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Analisis de las modificaciones epigenéticas

/ / °
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de hueso un buen modelo para estudiar
cambios en la metilacion del ADN?
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a epigenética es el estudio de los
mecanismos que regulan la expresion
génica de forma estable y hereditaria,
pero sin alterar la secuencia de ADN'.
Este campo de investigacion ha cobra-
do importancia en los Gltimos anos y
se postula que puede explicar el pro-
ceso de diferenciacion de las células dseas, la apa-
ricion de enfermedades del metabolismo 6seo, asi
como también la heredabilidad de ciertas patolo-
glas (para revisiones recientes, ver'?). Los meca-
nismos epigenéticos incluyen modificaciones
post-translacionales en histonas, regulacién de la
sintesis de proteinas a través de microARNs y la
metilacion del ADN.
Recientemente se ha propuesto que cambios en
los niveles de metilacion de genes pueden alterar
la diferenciacion de osteoblastos y precursores de
osteoclastos en el tejido 6seo. Por ejemplo, los
factores de transcripcion osterix y DLX5, el recep-
tor de estrégenos a, asi como la osteopontina, son
co-regulados a través de la metilacion del ADN*®.
Mas aun, los niveles de metilacion del ADN pue-
den ser regulados por estimulos mecanicos, como
es el caso del promotor de la osteopontina®, sugi-
riendo que parte de los efectos de la estimulacion
mecdnica ocurren debido a la regulacion de la
expresion génica mediante mecanismos epigenéti-
cos. Es importante mencionar que la metilacion de
regiones promotoras del ADN de ciertos genes
puede regular su expresion en distintas etapas de
la diferenciacion celular. Tal es el caso de la fos-
fatasa alcalina y la esclerostina™. Mientras el grado
de metilacion en la region promotora de la fosfa-
tasa alcalina aumenta a medida que las células del

linaje osteoblastico se diferencian, llegando a
silenciar su expresion en los osteocitos, lo opues-
to ocurre con la esclerostina, cuyo promotor esta
metilado en los osteoblastos y se encuentra des-
metilado en los osteocitos.

De forma similar a la diferenciacién osteoblastica,
los genes que codifican para RANKL y OPG son
también regulados por sus niveles de metilacion™,
afectando de esta manera la generacion de osteo-
clastos, proceso que depende de la expresion
relativa de RANKL y OPG". Como ocurre en las
células del linaje osteoblastico, cambios en los
niveles de metilacion del ADN también acompa-
fan la diferenciacion de los precursores de osteo-
clastos. Esto lleva a diferencias en los niveles de
expresion de genes fundamentales para la funcion
de los osteoclastos como la catepsina K y la fosfa-
tasa acida resistente al tartrato'.

También se ha propuesto que patrones aberrantes
de metilacion de ADN pueden causar patologias
en las que existen alteraciones en el metabolismo
oseo. Por ejemplo, la reduccion de los niveles de
la metiltrasnferasa DNMT1, una enzima involucra-
da en el mantenimiento de la metilacion genémi-
ca, lleva a la pérdida de la masa 6sea®. De mane-
ra similar, cambios en la expresion génica en con-
drocitos estan asociados con cambios en la meti-
lacion del ADN (por ejemplo, en el gen del cola-
geno tipo X o de diversas metaloproteinasas de la
matriz'*) pudiendo contribuir a la generacion de
osteoartritis.

El presente trabajo es la continuacion de estudios
previos del mismo grupo en los que demostraron
el papel de la metilacion de ADN en la regulacion
de la expresion de la proteina de osteocitos escle-
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rostina®, del marcador de formacion 6sea fosfatasa
alcalina’, y de las citoquinas involucradas en la
generacion de osteoclastos RANKL/OPG". En el
manuscrito de Delgado-Calle y cols. exploran y
comparan la presencia de Joci CpG metilados en
el ADN purificado de huesos humanos y de culti-
vos primarios de osteoblastos obtenidos también
de pacientes con fracturas osteopordticas u osteo-
artritis. Los autores analizaron los niveles de meti-
lacion del hueso y de los osteoblastos cultivados,
y encontraron un patron similar en cuanto al pro-
medio de metilacion, tanto si se analizaron todos
los loci o s6lo aquéllos relacionados con el hueso.
De forma consistente, una fraccion de los genes
analizados se desvié de la relacion general. En
particular, el listado de genes relacionados con el
metabolismo 6seo y que se encuentran metilados
en forma diferencial en preparaciones de hueso y
células cultivadas incluye el receptor para la hor-
mona paratiroidea, miembros de la cadena de esti-
mulacion de la via Wnt y TGFf e interleuquinas y
quimioquinas. Modificaciones en la expresion de
estos genes pueden tener efectos profundos en la
maduracién, proliferacién y supervivencia de las
células 6seas. Sin embargo, debe tenerse en cuen-
ta la composicion de las células presentes en el
hueso y el hecho de que las células hayan sido
cultivadas por 1 6 2 pases. En particular, la mayo-
ria de las células en los huesos son osteocitos y no
osteoblastos. Ademas, la presencia de células de
médula 6sea en los fragmentos de hueso puede
también confundir los resultados. Otro factor que
puede explicar las diferencias encontradas es el
hecho de que las células osteoblasticas estuvieron
expuestas a un medio artificial y en un incubador.
Aunque prometedores, los resultados encontrados
en este trabajo necesitan ser complementados por
estudios mas detallados, separando osteoblastos
de osteocitos para evaluar la contribucion de cada
poblacion celular en los loci metilados.

En resumen, el trabajo de Delgado-Calle y cols.
demuestra que la poblacion de genes metilados
en células 6seas varia dependiendo de la fuente
de material. Las conclusiones del estudio deben
ser tomadas con precaucion debido a la diferencia
en el tipo de células presentes en los huesos, com-
parado con los cultivos primarios, y el bajo nime-
ro de réplicas. Sin embargo, revela la importancia
de corroborar los resultados obtenidos en cultivos
celulares con estudios en animales o en muestras
humanas.

Agradecimiento: Este trabajo fue financiado por
el National Institutes of Health RO1-AR053643.
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Resumen

Objetivos: Los mecanismos epigenéticos, y en particular la metilacion de las citosinas en las regiones pro-
motoras, modulan la expresion de muchos genes. Sin embargo, su papel en la homeostasis esquelética ape-
nas ha sido estudiado. En particular, se desconoce si los patrones de metilacion de las células 6seas en cul-
tivo son un buen reflejo de lo que ocurre en el tejido 6seo. El objetivo de este trabajo fue explorar las posi-
bles diferencias en la metilacion de citosinas en muestras de hueso humano y en osteoblastos.

Material y métodos: Para ello efectuamos un estudio de todo el genoma analizando el grado de metila-
cion de 23.667 loci y comparamos los resultados en muestras de tejido 6seo y en cultivos de osteoblas-
tos primarios.

Resultados: Globalmente observamos una buena correlacion entre ambos tipos de muestras, tanto en el
conjunto de loci (1*=0,87; p<10™), como en los localizados en genes involucrados en el metabolismo
0seo. Sin embargo, una fraccion de loci (7-8%) se desviaron de esa tendencia general y mostraron dife-
rencias en la metilacion superiores al 20%.

Conclusiones: Estos resultados indican que los datos de metilacion obtenidos en cultivo no necesariamen-
te son un fiel reflejo de lo que ocurre en los tejidos, por lo que se debe tener precaucion antes de extra-
polarlos a la situacion en vivo.

Palabras clave: metilacion de ADN, epigenética, osteoblastos.
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Comparative epigenomic analysis of bone tissue and primary
osteoblasts

Summary

Objectives: Epigenetic mechanisms, and in particular cytosine methylation in the promoter regions, modu-
late the expression of many genes. However, their role in skeletal homeostasis has scarcely been studied.
In particular, it is not known if the patterns of methylation of bone cells in culture are a good reflection of
that which occurrs in bone tissues. The aim of this work was to explore the possible differences in cytosi-
ne methylation in human bone and in osteoblasts.

Material and methods: To achieve this we carried out a genome-wide study, analysing the degree of methy-
lation of 23,667 loci and comparing the results in samples of bone tissue and in cultures of primary osteo-
blasts.

Results: Overall, we observed a good correlation between the two sample types, both in the whole group
of loci (1*=0,87; p<10™), and in those located in genes involved in bone metabolism. However, some of the
loci (7-8%) deviated from this general tendency and showed differences in methylation greater than 20%.
Conclusions: These results indicate that the methylation data obtained in cultures are not necessarily a true
reflection of that which occurs in tissues, which means that care should be taken when extrapolating such

results to an in vivo situation.

Key words: DNA methylation, epigenetics, osteoblasts.

Introduccién

Algunas enfermedades esqueléticas frecuentes,
como la osteoporosis o la artrosis, tienen una clara
tendencia a la agregacion familiar, lo que sugiere
que su componente hereditario es importante'. De
hecho, en varios estudios se ha estimado que la
herencia explica hasta el 50-80% de la variabilidad
de la masa 6sea®’. Sin embargo, las variantes alé-
licas identificadas en los estudios de genes candi-
datos y los barridos de todo el genoma (“genome-
wide association studies”, GWAS) apenas explican
una pequena proporcidon de ese componente
hereditario™. Los mecanismos epigenéticos pue-
den contribuir a explicar ese fendmeno. Estos per-
miten adaptar la expresion de los genes a las con-
diciones ambientales. Incluyen la metilacion del
ADN, las modificaciones postraslacionales de las
histonas, los ARN no codificantes y la estructura
general de la cromatina™.

En el ADN humano, la mayor parte de las cito-
sinas que van seguidas de una guanina se encuen-
tran metiladas. Se cree que ello da estabilidad al
ADN. Sin embargo, en las regiones promotoras de
muchos genes hay zonas ricas en citosinas segui-
das de guanina (Ilamadas islas CpG) que pueden
estar metiladas o no'. El grado de metilacion de
esas islas se correlaciona con la actividad trascrip-
cional: en general, a mayor metilacién, menor
expresion del gen''2

Apenas hay estudios sobre la metilacion de islas
CpG en el hueso o en osteoblastos, en especial en
humanos. Tampoco se conoce si los patrones de
metilacion en islas CpG en osteoblastos son equi-
parables a los observados en hueso o no. Por eso,

el objetivo de este trabajo fue explorar la metilacion
de citosinas a lo largo de todo el ADN en muestras
de hueso humano, y comparar los resultados con
los patrones de metilacion en osteoblastos prima-
rios en cultivo.

