
(p<0,01), o al compararlos con los controles
(p<0,001). Este estudio mostró que el TBS se asoció
con la presencia de fractura con una OR de 1,51 [IC
95%: 1,23-1,86] por DE de disminución en el TBS y
un AUC de 0,648 [IC 95%: 0,599-0,693]. Un pequeño
estudio reciente de Chuang et al.49 confirmó estas
tendencias en 30 pacientes que recibieron terapia
con GC durante 24 meses y en 16 sin ella. Los resul-
tados mostraron una disminución significativa en el
cambio porcentual en el TBS para la columna lum-
bar y una probabilidad mayor de fractura estimada
por FRAX® ajustada por el TBS.

Una de las formas endógenas de la osteoporosis
inducida por glucocorticoides (OIG) es la presencia
de incidentaloma suprarrenal (IS), que puede indu-
cir hipercortisolismo subclínico y aumentar el riesgo
de fractura. En una cohorte de 102 pacientes50, los
autores establecieron que los sujetos con IS tenían
valores de TBS significativamente más bajos que los
controles. Es destacable que los pacientes con hiper-
cortisolismo subclínico (n=34) exhibieron un TBS
significativamente menor que aquellos sin hipercor-
tisolismo subclínico, expresado por un Z-score del
TBS de -3,18±1,21 vs. -1,70±1,54 (p<0,0001), a pesar
de contar con un Z-score de la DMO normal en
columna vertebral y fémur. Finalmente, el TBS lum-
bar fue un predictor de fracturas incidentes en un
promedio de 40 meses de seguimiento, indepen-
dientemente de la edad del paciente, el IMC y la
DMO de columna lumbar. Sin embargo, Belaya et
al.51 encontraron en una población de 182 pacientes
con hipercortisolismo subclínico que solo el nivel de
cortisol libre en orina de 24 h (24hUFC) fue el único
predictor de fractura. Estos autores observaron valo-
res bajos del TBS en su población (puntuación pro-
medio de Z-score del TBS= -1,86), mientras que la
disminución de la DMO fue menor que la puntua-
ción promedio de Z-score de la DMO= -1,60).

Propuesta de enunciado 3: El TBS puede ser
útil en la evaluación clínica de los pacientes con
hiperparatiroidismo primario.

- Grado evidencia, 2+.
Resumen: En el hiperparatiroidismo primario

(HPTP), las fracturas vertebrales (FxV) ocurren
independientemente de la DMO y pueden depen-
der de la disminución de la calidad ósea.

En su estudio transversal, Romagnoli et al.12

observaron un TBS significativamente más bajo en
73 mujeres postmenopáusicas con hiperparatiroidis-
mo primario (29 de ellas con una fractura vertebral
documentada) que en 74 controles de similar edad.
Además, la presencia de fracturas vertebrales se aso-
ció de forma independiente con la reducción de
TBS (OR=0,003 [IC 95%: 0-0,534], p=0,028). En un
estudio que incluyó tanto componentes transversa-
les como longitudinales, Eller-Vainicher et al.52 com-
pararon a 92 pacientes con hiperparatiroidismo pri-
mario (74 de ellos eran mujeres postmenopáusicas
y 18 eran hombres mayores de 50 años) con los
resultados de 98 controles reclutados simultánea-
mente en la clínica. En concordancia con el estudio
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previo, el TBS fue menor en pacientes con hiperpa-
ratiroidismo primario que en los controles, y se aso-
ció significativamente con fractura vertebral, incluso
después del ajuste por edad, sexo, IMC y DMO de
la columna lumbar (OR ajustada=1,4 [IC 95%: 1,1-
1,9]). En la fase longitudinal del estudio, 20 pacien-
tes con hiperparatiroidismo primario que se some-
tieron a una paratiroidectomía efectiva se compara-
ron a los 24 meses de seguimiento con 10 pacientes
tratados de forma conservadora. En el grupo de
cirugía, la puntuación promedio del TBS aumentó
en un 47% (p<0,01). En las pacientes seguidas de
forma conservadora el TBS disminuyó significativa-
mente frente a las no fracturadas (p<0,048). 