Material y métodos

Hueso y cultivos de osteoblastos

Se tomaron muestras de hueso trabecular de la
cabeza femoral de mujeres sometidas a artroplas-
tia de cadera (fracturas, artrosis), mediante un tro-
car dentado. Los cilindros se obtuvieron de la
region central de la cabeza, evitando el hueso sub-
condral y las zonas de fractura y osteotomia,
segin se ha descrito previamente®. Tras lavarlas
extensamente en PBS, se congelaron en nitrogeno
liquido o se sembraron en frascos de plastico en
medio Dulbecco suplementado con 10% de suero
bovino y antibiéticos para obtener osteoblastos a
partir de esos explantes'.

Analisis de la metilacion

Tras pulverizar los fragmentos 6seos, se aislo el
ADN por el procedimiento previamente publicado'.
Se utilizé un procedimiento similar para extraer el
ADN de los cultivos confluentes de osteoblastos, de
pases primero o segundo®. Para analizar la metila-
cion se utilizaron arrays de metilacion (Infinjum
Human Methylation 27 DNA andlisis bead-chip,
Mlumina) que exploran unos 27.000 loci CpG locali-
zados en las regiones promotoras de unos 14.500
genes. El grado de metilacion de cada Jocus se
expresa como un valor 3, que oscila entre 0 y 1y
es proporcional a la metilacion (0-100%). Los deta-
lles del método han sido publicados previamente'.
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Anilisis de los resultados

Los valores B se multiplicaron por 100 para esti-
mar el porcentaje de metilacion. Se calcularon los
valores promedio de metilacion observados en 15
huesos de pacientes con fractura y en 15 huesos
de pacientes con artrosis y que fueron incluidos
en un estudio previo’. La media de la edad era de
77 anos. Los resultados se compararon con el pro-
medio de la metilacion observada en dos cultivos
de osteoblastos (uno procedente de un hueso con
fractura y otro de un hueso con artrosis), que,
para reducir las fuentes de variabilidad, fueron
analizados conjuntamente en los mismos arrays
que las muestras de hueso. Para comparar la meti-
lacion en ambos tipos de muestras se utilizaron
pruebas de correlacion y regresion lineal. Para
identificar los genes relacionados con el hueso se
exploraron las bases de datos bioinformaticos y
los trabajos de la literatura.

Resultados

Se exploraron un total de 23.667 loci. Como se
muestra en la figura 1, cuando se analizaron con-
juntamente todos los loci CpG explorados, se
encontré una correlacion directa entre el nivel de
metilacion en hueso y en osteoblastos (r*=0,88;
p<10™). Asimismo, en términos generales el pro-
medio de metilacion en ambos tipos de muestras
era similar (pendiente de la recta de regresion,
b=1,009; ordenada en el origen -4). Sin embargo,
habia un niamero relevante de /oci que se desvia-
ban de esa relacion (Figura 1). Para analizar si esas
desviaciones dependian de genes no relacionados
con el hueso, se hizo un subanilisis limitado a 658
loci localizados en 319 genes que estin claramen-
te relacionados con la homeostasis esquelética. El
resultado fue similar al del analisis global (Figura
2). Existia una correlacion general en el nivel de
metilacion de ambas muestras (1*=0,87; p<10"),
pero una fraccion significativa de genes se desvia-
ba de la relacion general.

Restringiendo el andlisis a los 319 genes 6seos
(de los que se exploraron 658 loci), la metilacion
en hueso era levemente mayor que en cultivo
(diferencia promedio 3,8%; p=2,4 x10"; figura 3).
En concreto, de los 658 loci, 117 (17,8%) mostra-
ban diferencias superiores al 10%, De ellos, el 61%
estaban mas metilados en el tejido 6seo que en los
cultivos, mientras que en el 39% de los loci la
metilacion era mayor en los cultivos. En 45 loci la
diferencia del porcentaje de metilacion era supe-
rior a 20 puntos, distribuyéndose en este caso por
igual el exceso de metilacion entre el tejido 6seo
y los cultivos. Los genes en los que se situaban
esos Joci se exponen en la tabla 1.

Discusion

El analisis del epigenoma, y en particular del
patron de metilacion del ADN, esta siendo objeto
de un interés creciente, dado el papel que desem-
pena en determinar el patréon de expresion génica
a lo largo de los diferentes estadios de diferencia-
cion de las estirpes celulares, asi como en su adap-
tacion a las condiciones cambiantes del medio. Su

Figura 1. Porcentajes de metilacion en tejido 6seo y en
cultivos de osteoblastos en el conjunto de /oci analizados
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Figura 2. Porcentajes de metilacion en tejido 6seo y en
cultivos de osteoblastos en loci correspondientes a genes
relacionados con el metabolismo 6seo
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Figura 3. Distribucion de frecuencias de las diferencias
de metilacion entre tejido 6seo y osteoblastos en cultivo.
Solo se representan los datos correspondientes a los
genes relacionados con el metabolismo 6seo
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Tabla 1. Genes relacionados con el metabolismo 0seo
en los que se observaron diferencias de metilacion
superiores a 20 puntos porcentuales entre el tejido 6seo
y los cultivos de osteoblastos primarios. Se indica el
nimero de /oci CpG con diferencias de metilacion

Gen N° loci
ACVRLI 1
AMH 1
APC 1
AR 2
ATP6VOD2 1
BGN 1
CDKN2B 4
CHRD 1
COL3A1 1
CXCL12 1
DLX5 1
ENG 1
FGF1 1
FGFRI1 2
FKBP1B 1
GDF5 1
IL1B 1
ILIRN 1
ITGAM 1
LGALS1 1
MAP4K1 1
MAPK1 1
MAPK10 1
MSX1 7
NR3C1 1
PTHLH 1
PTHR1 1
SFRP1 1
SMAD2 1
TGFB3 1
TNF 1
TRAF1 1
WISP1 1
WNT6 1
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papel en algunas enfermedades también parece
importante, especialmente en los procesos neopla-
sicos”. De hecho, diferentes estudios han relacio-
nado los cambios en la metilacion de los promoto-
res con las alteraciones en la expresion de genes
facilitadores o inhibidores del desarrollo de tumo-
res”®®. Sin embargo, el papel de los patrones de
metilacion en las enfermedades esqueléticas no
tumorales apenas es conocido.

Uno de los factores que dificultan el analisis
del epigenoma es que, a diferencia del genoma, el
epigenoma es especifico de cada tejido. Esto
resulta l6gico, puesto que los patrones de expre-
sion génica deben estar alineados con las funcio-
nes especificas de ese tejido (de hecho, con las de
cada tipo celular). De ahi que, dada la dificultad
que plantea la obtencion de muestras del esquele-
to, exista poca informacion sobre el epigenoma
del hueso.

Nuestro grupo ha publicado recientemente un
andlisis del patron de metilacion del tejido 6seo en
pacientes con osteoporosis y con artrosis'®. En el
presente estudio, aprovechamos esos datos para
compararlos con el patrén de metilacion de los
osteoblastos primarios en cultivo, a fin de determi-
nar hasta qué punto son similares. Este andlisis es
importante a fin de explorar si las células en cul-
tivo son o no un buen reflejo del patrén tisular vy,
en consecuencia, si los cambios inducidos por
diversas manipulaciones de los cultivos pueden
ser relevantes para el tejido.

En este estudio de genoma completo, en el
que hemos analizado unos 23.000 /Joci, hemos
comprobado que, en general, existe una buena
correlacion en los patrones de metilacion en el
hueso y los osteoblastos primarios en cultivo. Sin
embargo, algunos genes se desvian claramente de
ese patron. La desviacion no sigue un patron sis-
temadtico, y afecta tanto a genes que se han rela-
cionado con el metabolismo 6seo como a otros.
Globalmente, un 17-18% de los loci (situados en
genes relacionados con vias metabdlicas del
hueso o no) presentan desviaciones en el grado
de metilacion superiores al 10%. La proporcion de
genes con diferencias superiores al 20%, cierta-
mente relevante desde el punto de vista biologico,
fue del 7-8%, similar en el total de /loci y en aqué-
llos localizados en el subgrupo de genes relacio-
nados con el hueso. Hay varias razones que pue-
den justificar esas diferencias. Por un lado, el pro-
pio cultivo puede inducir cambios fenotipicos en
las células, incluyendo cambios en los patrones de
expresion y metilacion génica. Por otro, en el teji-
do 6seo hay una variedad de estirpes celulares, no
s6lo osteoblastos, que no se encuentran represen-
tadas en los cultivos. Lamentablemente, no es
posible cultivar osteocitos, una especie muy abun-
dante en el hueso, para hacer un estudio compa-
rativo similar al efectuado con los osteoblastos.

En conclusion, los resultados de nuestro estu-
dio indican que existe una buena correlacion glo-
bal en los patrones de metilacion entre el tejido
O0seo y los osteoblastos. Sin embargo, algunos
genes presentan patrones claramente divergentes,
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con frecuencia similar en el subgrupo de genes
relacionados con el metabolismo 6seo y en el glo-
bal de genes analizados. Por tanto, los datos de
metilacion observados en cultivo pueden no ser
representativos de la situacion en vivo.

Estudio financiado en parte por una beca del
Instituto de Salud Carlos TII (PI 12/635).
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Resumen

Objetivos: Los pacientes hemipléjicos son considerados una poblacion de riesgo para padecer fracturas
osteopordticas. El objetivo de este trabajo es conocer el riesgo absoluto de fractura por fragilidad en
pacientes con accidente cerebrovascular (ACV) y el estado osteometabolico en pacientes con ictus en fase
aguda, asi como comprobar si existen diferencias basales con un grupo control de pacientes sin patolo-
gia cerebrovascular.

Pacientes y método: Estudio prospectivo multicéntrico realizado en cinco hospitales espanoles. Se esta-
blecieron dos grupos: a) pacientes con ictus de menos de tres meses de evolucion, y b) un grupo con-
trol de una poblacion sin enfermedad cerebrovascular. Se analizaron antecedentes de fracturas por fragi-
lidad, nimero de caidas en el afnio anterior, densidad mineral 6sea (DMO) de cadera, indice FRAX®, deter-
minaciones bioquimicas y marcadores 6seos: calcio, fosforo, fosfatasa alcalina, vitamina D, parathormo-
na (PTH), y telopéptido carboxiterminal del colageno I (CTX).

Resultados: Se han estudiado un total de 82 pacientes: 50 pacientes con ACV y 32 controles. El 12% de
los pacientes con ACV presentaron riesgo elevado de sufrir una fractura de cadera y el 8% riesgo eleva-
do de una fractura mayor osteopordtica. En el grupo control el riesgo fue mayor. Los pacientes hemiplé-
jicos presentaron una DMO en cadera menor que el grupo control, aunque las diferencias de ambas varia-
bles no fueron estadisticamente significativas.

Los niveles de CTX estaban elevados en pacientes con ACV, siendo la Gnica determinacion con diferen-
cias significativas entre ambos grupos estudiados.

Conclusiones: Los pacientes con ACV presentaron valores de marcadores de reabsorcion 6sea (CTX) sig-
nificativamente elevados y una DMO de cadera menor que el grupo control.

Palabras clave: accidente cerebrovascular, DMO, fractura por fragilidad.
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Risk of major osteoporotic or hip fracture in patients with cerebrovascular
accident in the acute phase. Multicentre prospective study

Summary

Objetives: Hemiplegic patients are considered to be a population at risk of suffering osteoporotic fractu-
res. The aim of this work is to understand the absolute risk of fragility fracture in patients with cerebro-
vascular accident (CVA) and the osteometabolic state of patients with ictus in the acute phase, as well as
confirming if there are baseline differences compared to a control group without cerebrovascular patho-
logy.

Patients and method: Multicentre prospective study carried out in five Spanish hospitals. Two groups
were established: a) patients with ictus of less than three months development, and b) a control group
from a population without cerebrovascular disease. History of fragility fractures, number of falls in the
previous year, bone mineral density (BMD) in the hip, FRAX® index, determinations of biochemistry and
bone markers - calcium, phosphorus, alkaline phosphatase, vitamin D, parathormone (PTH), and car-
boxy-terminal telopeptide of collagen type I (CTX) - were analysed.

Results: A total of 82 patients were studied: 50 patients with CVA and 32 controls. 12% of those patients
with CVA had an increased risk of suffering a hip fracture, and 8% an increased risk of a major osteopo-
rotic fracture. In the control group the risk was greater. The hemiplegic patients had BMD in the hip lower
than those in the control group, although the differences in both variables were not statistically signifi-
cant.

The levels of CTX were higher in patients with CVA, this being the sole determination which showed a
statistical difference between the two groups studied.

Conclusions: The patients with CVA had values of markers for bone resorption (CTX) significantly higher
and a BMD in the hip lower than those in the control group.

Key words: cerebrovascular accident, BMD, fragility fracture.

Introduccién

Como es universalmente aceptado, la importancia
de la osteoporosis radica en el riesgo de provocar
fracturas. Concretamente son las fracturas de cade-
ra las que tienen mayor trascendencia debido a las
repercusiones funcionales, economicas y a la tasa
de mortalidad. La fractura de cadera se considera
un acontecimiento multifactorial, otorgandosele al
estudio y jerarquizacion de los diversos factores
una gran relevancia.

La importancia del ictus en el riesgo de fractu-
ra de cadera se empez6 a plantear en 1997, tras el
estudio realizado en la poblacion japonesa por
Suzuki y cols.! Estudios posteriores*® han reforza-
do esos hallazgos dirigidos a considerar a los
pacientes hemipléjicos una poblaciéon de riesgo, y
a recomendar la determinacion sistemdtica de la
densidad mineral 6sea (DMO) y el uso de bifosfo-
natos durante el periodo de rehabilitacion®.

Las teorias etiopatogénicas que han intentado
explicar este desenlace son diversas, y van desde
un incremento de las caidas, consecuencia de la
alteracion de la marcha', a una disminucion acele-
rada de la masa 6sea provocada por la inmovili-
dad’; este planteamiento se ve reforzado por algu-
nos estudios que encuentran diferencias significati-
vas de la masa 6sea entre el lado parético y el
sano, asi como relaciones de los niveles de DMO
con la actividad funcional residual™.

Algunos autores han planteado que el incre-
mento del riesgo de fractura radica en el déficit de
vitamina D' que suelen padecer los pacientes

aquejados de hemiplejia, déficit atribuible a caren-
cias alimentarias y baja exposicion solar. El impac-
to sobre la calidad 6sea y un mayor riesgo de cai-
das por debilidad muscular podria explicar el
aumento de las fracturas.

También se han apuntado alteraciones genéti-
cas, ya que puede haber mayor presencia en los
pacientes con ictus de un polimorfismo en el gen
OPG-1181¢/C, que controla la sintesis de osteo-
protegerina; aunque esta alteracion sélo se ha
relacionado con ictus de etiologia hemorrigica'.

Teorfas mas recientes sefalan la alteracion del
remodelado 6seo, muy incrementado durante el
primer al afio post-ictus, como causa del deterio-
ro de la calidad 6sea'".

Pero también es posible que los pacientes que
sufren un accidente cerebrovascular (ACV) lle-
guen a este desenlace con niveles mds bajos de
DMO vy por tanto mayor riesgo de sufrir fracturas
osteoporoticas'®.

La explicacion de esta situacion podria encontra-
se en la relacion, todavia no suficientemente aclara-
da, entre dislipemias, arteriosclerosis y osteoporosis,
con posibles mecanismos etiopatogénicos comunes'”.

El objetivo del presente estudio fue conocer el
riesgo absoluto de fractura mayor osteoporotica y
de cadera utilizando la herramienta FRAX® en
pacientes con ACV; como objetivos secundarios,
intentamos evaluar la existencia de diferencias
basales en los parametros osteometabdlicos y de
DMO entre pacientes con ictus y un grupo control
sin patologia cerebrovascular.



Pacientes y método

Se ha realizado un estudio prospectivo multicéntri-
co comparativo, por emparejamiento no 1:1 de 50
pacientes con ACV frente a 32 controles, en el que
han participado los servicios de Rehabilitacion de
cinco hospitales espanoles. La inclusion de
pacientes se inicio en marzo de 2011, finalizando
en junio de 2013.

El estudio fue autorizado por el Comité Etico
de Investigacion Cientifica de los hospitales parti-
cipantes. Por limitaciones presupuestarias para
realizar densitometrias Oseas, en un centro no se
pudo realizar el estudio del grupo control.

Todos los pacientes, tanto del grupo de estu-
dio como del control, firmaron un consentimiento
informado.

Criterios de inclusion y exclusion

a) Grupo de pacientes con ACV: los criterios de
inclusion fueron:

- Pacientes remitidos a la consulta de rehabilita-
cion con el diagnostico de ACV de menos de 3
meses de evolucion, ya sea de etiologia isquémi-
ca o hemorragica.

- Edad comprendida entre 60-80 anos.

Como criterios de exclusion se establecieron:

- Pacientes que antes de sufrir el ictus estuvieran
encamados, por cualquier patologia, durante mas
de 24 semanas.

- Pacientes sin capacidad de deambulacion antes
del ictus.

- ACV previos con secuelas funcionales.

- Pacientes diagnosticados de osteoporosis secun-
daria a: hiper o hipoparatiroidismo, hiper o hipo-
tiroidismo, hipogonadismo en el varon, tratamien-
to con corticoides orales de mas de 3 meses, alco-
holismo crénico con presencia de alteraciones
hepaticas.

b) Grupo control:

Se establecié con pacientes que acudieron a la
consulta de Rehabilitacion por cualquier patologia
y no sufriesen una enfermedad vascular (ACV,
patologia cardiaca isquémica, isquemia arterial de
miembros inferiores).

La seleccion se hizo siguiendo un sistema parea-
do de edad y sexo.

El resto de criterios de exclusion fueron coinci-
dentes a los del grupo ACV: encamamiento, incapa-
cidad para la deambulacién, osteoporosis secundaria.
Variables estudiadas del grupo de ACV
- Edad y sexo.

- Etiologia del ACV isquémico o hemorragico.
- Capacidad para la deambulacion siguiendo la
Clasificacion Funcional de la Marcha del Hospital de
Sagunto (CFMHS), que estratifica de la siguiente
forma esta actividad:

Nivel 0: Deambulacion imposible o nula.

Nivel 1: Deambulacion no funcional.

Nivel 2: Deambulacion solo en el interior de
locales y del domicilio.

Nivel 3: Deambulacion alrededor de la casa con
perimetros inferiores a 600 metros.

Nivel 4: Deambulacion independiente por la
comunidad, pero con marcha anormal (cojera de
cualquier tipo).
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Nivel 5: Deambulacion normal sin claudicacion
ni limitaciones.
- Antecedentes de fracturas por fragilidad en los
10 anos previos al ACV y localizacion.
- Numero de caidas en el ano anterior al ictus.
- DMO de cadera.
- T-score: considerandose osteopenia entre -1 a -2,5
y osteoporosis cuando T <-2,5.
- Indice de FRAX®: se consider6 riesgo de fractura
cuando los valores del porcentaje de fractura mayor
osteopordtica era =10 y el de fractura de cadera =3.
- Determinaciones analiticas:
* Bioquimica: glucosa, colesterol y triglicéridos.
* Marcadores Oseos: fosfatasa alcalina total, 25-
hidroxivitamina D, PTH, calcio, fosforo y telopépti-
do carboxiterminal del coldgeno I (CTX) en sangre.

En el grupo control se recogieron los mismos
datos, a excepcion de los relacionados con la
hemiplejia y la situacion funcional.

Anilisis estadistico:
Se realiz6 un analisis estadistico inicial calculando
las frecuencias y porcentajes de las variables cate-
goricas. El estudio estadistico comparativo se ha
realizado utilizando tablas de contingencia con
analisis de residuos.

Para las variables cuantitativas se han calculado
la medias y desviacion estandar, utilizindose el test
de la t-Student para realizar el andlisis comparati-
vo. El nivel de significacion estadistica se estable-
ci6 en p<0,05 para todas las variables analizadas.