Finalmente, Silva et al.53 evaluaron la relación
entre el TBS, la tomografía computarizada cuantita-
tiva periférica de alta resolución (HRpQCT) y la
resistencia ósea (mediante análisis de elementos
finitos) en radio distal y tibia en 22 mujeres postme-
nopáusicas con hiperparatiroidismo primario leve.
Encontraron que el TBS se correlacionó con la resis-
tencia ósea completa y todos los índices de
HRpQCT, excepto el grosor trabecular y la rigidez
trabecular en el radio, mientras que el TBS se corre-
lacionó con las densidades volumétricas, el grosor
cortical, el volumen óseo trabecular y la resistencia
ósea completa de la tibia. La conclusión fue que el
TBS es un instrumento diagnóstico prometedor en
la evaluación clínica de la microestructura trabecu-
lar en aquellos pacientes que padecen una forma
más leve de hiperparatiroidismo primario.

En pacientes con HPTP asintomático, Diaz-Soto
et al.54 no encontraron diferencias significativas en el
TBS al comparar pacientes normocalcémicos vs.

hipercalcémicos. Cipriani et al.55 investigaron los
cambios esqueléticos después de la restauración del
estado euparatiroideo, y, a diferencia de Rolighed et
al.56, no encontraron cambios significativos en el
TBS después de la paratiroidectomía en pacientes
con HPTP. Sin embargo, encontraron un aumento
significativo del TBS después de los 18 meses de tra-
tamiento con parathormona recombinante (rhPTH)
en pacientes hipoparatiroideos.

Propuesta de enunciado 4: El TBS podría ser
útil para valorar fragilidad ósea en pacientes con
osteoartritis severa.

- Grado evidencia, 2+.
Resumen: La osteoartritis lumbar sobreestima

la densidad ósea medida mediante DXA.
En estos estudios, se ha valorado el impacto de

la osteoartritis de columna lumbar sobre el resultado
del TBS basándose en una cohorte francesa de 390
mujeres de 50 años o más11 y en una parte de la
cohorte OPUS que incluía 727 mujeres postmeno-
páusicas de 55 años o más57. En el estudio de Dufour
et al.11, se evaluó la presencia de osteoartritis usando
la definición ISCD (una diferencia de más de 1 DE
en el T-score entre dos vértebras adyacentes). En el
estudio de Kolta et al.57, utilizaron la clasificación de
Kellgren y Lawrence (KL) basada en radiografías de
la columna lumbar lateral. En ambos estudios se han
observado diferencias significativas entre aquellos
con y sin osteoartritis en la densidad mineral ósea
medida por DXA. En el estudio de Kolta et al., el
aumento de DMO se correlacionó con la severidad
de la osteoartritis (escala KL). Sin embargo, los valo-
res de TBS no estuvieron influidos por la presencia
de osteoartritis en ambos estudios11,57.

Revisión de la evidencia científica sobre uso clínico

del TBS: Posiciones oficiales de la SEIOMM

Resumen

1. Cuestión: ¿Se puede utilizar el TBS para evaluar el riesgo de fractura en la práctica clínica?
• El TBS puede utilizarse para valorar el riesgo de fractura vertebral, de fémur y fragilidad global

en mujeres y hombres a partir de los 50 años.
[Nivel de evidencia, 2++. Grado de recomendación, B]

• El TBS puede usarse junto con la DMO para valorar la fragilidad vertebral, de fémur y global
en hombres y mujeres a partir de los 50 años de edad.

[Nivel de evidencia, 2++. Grado de recomendación, B]

2. Cuestión: ¿Se puede usar el TBS para el seguimiento de pacientes con osteoporosis?
• El TBS puede utilizarse para evaluar cambios en el tiempo.