Resultados
Se han estudiado un total de 82 pacientes: 50
pacientes con ACV y 32 que constituyeron el
grupo control.

Respecto al sexo, en el grupo ACV hubo 24
varones (48%) y 26 mujeres (52%), no existiendo
diferencias significativas con el grupo control, que
estuvo formado por 14 varones (43,75%) y 18
mujeres (56,25%).

Tampoco se encontraron diferencias significati-
vas en la edad media de ambos grupos, ACV:
70,32 anos (DE+5,8); y grupo control: 72,44 anos
(DE+6,0).

Los procesos isquémicos determinaron la etio-
logia en 39 pacientes (91%) y se diagnostico
hemorragia cerebral en 4 (9%); no se comunico la
causa en 7 pacientes.

La mayoria de los pacientes del estudio presen-
taron una capacidad de deambulacién en estadio
3 0 4 de la CFMHS (Tabla 1).

Los pacientes con ACV sufrieron mayor nume-

ro de caidas en el ano anterior al estudio; por el
contrario los del grupo control tenian un mayor
historial de fracturas por fragilidad (Tabla 2).
T-score_en cadera: El 66% de los pacientes con
ACV vy el 50,15% del grupo control presentaban
una T-score en niveles de osteopenia o de osteo-
porosis, no existiendo diferencias significativas
entre ambos grupos (Tabla 2).
DMO de cadera: Los pacientes hemipléjicos pre-
sentaron un nivel medio de masa 6sea en cadera
menor que el grupo control, pero las diferencias
no fueron significativas (Tabla 4).




ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2014 6;2:40-45 a

Tabla 1. Capacidad de deambulacion siguiendo la CFMHS

Frecuencia Porcentaje

Nivel 0: Deambulacién nula 7 15,21%
Nivel 1: Deambulacién no funcional 3 6,50%
Nivel 2: Solo en el hogar 7 15,21%
Nivel 3: Independiente perimetro menos de 600 metros 13 28,26%
Nivel 4: Independiente con marcha ANORMAL 12 26,08%
Nivel 5: Deambulacion normal 4 8,69%
No se recogio 4 8,6%

Indice FRAX®: En el grupo control fue mayor el
nimero de pacientes con riesgo elevado de sufrir
una fractura por fragilidad que el grupo ACV, aun-
que las diferencias no fueron estadisticamente sig-
nificativas (Tabla 2).
Determinaciones bioquimicas: Los niveles de
colesterol fueron mas altos en el grupo control, no
asi la glucemia vy triglicéridos, las diferencias no
fueron en ningun caso significativas (Tabla 3).
Marcadores analiticos de metabolismo &seo:
Niveles de vitamina D: En el grupo ACV 32
pacientes (68%) presentaban niveles por debajo
de 30 ng/ml, catalogindose de insuficiencia o
deficiencia de vitamina D. En el grupo control 22
pacientes (71%) eran insuficientes o deficientes en
esta vitamina. Las diferencias entre los grupos no
eran significativas.

Tampoco se han encontrado diferencias signi-
ficativas en los valores de calcio, fésforo y PTH.

Los niveles de CTX estaban significativamente
elevados en pacientes con ACV (Tabla 4).

Discusién

En el presente estudio se pretendié mostrar la
situacion basal en relacion al riesgo de fractura
osteoporética de pacientes que han sufrido un
ACV reciente, asumiendo que la mayoria de
hallazgos van a estar mas relacionados con sus
antecedentes patolégicos y estilo de vida, que con
el impacto que sobre el sistema 6seo puede pro-
vocar, con el paso del tiempo, un ictus con reper-
cusiones motoras.

Como cabia esperar, en la mayoria de pacien-
tes el ictus fue de etiologia isquémica, siendo la
tasa obtenida del 91% la mas alta de lo encontra-
do en los servicios de Neurologia®®, aunque es
posible que la superior mortalidad del ictus hemo-
rragico provoque una mayor proporcion de ACV
isquémicos en los servicios de rehabilitacion.

Para la valoracion de la situacion funcional
hemos utilizado la CFMHS, que es una escala valida-
da® y de amplia difusion en los servicios de
Rehabilitacion; la hemos preferido a otras mas
conocidas, como la de Barthel, por centrarse en la

capacidad de deambulacion del paciente, activi-
dad de la vida diaria mas relevante en la evolucion
de la salud 6sea.

En relacion a los resultados obtenidos con esta
escala de deambulacion, nos parece importante
remarcar que el 62% de los pacientes con ictus pre-
sentaban una marcha autdonoma, aunque fuese con
limitaciones, situacion que puede sorprender en
ACV en fase aguda; tal vez pueda existir un sesgo
de seleccion por las dificultades que para el estudio
(traslados, pruebas, etc.) pudieran tener los pacien-
tes con afectaciones motoras mas graves.

Hemos seleccionado el indice FRAX® por ser una
herramienta de creciente difusion, a pesar de reco-
nocérsele algunas limitaciones. Se estableci6 la linea
de corte en 10 para la fractura mayor osteoporotica,
y de 3 para establecer el riesgo elevado de fractura
de cadera, por ser los valores minimo de corte que,
cuando se inici6 el estudio, era aconsejado y utiliza-
do por otros autores espanoles®?'; aunque cada vez
es mayor la evidencia de que el FRAX® infravalora
en la poblacién espanola el riesgo de fracturas, en
especial la fractura mayor osteopordtica, siendo mas
sensible la prediccion de fractura de cadera®;, pero
debemos destacar que ésta es la mas relevante para
nuestro estudio.

Utilizando esta cifras corte, encontramos que el
12% de los pacientes tenian riesgo elevado de
padecer una fractura de cadera, y el 8% de sufrir
una fractura mayor osteopordtica en los proximos
diez anos; no hemos encontrado trabajos semejan-
tes en pacientes con ictus que nos permita com-
parar nuestros resultados.

En cuanto a los valores de DMO del cuello
femoral, el 58% de los pacientes con ictus presen-
taban osteopenia y el 8% osteoporosis, en el estu-
dio publicado por Hye Won', realizado en pacien-
tes de las mismas caracteristicas que los nuestros
(ACV en fase aguda), encontraron cifras de osteo-
penia y osteoporosis de columna del 39% y 43%
respectivamente, aunque hemos de recordar que,
segin los estudios realizados por Diez Curiel, la
disminucion de la DMO es mas frecuente en
columna que en cadera®.
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Tabla 2. Frecuencia y porcentaje de caidas durante un ano, fracturas en los diez afios previos, de pacientes
con osteopenia y osteoporosis de cadera (T-score) y pacientes con riesgo elevado de Fracturas Mayor
Osteopordticas (MO) y de Fractura de Cadera (HF) en ambos grupos estudiados

Caidas | Fracturas | TSC0re | Tscore | ERAXe | FRAX-
ACY Frecuencia 4 3 29 4 4 6
Porcentaje 8% 6% 58% 8% 8% 12,5%
Control irsrccl;r:;lg 0 25% v 15% 134% zsiz%
Tabla 3. Determinaciones bioquimicas. Valores medios
ACV Control Valor de p
Glucemia (mg/dl) 108,97 99,68 NS
Colesterol (mg/dl) 144,97 199,48 NS
Triglicéridos (mg/dD 129,7 114,33 NS
Tabla 4. Densidad mineral 6sea (DMO) en cadera y parimetros bioquimicos 6seos
ACV media+DE Control mediatDE Valor de p
DMO cadera (g/cm?) 0,7216+0,185 0,7609+0,16 NS
Calcio (mg/dD 9,37+0,46 9,42+0,58 NS
Fosforo (mg/dD 3,54+0,70 3,37+0,56 NS
Fosfatasa alcalina total (UI/1) 125,32+67 111,97+52 NS
Vitamina D (ng/D 25,3111 24,69+11 NS
PTH (pg/mD 48,7335 59,99+36 NS
CTX (ng/ml) 0,4362+0,27 0,2907+0,11 0,011

Puede sorprender que el grupo control, pese a
ser homogéneo en edad y sexo con los pacientes
con ACV, presente un riesgo mas elevado de sufrir
fractura mayor osteoporética o de cadera, situa-
cion que se puede correlacionar con un mayor
numero de fracturas por fragilidad en los 10 anos
previos al estudio, este hallazgo puede hacer sos-
pechar un sesgo de seleccion y por tanto una limi-
tacion de nuestros resultados, que ha favorecido la
inclusion de pacientes con osteoporosis en el
grupo control. Aunque no podemos olvidar que la
prevalencia de osteoporosis en una consulta gene-
ral de rehabilitacion es muy alta, como describe
Serralta* que encuentra esta patologia en el 53%
de sus pacientes.

La relacion entre dislipemias y metabolismo
6seo ha sido comunicada por diversos autores, aun-
que sin hallazgos concluyentes'; en nuestro estudio
no hemos encontrado diferencias significativas con
el grupo control en ninguno de los parametros bio-
quimicos. En términos absolutos, las cifras de coles-

terol son mas bajas en los pacientes con ACV. Estos
resultados tienen que ser tomados con precaucion,
ya que no hemos recogido los posibles tratamientos
hipolipemiantes, lo que es una limitacion del estu-
dio, en especial por la importancia que parecen
tener las estatinas en el metabolismo 6seo y en la
disminucion del riesgo de fracturas'.

Es de destacar el importante nimero de
pacientes con insuficiencia o deficiencia de vitami-
na D en ambos grupos, hallazgo que apunta una
vez mas a la prevalencia del déficit de este siste-
ma hormonal en Espana, que se presenta en el
30% de la poblacion general, llegando a afectar al
87% de los ancianos institucionalizados®#.

Lo mas relevante de los hallazgos analiticos es
el incremento de los marcadores de resorcion
osea CTX en el grupo con ictus. Este hallazgo ha
sido recogido en otros estudios que, como el
nuestro, se han realizado en pacientes con ictus
en fase aguda® y se correlacionan con mayores
pérdidas de masa Osea en cadera®.
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Para estos autores existe una correlacion entre
los niveles elevados de CTX y el grado de afectacion
motora; en este caso seria el factor mecanostato el
mas influyente en el aumento de la reabsorcion
Osea de estos pacientes; pero el metabolismo 6seo
es un proceso complejo donde intervienen factores
locales y endocrino-metabdlico con un posible efec-
to final en el RANK-RANKL-OPG, que seria el agen-
te final del proceso de remodelado 6seo?”.

Es posible que, de la misma forma que se han
comunicado alteraciones de este sistema en la
enfermedad de Paget, cancer de préstata o artritis
reumatoide, entre otras?”, encuentren alguna alte-
racion especifica de estas citocinas en los pacien-
tes con ACV.

En conclusion, si queremos disminuir el riesgo
de los pacientes con ACV para padecer una frac-
tura de cadera en los anos siguientes al ictus, se
deberd planificar un programa de terapia fisica
con carga y deambulacion, para favorecer el fac-
tor mecanostato, sin olvidar la necesidad de un
tratamiento antirresortivo, al menos en pacientes
donde se detecte riesgo de fractura.

Conflicto de interés: Los autores declaran que
no existen conflictos de intereses.
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Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una patologia metabdlica caracterizada por hiperglucemia crénica debida al
déficit de produccion y/o accion de la insulina. La DM, sobre todo la tipo 1, se asocia comunmente a
osteopenia/osteoporosis y al aumento de riesgo de fracturas. El factor de crecimiento similar a la insuli-
na tipo I OUGF-D), un factor abundante en la matriz 6sea que ejerce un papel importante en el desarrollo
y mantenimiento de la masa 6sea, disminuye en la DM. La proteina relacionada con la parathormona
(PTHrP), un modulador del crecimiento y la funcién osteobldstica, actda sobre los osteoprogenitores pro-
moviendo la diferenciacion osteoblastica y la regeneracion dsea. Su expresion disminuye en situacion dia-
bética. En este trabajo, hemos evaluado y comparado las acciones osteogénicas de la PTHrP en modelos
murinos de DM tipo 1 y deficiente en IGF-I. Los ratones diabéticos por inyeccion de estreptozotocina
presentan una disminucién de la masa 6sea en los huesos largos, asociada al incremento de proteinas
oxidadas y a la disminucion de expresion de genes relacionados con la via Wnt y de la proteina p-cate-
nina, ademas de mostrar alteraciones en el hueso trabecular vertebral. En el modelo de ratén con déficit
de IGF-I, nuestros resultados indican una situacion de osteopenia tanto en el fémur (asociado a una inhi-
bicién de la via Wnt) como en la columna (L1-L5). Nuestros hallazgos demuestran que la administracion
de PTHrP, predominantemente a través de su dominio N-terminal, modula la via de Wnt canoénica en rela-
cion a sus acciones osteogénicas en situacion diabética y, también en parte, en ausencia de IGF-I.

Palabras clave: PTHrD, diabetes mellitus, IGF-1, osteapenia, via Wht.
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Comparison of the osteogenic actions of parathyroid hormone-related
protein (PTHrP) in diabetic and insulin-like growth factor-I (IGF-I)

deficient mouse models

Summary

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic pathology characterised by chronic hyperglycemia due to a deficit
in the production and/or action of insulin. DM, above all type I, is commonly associated with osteope-
nia/osteoporosis and with an increased risk of fractures. Insulin-like growth factor-I (IGF-D), a factor abun-
dant in the bone matrix which plays a significant role in the development and maintenance of bone mass,
diminishes with DM. Parathyroid hormone-related protein (PTHrP), a modulator of growth and osteoblast
function, acts on osteoprogenitors, promoting osteoblast differentiation and bone regeneration. Its
expression is reduced in the presence of DM. In this work we have evaluated and compared the osteo-
genic actions of PTHrP in mouse models with type 1 DM and IGF-I deficiency. Diabetic mice by injec-
tion of streptozotocin had a reduction in bone mass in the long bones associated with an increase in oxi-
dised proteins and a reduction in the expression of genes related to the Wnt pathway and of B-catenin
protein, as well as alterations in vertebral trabecular bone. In the mouse model with IGF-T deficit our
results indicate the presence of osteopenia both in the femur (associated with an inhibition of the Wnt
pathway) and the spine (L1-L5). Our findings demonstrate that the administration of PTHrP, predomi-
nantly through its N-terminal domain, modulates the canonical Wnt pathway in relation to its osteogenic

actions in a diabetic situation and also, in part, in the absence of IGF-I.

Key words: PTHyD, diabetes mellitus, IGF-I, osteopenia, Wat pathway.

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una patologia metabo-
lica caracterizada por una hiperglucemia cronica
debida al déficit de produccion y/o accion de la
insulina, responsable de la disfuncion de 6rganos
tales como la retina, el rindn, el sistema nervioso y
el sistema cardiovascular'. Ademas, la DM se asocia
comuinmente a osteopenia/osteoporosis y al
aumento de riesgo de fracturas, por mecanismos
solo parcialmente caracterizados’. La DM tipo 1
(DM1), o insulino-dependiente, se caracteriza por
niveles bajos de insulina y del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo T (IGF-D) circulantes y se
suele manifestar antes de alcanzar el pico de masa
Osea, mientras que la tipo 2 (DM2) -asociada a resis-
tencia insulinica- es comun en adultos’. Las altera-
ciones esqueléticas en la DM1 incluyen: 1) una dis-
minucion del crecimiento 6seo longitudinal durante
la pubertad en adolescentes; 2) una disminucién de
masa Osea en cadera, cabeza del fémur y columna
vertebral en adultos; 3) un incremento del riesgo de
fractura; y 4) una disminucion de la capacidad rege-
nerativa Osea. Las caracteristicas de la DM son com-
patibles con un bajo nivel de remodelado 6seo*’. La
hiperglucemia induce una menor proliferacion y
funcién osteoblastica. Ademas, los productos de gli-
cosilacion avanzada (AGEs) contribuyen a la gene-
racion de estrés oxidativo, incrementando la fragili-
dad 6sea vy el riesgo de fracturas®.

Entre los factores endocrinos y locales con
accion 6sea demostrada, la insulina, producida y
secretada por las células pancredticas, y el IGF-I
mayoritariamente producido en el higado pero

también en el hueso donde se acumula en la
matriz Osea, merecen una especial consideracion
en la osteopatia asociada a la DM, Estudios en
ratas diabéticas tipo 1 indican el papel del déficit
de insulina en la disminucion de la integridad y
resistencia Osea'*”. Ademas, los pacientes con
DM1 poseen niveles séricos de IGF-I significativa-
mente disminuidos en relacion a los encontrados
en individuos normales o en pacientes con DM2".
Se sabe que el IGF-I sistémico juega un importan-
te papel en el desarrollo y mantenimiento de la
masa Osea. De hecho, ratones con una deficiencia
global en IGF-I presentan al nacer un tamano de
aproximadamente el 60% del correspondiente a
sus controles, que disminuye al 30% a las 8 sema-
nas, y presentan una menor mineralizacion 6sea y
un bajo remodelado 6seo™".

Por otra parte, la proteina relacionada con la
parathormona (PTHrP) juega un papel fundamental
en el desarrollo del hueso endocondral retrasando la
diferenciacion de los condrocitos en la placa de cre-
cimiento, y actia como un importante regulador
local del remodelado 6seo en adultos™. Ratones
homozigotos Pthip” presentan una condrodisplasia
letal perinatal; mientras que los heterozigotos Pthip*-
son viables pero exhiben una reduccion significativa
de la masa 6sea. La PTHrP posee similitud estruc-
tural con la PTH en su extremo N-terminal, pero
difiere completamente de esta hormona en el resto
de su estructura. La regién media y C-terminal de la
PTHrP contiene distintos epitopos singulares, asocia-
dos a efectos auto/paracrinos e intracrinos en distin-
tos tipos celulares®. Como consecuencia de su pro-



Figura 1. Caracterizacion del modelo de raton diabético por STZ. Se
muestra la glucemia basal en los ratones control (Co) y diabéticos
(DM), asi como los cambios en el peso en cada uno de los grupos
experimentales. Nt, PTHrP (1-36); Ct, PTHrP (107-139). Los resulta-
dos representan la media + EEM de 5 ratones/grupo. **p<0,01 vs.

Co; #p<0,05; ##p<0,01 vs. DM
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Modelo de raton con DM1

Se utilizaron ratones CD-1 macho de
4 meses de edad (Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona), estabilizados
durante dos semanas en el bioterio
del IIS-Fundacion Jiménez Diaz. Los
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animales tuvieron acceso libre a agua
y a una dieta estindar (8,8 g/kg de
calcio y 5,9 g/kg de fosforo; Panlab,
Reus), a 22°C con ciclos de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad. Para
inducir la DM, los ratones fueron
inyectados por via intraperitoneal
con estreptozotocina (STZ) (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, EE.UU.),
una citotoxina pancredtica, durante 5
dias consecutivos a una dosis de 45
mg/kg de peso corporal en tampon
citrato soédico 50 mM, pH 4,5, o con
el vehiculo salino (controles)”. Una
semana después de la dltima inyec-
cion se midi6 la glucosa en sangre,

cesamiento post-trasduccional®; la PTHrP puede
generar distintos fragmentos bioactivos: 1) un frag-
mento N-terminal 1-36; 2) uno o varios fragmentos
en la region media, cuyos aminoicidos 88-91 y 102-
106 son dominios de localizacion nuclear/nucleolar
(NLS); y 3) un fragmento C-terminal que contiene la
secuencia 107-111 conocida como osteostatina.
Aunque atn no se ha logrado aislar un receptor para
esta region C-terminal de la PTHrP, se ha demostra-
do que senaliza en parte a través de la transactiva-
cion del receptor 2 del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) asociada a sus acciones
en los osteoblastos**. Estudios previos han demos-
trado que la PTHrP revierte los efectos deletéreos de
la DM1 sobre el nimero de células osteoformadoras
y la funcion osteoblistica en la tibia de ratén en
regeneracion®. Ademads, la PTHrP es capaz de com-
pensar la disminucion de diferenciacion osteoblasti-
ca y la inhibicién de la senalizacion a través de
Wnt/pB-catenina —una via clave estimuladora de la
formacion 6sea- inducidas por la alta glucosa en
células osteoblasticas in vitro* .

Teniendo en cuenta estas consideraciones, en
el presente trabajo hemos evaluado y comparado
las consecuencias del déficit de insulina (DM1) y
de IGF-I en la eficacia de la PTHrP para inducir
acciones osteogénicas en el raton.