[Nivel de evidencia, 2+.  Grado de recomendación, C]
• El TBS no mejora a la DMO en la valoración del efecto del tratamiento a lo largo del tiempo.

No debe utilizarse en la valoración de respuesta a los bifosfonatos. 
[Nivel evidencia, 2++. Grado de recomendación, B]

3. Cuestión: ¿En qué patologías el TBS es especialmente útil?
• El TBS se puede utilizar para evaluar el riesgo de fractura en sujetos que padecen diabetes.
• El TBS se puede utilizar para evaluar el riesgo de fractura en sujetos tratados con glucocorticoides.
• El TBS se puede usar para la orientación clínica de sujetos que padecen hipo e hiperparatiroidismo.
• El TBS se puede usar para la orientación diagnóstica de pacientes en presencia de osteoartritis.

[Nivel de evidencia, 2+]



DOCUMENTOS ESPECIALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2018;10(4):149-59
157

Tabla 2. Niveles de evidencia y grados de recomendación de la Red de Guías Intercolegiales Escocesas (SIGN)

Niveles de evidencia científica

1++ Metaanálisis de alta calidad, revisiones sistemáticas de ensayos clínicos o ensayos clínicos de
alta calidad con muy poco riesgo de sesgo

1+ Metaanálisis bien realizados, revisiones sistemáticas de ensayos clínicos o ensayos clínicos
bien realizados con poco riesgo de sesgos

1- Metaanálisis, revisiones sistemáticas de ensayos clínicos o ensayos clínicos con alto riesgo de
sesgos

2++
Revisiones sistemáticas de alta calidad de estudios de cohortes o de casos y controles.
Estudios de cohortes o de casos y controles con riesgo muy bajo de sesgo y con alta probabilidad
de establecer una relación causal

2+ Estudios de cohortes o de casos y controles bien realizados con bajo riesgo de sesgo y con
una moderada probabilidad de establecer una relación causal

2- Estudios de cohortes o de casos y controles con alto riesgo de sesgo y riesgo significativo
de que la relación no sea causal

3 Estudios no analíticos, como informes de casos y series de casos

4 Opinión de expertos

Grados de recomendación

A
Al menos un metaanálisis, revisión sistemática o ensayo clínico clasificado como 1++ y direc-
tamente aplicable a la población diana de la guía; o un volumen de evidencia científica com-
puesto por estudios clasificados como 1+ y con gran consistencia entre ellos

B
Un volumen de evidencia científica compuesta por estudios clasificados como 2++, directamente
aplicable a la población diana de la guía y que demuestran gran consistencia entre ellos; o
evidencia científica extrapolada desde estudios clasificados como 1++ ó 1+

C
Un volumen de evidencia científica compuesta por estudios clasificados como 2+ directamente
aplicables a la población diana de la guía y que demuestran gran consistencia entre ellos; o
evidencia científica extrapolada desde estudios clasificados como 2++

D Evidencia científica de nivel 3 ó 4; o evidencia científica extrapolada desde estudios clasificados
como 2+

Los estudios clasificados como 1- y 2- no deben usarse en el proceso de elaboración de recomendaciones por
su alto potencial de sesgo.

Pauta de buena práctica

1. En ocasiones el grupo elaborador se percata de que existe algún aspecto práctico importante sobre
el que se quiere hacer énfasis y para el cual no existe, probablemente, ninguna evidencia científica que
lo soporte. En general estos casos están relacionados con algún aspecto del tratamiento considerado
buena práctica clínica y que nadie cuestionaría habitualmente. Estos aspectos son valorados como pun-
tos de buena práctica clínica. Estos mensajes no son una alternativa a las recomendaciones basadas en
la evidencia científica, sino que deben considerarse únicamente cuando no existe otra manera de des-
tacar dicho aspecto

Práctica recomendada, basada en la experiencia clínica y el consenso del equipo redactor√1
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