Materiales y métodos

Todos los estudios realizados en animales fueron
desarrollados con la aprobacion del Comité de
Experimentaciéon y Bienestar Animal del IIS-
Fundacién Jiménez Diaz. El dolor y el sufrimiento
de los animales fueron paliados de acuerdo a la
normativa europea vigente (Directiva 2010/63/UE).
Igualmente, el disenio experimental se adapto al cri-
terio conocido como las 3R (del inglés, replace,
reduce, refine) para minimizar el nimero de anima-
les que permitan obtener resultados significativos®.

extraida de la cola del raton, median-
te un glucometro (Glucocard G+-
meter, Menarini Diagnostics,
Florencia, Ttalia), considerindose diabéticos aqué-
llos con glucemia =250 mg/dl (Figura 1A). Dos
semanas tras la confirmacion de la DM, los ratones
se trataron con PTHrP (1-36) (N» o PTHrP (107-
139) (Cv (Bachem, Bubendorf, Suiza), 100 ug/kg
en cada caso, o con tampén salino fosfatado, pH
7,4 (TSF) (vehiculo de los péptidos) cada dos dias
por inyeccion subcutinea, durante un total de 14
dias (Figura 1A). Se utilizaron 5 ratones/grupo en
cada uno de estos 4 grupos experimentales.

Dos horas después de la altima inyeccion de
cada tratamiento, los animales se pesaron y poste-
riormente fueron sacrificados con una mezcla de
ketamina (Pfizer, Madrid, Espana) 20 mg/kg y xila-
cina (Bayer, Kiel, Alemania) 5 mg/kg (2:1, v/v).
Posteriormente, se extrajeron los fémures, las
tibias (descartando el peroné) y las vértebras L1-
L5, eliminando los restos de musculo adyacentes.
Los huesos largos se destinaron a la obtencion de
cultivos de células mesenquimales de médula
osea (CMMOs) o fueron almacenados para la pos-
terior extraccion de ARN (en N, liquido) o el ana-
lisis de proteinas carboniladas (a -80°C). Las vérte-
bras se almacenaron a -20°C hasta su inclusion en
metacrilato para andlisis de histomorfometria 6sea.

Modelo de raton deficiente en IGF-I
Los ratones con deficiencia homozigotica de IGF-
I (Ugf1-nulos), de 3 meses de edad y un fondo
genético mixto MF1/129sv, se generaron tras el
cruce de ratones heterozigotos con una delecion
en el exon 4 del gen Igf1®. Los ratones fueron
genotipados mediante Southern Blot tras la extrac-
cion de ADN gendmico proveniente de la cola con
REDExtract-N-Amp™Tissue PCR Kit (Sigma-Aldrich)
y se caracterizaron por criterios funcionales®*.

Se establecieron 4 grupos experimentales con 6
ratones/grupo, control e [gfI-nulos, tratados con
PTHrP (1-36), PTHrP (107-111) o con TSF. Se admi-
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nistraron los péptidos de la PTHrP (80 ug/kg en
cada caso) o el vehiculo salino por inyeccion sub-
cutdnea cada 48 horas durante dos semanas. Se eli-
gi6 esta dosis debido a que dosis similares de estos
péptidos inducen efectos anabdlicos o anti-resorti-
vos, respectivamente, en roedores®*7!. A las 2 h. de
la Gltima inyeccion, los ratones se sacrificaron como
se ha descrito anteriormente. Los huesos largos se
destinaron a la obtencion de CMMOs. Los fémures
sobrantes se almacenaron en N, liquido para poste-
rior extracciéon de ARN total, y las vértebras L1-L5
para histomorfometria.

Cultivo de CMMOs ex vivo

Para la obtencion de las CMMOs de los fémures y
tibias obtenidos en ambos modelos animales, se per-
foraron las epifisis de manera paralela a la didfisis con
una aguja quirdrgica de tipo 20G de grosor. La cavi-
dad medular se perfundié con medio de cultivo
0—MEM suplementado con suero fetal bovino al 15%,
penicilina—estreptomicina al 1% y fungizona 25
ug/ml, obteniéndose la médula Osea. Tras varios
lavados se obtuvo una suspension homogénea que
se centrifugd a 1.500xg durante 5 minutos en frio. El
precipitado celular se resuspendié en el medio men-
cionado anteriormente (sin fungizona), contando el
numero de células viables (por exclusion de azul de
tripin) en un contador de células automdtico
(Countess™, Life Technologies, Paisley, Reino Unido).
Posteriormente, las células se sembraron a una den-
sidad de 1-2,5x10°%/cm? en placas de 6 pocillos en una
atmosfera himeda de CO, al 5% a 37°C»%. Se anadio
medio de diferenciacion osteogénica (el medio ante-
rior suplementado con 4c. L-ascérbico 50 ug/ml y -
glicerolfosfato 10 nM) al cultivo el tercer dia de la
siembra. Las células se mantuvieron bajo estas condi-
ciones durante 14-16 dias siendo la mitad del volu-
men del medio condicionado reemplazado cada dos
dias. Durante este periodo, las CMMOs procedentes
de ratones diabéticos o [gf7-nulos se trataron in vitro
con los péptidos de la PTHrP (anadidos en el
momento del cambio de medio).

Densitometria 0sea

Mediante absorciometria dual de rayos X (DXA) se
midieron la densidad mineral 6sea (DMO; g/cm?), el
contenido mineral 6seo (CMO; g) y el % de grasa
peridsea en el cuerpo total, el fémur, la tibia y la
columna lumbar (vértebras L1-L5) (regiones de inte-
rés) de los ratones anestesiados. La DXA se llevé a
cabo utilizando un equipo PIXIMus I (GE Lunar
Corp., Madison, Wisconsin, EE.UU.). El programa de
este equipo calcula los parametros citados en dife-
rentes regiones del esqueleto (excluyendo la cabe-
za) con un coeficiente de variacion de +2%.

Histomorfometria 6sea

Las muestras de vértebras L1-L5 se fijaron durante 24
horas en etanol al 70% y, posteriormente, se deshi-
drataron en etanol 96% durante dos dias y etanol
absoluto otros dos dias. A continuacion, las muestras
se incluyeron en metil-metacrilato polimerizado
(Merck, Whitehouse Station, Nueva Jersey, EE.UU.),
siguiendo un protocolo estandar®. A continuacion,

se realizaron cortes seriados de 7 wm lo mas cerca-
nos al eje sagital de la columna con un microtomo
Leica RM 2255, que fueron depositados en portas
pre-tratados con gelatina de Haupt, se cubrieron con
una ldmina de polietileno y se prensaron durante 20-
24 horas a 60°C. Antes de tefir las muestras, éstas se
desplastificaron en metil-acetato (Merck) durante 15-
30 minutos, seguido de rehidratacion con etanol a
concentraciones decrecientes (absoluto, 70% y 50%)
y lavado con agua destilada. La tincion de Von Kossa
permite visualizar el hueso mineralizado de color
negro. La tincién con tricromico de Goldner tine en
azul, los nucleos celulares; en rojo, los ribetes de
osteoide; y en verde, el hueso mineralizado. Tras las
tinciones, las muestras se deshidrataron y se monta-
ron con resina DPX (VWR, Lovaina, Bélgica).

Para determinar los pardmetros histomorfomé-
tricos, se utiliz6 un micrémetro acoplado a una reti-
cula rectangular en el ocular del microscopio
(Olympus BX41, Olympus, Melville, Nueva Yersey,
EE.UU.)® Se determiné: el volumen trabecular
frente al volumen 6seo total (BV/TV); el grosor
medio trabecular (Tb.Th); el nimero de trabéculas
(Th.N); y la separacion trabecular (Th.S), segun los
criterios de la American Society for Bone and
Mineral Research®. Estos parimetros fueron evalua-
dos por 2 observadores de manera independiente.

Andlisis de expresion proteica por transferencia
wesltern

Para extraer la proteina total del fémur se procedio
a su homogenizacién mecinica en un mortero. Las
proteinas se extrajeron con tampon RIPA [50 mM
Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, Triton
X-100 al 1%, deoxicolato sédico al 1% y dodecilsul-
fato s6dico (SDS) al 0,1%)], suplementado con inhibi-
dores de proteasas (Protease inbibitor cocktail
P8340, Sigma-Aldrich) y de fosfatasas (Phosphatase
inhibitor cocktail Set 1I, Calbiochem, La Jolla,
California, EE.UU.). Tras incubacion durante 30
minutos a 4°C, las muestras se centrifugaron a 13.000
rpm durante 30 minutos, recogiendo los sobrena-
dantes. La medida de la concentracion de proteina
se realizd por el método del dcido bicinconinico
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, Illinois, EE.UU.),
utilizando una curva patron de seroalbimina bovina.
En los extractos proteicos se cuantificaron las prote-
inas carboniladas, mediante derivatizacion de los
grupos carbonilo con 2 4-dinitrofenilhidrazina (DNP-
hidrazina) utilizando el ensayo comercial OxyBlot
protein oxidation detection kit (Millipore, Billerica,
Massachusetts, EE.UU.). La proteina DNP-hidrazona
estable obtenida se detecta por inmunotransferencia.
Para ello, las proteinas derivatizadas (20 png) se sepa-
raron por electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS al 12,5%, y posteriormente se transfirieron a
membranas de difluoruro de polivinidileno
(Schelider & Schuel, Keene, Nueva Hampshire,
EE.UU.), seguido de incubacion con un anticuerpo
primario policlonal anti-DNP y con un secundario
conjugado con peroxidasa de rdbano. Las bandas
resultantes se visualizaron por quimioluminiscencia
(ECL Western Blotting Delection Reagents; GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido).
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores especificos empleados para la amplificacion génica por PCR a tiempo real

Cebador Secuencia Sentido 5'-3' Secuencia Anti-sentido 5'-3'
Wnt3a GCACCACCGTCAGCAACAG GGGTGGCTTTGTCCAGAACA
Fz2 CCGTCTCTGGATCCTCACAT AGAAGCGCTCATTGCATACC
Lrp5 CAACGTGGACGTGTTTTATTCTTC CAGCGACTGGTGCTGTAGTCA
Lrp6 AGATCCATCAAGTGGGTTCATGTA GAAGCGACTTGAGCCATCCA
18s ATGCTCTTAGCTGAGGTGCCCG ATTCCTAGCTGCGGTATCCAGG

Para el andlisis de las proteinas procedentes de
los CMMOs, los extractos proteicos (20 ug) fueron
separados en gel de poliacrilamida-SDS al 8% con -
mercaptoetanol al 5%. A continuacion, las muestras
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Trans-
Blot® SD semi-dry transfer cell, Bio-Rad, California,
EE.UU.). Seguidamente, las membranas se bloquea-
ron con leche desnatada al 2,5% en un tampoén Tris-
salino (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM,
Tween-20 al 0,1%). Posteriormente, estas membranas
fueron incubadas en presencia del anticuerpo prima-
rio policlonal correspondiente a B-catenina ([dilucion
1:10000]; Abcam, Cambridge, Reino Unido) y de IgG
de cabra anti-conejo combinado con peroxidasa de
rabano [(dilucion 1:10000); Santa Cruz, California,
EE.UU.]. Como control de carga se analizo la expre-
sion de B-actina [(dilucion 1:500); Santa Cruz).

Analisis de la expresion génica por PCR cuan-
titativa a tiempo real (RT-PCR)

El ARN total se extrajo de los homogeneizados de
fémur (como se ha indicado anteriormente) con
Trizol (Invitrogen, Groningen, Holanda) a 4°C. La
retrotranscripcion del ARN obtenido a ADNc se llevo
a cabo a partir de 0,5 -1,5 ug de ARN con el ¢cDNA
High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, California, EEUU) en un ter-
mociclador Techgene (Bibby Scientific Ltd.,
Stafforshire, Reino Unido), siguiendo el siguiente pro-
tocolo secuencial: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a
37°C y 5 minutos a 85°C. La PCR a tiempo real se rea-
liz6 con: 1) cebadores especificos de raton para los
siguientes genes de la via canénica de Wnt*: Wni3a,
frizzled 2 (Fz2) y proteinas relacionadas con los
receptores de lipoproteinas de baja densidad 5y 6
(L1p5 y Lipo, respectivamente) (Tabla 1), y la mezcla
de reaccion SYBR Premix Ex-Taq green polimerasa
(Takara, Otsu, Japén); 2) sondas TagMan MGB
(Assay-by-Design™ System, Applied Biosystems) para
ciclina D1 (Cend1) y conexina 43 (Cx43), y una mez-
cla de reaccion con Premix Ex-Taq polimerasa
(Takara) en un termociclador ABI PRISM 7500
(Applied Biosystems). En paralelo, se amplifico el
ARN 78s ribosomal como gen normalizador®+'.

Las curvas de disociacion verificaron la obten-
cion de un tnico producto de amplificacion en el
caso del uso de cebadores especificos. Los niveles
de expresion en cada condicion experimental

relativos al control basal se calcularon como 2%
(AACt = ACt yiamiento-ACt pasa) cOmMo se ha descri-
to anteriormente”. Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado.

Estadistica

Los resultados se expresaron como media + error
estandar de la media (EEM). La comparacion entre
varios grupos se realizd mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. La comparacion
paramétrica entre dos grupos se realizo mediante la
prueba t de Student; mientras que en aquellas com-
paraciones no paramétricas se realizo la prueba de
Mann Whitney. Las diferencias con una p<0,05 fue-
ron consideradas significativas. Los andlisis se lleva-
ron a cabo con el programa informatico Graphpad
InStat (San Diego, California, EE.UU.).

Resultados

Acciones osteogénicas de la PTHrP en un mode-
lo de osteopenia asociada a DM1 en raton

Los ratones diabéticos por inyeccion de STZ mostra-
ron una disminucion significativa del peso corporal
respecto a los controles, que en parte se recuperd
por el tratamiento con ambos péptidos de la PTHrP
(Figura 1). En estos animales, la DM indujo una dis-
minucion de la DMO y CMO, asi como del porcen-
taje de grasa peridsea, predominantemente en los
huesos largos; alteraciones que fueron en parte por
ambos fragmentos de la PTHrP (Tabla 2).

Mediante histomorfometria realizada en las vér-
tebras (L1-L5), observamos que los ratones diabéti-
cos mostraban una disminucion del volumen trabe-
cular total (BV/TV), del grosor medio (Tb.Th) y del
numero de trabéculas (Tb.N.) y un incremento de
separacion trabecular (Th.S); parimetros que se nor-
malizaron tras el tratamiento con los péptidos de la
PTHrP (Tabla 3). La tinciéon de Von Kossa permitio
visualizar claramente estas alteraciones en el hueso
trabecular de las vértebras en cada uno de los gru-
pos experimentales estudiados (Figura 2).

En el fémur de los ratones diabéticos, analiza-
mos la expresion de genes implicados en la acti-
vacion de la via Wnt/p-catenina; observamos que
los niveles de ARNm del ligando Wnt#3a, del
receptor Fz2 y de los co-receptores Lip5 'y Lipo6,
asi como los de Cend1 (un gen diana final de esta
via) estaban disminuidos en estos ratones (Figura
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Tabla 2. Valores de masa 6sea y grasa peridsea en los huesos largos, columna vertebral y cuerpo total de ratones
controles y diabéticos, con y sin tratamiento PTHrP (1-36) o PTHtP (107-139)

Control Diabético DM+PTHrP DM+PTHrP
(bM) (1-36) (107-139)
Fémur DMO 0,123£0,001 0,103+0,0009** 0,106+0,001 0,119£0,001##
CMO 0,04620,001 0,041£0,0005** | 0,042+0,0007 0,047+0,001#
%Grasa 19,45+2,376 11,56+0,409** 17,76+0,248#%# 13,34+0,441#
Tibia DMO 0,084+0,002 0,0760,0004** 0,086+0,002# 0,086+0,002##
CMO 0,04620,001 0,042+0,0007* 0,045+0,001# | 0,046£0,0004##
%Grasa 18,94+0,909 14,98+0,485%* 16,78+0,171## 18,64+0,930##
Columna DMO 0,077+0,003 0,074+0,001 0,074+0,0009 0,076+0,0007
CMO 0,092+0,006 0,057+0,011* 0,089+0,001# 0,094+0,003#
%Grasa 18,78+1,084 11,06+0,175 10,4+0,175# 11,21+0,606
Cuerpo total DMO 0,064+0,001 0,056+0,001** 0,067+0,001## 0,067+0,002##
CMO 0,901+0,029 0,86420,017 0,892+0,019 0,892+0,001
%Grasa 18,78+1,084 12,82+0,582%* 13,56+0,597 12,92+2,143

DMO (g/cm?®); CMO (g). Los valores son la media +
#p<0,05; ##p<0,01 vs. DM.

3A). Ademids, en los osteoprogenitores de la
médula 6sea (CMMOs) de los huesos largos
encontramos una menor expresion proteica de f3-
catenina (Figura 3B). Estos efectos deletéreos de la
situacion diabética sobre efectores de la via
Wnt/B-catenina fueron compensados por la admi-
nistracion de PTHrP in vivo (sobre todo por el
fragmento N-terminal) e in vitro (Figuras 3A y 3B).

Dado que la DM se asocia a un incremento de
estrés oxidativo, analizamos la produccion de pro-
teinas oxidadas en el fémur de los ratones diabé-
ticos®. Estos animales presentaban un aumento de
proteinas oxidadas respecto a los controles, que
mostré una tendencia a la normalizacion tras el
tratamiento con PTHrP (1-36), pero no con PTHrP
(107-139) (Figura 30).

Alteraciones de la masa y la estructura 6seas
asociadas al déficit de IGF-I en ratéon y su
modulaciéon por la PTHrP

Los ratones Igf1-nulos mostraron una disminucion
significativa de la DMO y CMO respecto a los rato-
nes control en el cuerpo total, fémur y columna
(L1-L5) (Figura 4A). Al final del periodo de estu-
dio (dia 14), los ratones Igf7-nulos mostraron
menos ganancia de masa 6sea en el cuerpo total,
pero mayor en fémur y en columna, respecto a la
de los controles (Figura 4B). El tratamiento con
ambos péptidos de la PTHrP produjo un aumento
significativo de masa Osea en el cuerpo total y en

EEM de 5 ratones/grupo. *p<0,05; **p<0,01 vs. control;

el fémur de los ratones Igfl-nulos (Figura 4B).
Mediante analisis histomorfométrico, se observo
una alteracion general en los parametros estructu-
rales evaluados en las vértebras L1-L5 de los rato-
nes [gf1-nulos respecto a los controles. El trata-
miento con los péptidos de la PTHrP normalizé el
BV/TV y el Tb.Th. en estos animales (Tabla 4).

En los ratones Igf1-nulos, encontramos en el
fémur una disminucién de un gen inicial y otro
final, claves en la actividad de la via candnica de
Wnt, Wnit3a, y Cx43, que resultdé parcialmente
compensada por el tratamiento con los péptidos
de la PTHrP (Figura 5A).

Ademas, quisimos comprobar si la PTHrP podria
ejercer acciones osteogénicas auténomas a nivel
celular en ausencia de IGF-I. Para ello, utilizamos
cultivos de CMMOs provenientes de ratones contro-
les e Igf1-nulos, tratados in vitro con ambos pépti-
dos de la PTHrP. Estos cultivos a partir de ratones
Igf1-nulos mostraron una menor capacidad de
mineralizacién en comparacion con la de los rato-
nes control, que no se afecto por el tratamiento con
ambos péptidos de la PTHrP (Figura 5B).

Discusion

Efectos osteogénicos de la PTHrP en un modelo
murino de DM1 inducido por STZ

En el presente estudio observamos una pérdida de
peso en los ratones diabéticos, debida posible-
mente a la accion lipolitica y a la pérdida muscu-
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Parametro Control Diabético (DM) DM(;_I;;‘)HrP Dg();}?;;?’
BV/TV (%) 36,93%1,64 22,21%1,6* 37,19+2,76## 37,43+3,7#%
Tb.Th. (pm) 85,49£4,53 59,9142,24* 83,93+4,81## 88,24+2,91##
Tb. N. (mm™) 2,26+0,09 1,77£0,09* 2,3220,07## 2,30£0,15#
Tb. S. (upm) 146,93+9,71 225,97+12,07* 130,12+1,45## 130,52+12,49#

BV/TV: volumen trabecular total; Tb.Th.: grosor medio de las trabéculas; Tb.N.: nimero de trabéculas; Tb.S.:
separacion trabecular. Los valores corresponden a la media £+ EEM de 5 ratones/grupo *p<0,05, **p<0,01 vs.

control; #p<0,05, ##p<0,01 vs. DM.

Figura 2. Alteraciones del hueso trabecular en las
vértebras (L1-L5) en ratones diabéticos, con o sin tra-
tamiento con los péptidos de la PTHrP. Se muestran
imagenes representativas obtenidas mediante micros-
copia Optica (4x) de cortes histolégicos de vértebras
de ratones control (Co) o diabéticos (DM), tratados o
no con PTHrP Nt (Nt) o C-terminal (Ct), tras su inclu-
sion en metacrilato y tincion de Von Kossa, mostran-
do la estructura trabecular

lar inducida por la droga STZ*¥. Utilizando DXA,
corroboramos este hallazgo con el descenso
observado en el porcentaje de grasa peridésea en
el cuerpo total y los huesos largos de los ratones
diabéticos. En dichas localizaciones observamos,
ademas, una disminucién de masa Osea a las 4
semanas de la instauracion de la DM. El tratamien-
to con los péptidos de la PTHrP compensé esta
osteopenia, de acuerdo a observaciones previas
en este modelo de DM1 tras la administracion de
andlogos de PTH y PTHrpP»2:3%,

El andlisis histomorfométrico de las vértebras L1-
L5 mostré una disminucion del BV/TV y de otros
pardmetros trabeculares (Tb.Th., Tb.N y Tb.S) en los
ratones diabéticos, en consonancia con observacio-
nes en otro modelo de DM1 inducida por STZ en
raton®. Por otra parte, datos recientes de un andlisis
histomorfométrico en biopsias procedentes de cres-
ta iliaca de pacientes con DM1 no registraron altera-
ciones significativas en la estructura trabecular res-
pecto al grupo control sano, aunque si una tenden-
cia coherente con los resultados obtenidos en las
vértebras de los ratones diabéticos en nuestro estu-
dio". Sin embargo, es interesante sefalar que en
estos pacientes diabéticos, las muestras fueron obte-
nidas antes de la aparicion de complicaciones aso-
ciadas a la DM. Nuestros resultados demuestran la
capacidad de los péptidos de la PTHrP para atenuar
las alteraciones de la estructura trabecular vertebral
producidas por la DM en el ratén, confirmando
hallazgos previos®#4,

Datos recientes de nuestro grupo han mostra-
do alteraciones de la via Wnt/B-catenina en el
hueso de ratones con DM1 inducida por STZ, aso-
ciadas a una disminucion de esclerostina corres-
pondiente a una mayor tasa de apoptosis osteoci-
tica en la tibia de estos ratones*. Por otra parte, se
ha encontrado una sobreexpresion de Sost y Dkk1
(inhibidores de la via Wnt candnica) en la tibia de
ratas diabéticas®. En humanos, se han encontrado
altos niveles de esclerostina y una disminucion de
p-catenina en el suero de pacientes con DM2%,
Los resultados del presente trabajo demuestran
una alteracion en la expresion de genes candnicos
de las etapas iniciales de la via Wnt en el hueso
murino diabético, en contraste con lo observado
en la rata diabética®. Asi pues, las alteraciones en
los componentes de la via Wnt en situacion diabé-
tica parece compleja y dependiente de la especie.

El estado hiperglucémico asociado a la DM1 con-
diciona un aumento de las especies reactivas del oxi-
geno (ROS), que producen aumento de la carbonila-
cion proteica®®. El aumento observado de proteinas
carboniladas en el fémur de los ratones diabéticos se
redujo en los tratados con el fragmento N-terminal de
la PTHrP. En este sentido, se ha descrito la capacidad
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Tabla 4. Alteraciones de parametros histomorfométricos en las vértebras L1-L5 de ratones Igf7-nulos, tratados

o no con PTHrP

Parametro Control Igfi-nulo IgfI-nulo+Nt IgfI-nulo+Ost
BV/TV (%) 26,1+1,5 16,5+0,9"* 22,643 3% 22,85+0,2%
Tb. Th (um) 54,542 45,9+1,8% 65,423 ## 52,5+2,5#
Tb. Sp (um) 156+0,8 214,7£19,3* 230,6+27,9%* 213,249, 24**
Tb. N (1/mm) 4,7+0,1 3,7+0,2%* 3,4%0,3" 3,6+0,23**

BV/TV: volumen trabecular 6seo/volumen total; Tb. Th: espesor trabecular; Th.N: nimero de trabéculas; Tb.
Sp: separacion trabecular. Nt, PTHrP (1-36); Ost, osteostatina. Los valores son la media + EEM de 6
ratones/grupo. **p<0,01 vs. control; #p<0,05; ##p<0.01 vs. IgfI-nulo.

de la PTH para disminuir la produc-
cion de ROS en CMMOs del fémur de
ratones viejos™. El exceso de ROS en el
hueso diabético afecta a la osteoblasto-
génesis -derivando la diferenciacion de
las CMMOs a adipogénesis-7# y a la
funcion osteoblastica -disminuyendo la
expresion de Runx2, FA y Collo-* y
también activando la transcripcion de
FoxO, el cual antagoniza la senaliza-
cion de Wnt candnica®. Asi, encontra-
mos una disminucion de -catenina en
los cultivos de CMMOs provenientes
de los huesos largos de los ratones dia-
béticos. A este respecto, en un mode-
lo de ratén diabético no obeso (similar
al modelo de DM1 por STZ) se ha
observado una supresion de la via
PIBK/AKT en células osteoprogenito-
ras que podria contribuir a la desestabi-
lizacion de la B-catenina en estas célu-
las’. En humanos, se ha caracterizado
una mutacion en el gen Sirt1 directa-
mente relacionada con el desarrollo de
DM1*, que resulta de interés, ya que la
proteina SIRT1 promueve la transloca-

cién al nicleo de la B-catenina en célu- Wnt3a  Fz2 Lip5  Lip6  Cendl
las osteoprogenitoras®.

Nuestros hallazgos demuestran que Relacion
la PTHrP (predominantemente su frag- B-catenina/B-actina 1 04 0.8 1,1

mento N-terminal) es capaz de contra-
rrestar, al menos en parte, el estrés oxi-
dativo y las alteraciones de distintos
componentes activadores de la via Wnt
como parte de sus acciones osteogéni-
cas en el hueso diabético.

Efectos osteogénicos de la PTHrP
(1-36) y la osteostatina en un mode-
lo murino deficiente en IGF-I

El sistema IGF juega un papel deter-
minante en la regulacion del creci-
miento somatico. Se ha sugerido que
una disminuciéon en la produccion
y/o en la actividad de IGF-I podria
contribuir a la pérdida de masa 6sea

Figura 3. Efecto de la PTHrP sobre la via Wnt/p-catenina en los hue-
sos largos de ratones diabéticos. (A) Cambios en la expresion de
genes relacionados con la via Wnt canénica (analizada por PCR a
tiempo real) en el fémur de los ratones control (Co) y diabéticos
(DM), tratados o no con el fragmento N-terminal (Nt) o C-terminal
(Co) de la PTHrP. (B) Autorradiografia representativa de los cambios
en la expresion de p-catenina en CMMOs extraidas del fémur y la tibia
de estos ratones, cultivadas durante 14 dias en medio osteogénico, en
presencia o no de cada uno de los péptidos de la PTHrP (100 nM).
Se muestran las intensidades medias relativas de la senal de B-cateni-
na normalizadas a la de B-actina para cada condicion experimental
referidas al control en un experimento representativo. (C) Efecto de
la PTHrP sobre la oxidacion de proteinas en ratones diabéticos.
Medida de las proteinas carboniladas en el fémur de ratones control
y diabéticos, tratados o no con los péptidos de la PTHrP. Los resulta-
dos en A y C corresponden a la media + EEM de los valores obteni-
dos en 5 ratones de cada condicion experimental. *p<0,05, **p<0,01
vs. Co; #p<0,05, ##p<0,01 vs. DM
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Figura 4. Caracterizacion de los cambios en la masa 6sea de rato-
nes [gf71-nulos, tratados o no con PTHrP. (A) Valores de DMO vy
CMO de ratones control (Co) e [gf1-nulos al comienzo del estudio
(dia 0) en cuerpo total, fémur y columna. (B) Incrementos (A) en
% de los valores de DMO y CMO desde el comienzo (dia 0) hasta
la finalizacion del estudio (dia 14) para cada uno de los genotipos,
y efecto del tratamiento con la PTHrP N-terminal (Nt) o con osteos-
tatina (Ost) (o vehiculo, V). Los valores corresponden a las medias
+ EEM de 6 ratones para cada condicion experimental. **p<0,01 vs.
Co (A); *p<0,05 vs. V-control; #p<0,05; ##p<0,01 vs. V-Igfl-nulo (B)
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nes con deficiencia del IGF-I provenien-
te de la sintesis hepatica®. La baja activi-
dad resortiva asociada a la deficiencia
del IGF-I podria facilitar la manifesta-
cion de una accion anabdlica de la
PTHrP a nivel trabecular'®®. De hecho,
se han descrito efectos anabdlicos de
ambos fragmentos N- y C-terminal de la
PTH1P en el hueso trabecular del fémur
en el modelo de raton diabético por
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STZ, con bajo remodelado 6seo®.

Observamos cambios significativos
en varios componentes de la via Wnt
canoénica compatibles con las alteracio-
nes en el remodelado 6seo en los rato-
nes deficientes en IGF-I. Datos previos
en ratones con déficit de IGF-I en oste-
ocitos muestran una marcada deficien-
cia en el desarrollo 6seo y en la res-
puesta a la estimulacion mecanica, aso-
ciadas a una activacion deficitaria de la
via Wnt*®, En nuestro estudio, encon-
tramos que la administracion de PTHrP
(1-36) u osteostatina corrige en parte las
alteraciones observadas en la via Wnt
canénica en los ratones deficientes en
IGF-1. En este sentido, como demues-
tran nuestros datos, tanto la PTHrP (1-
36) como el fragmento C-terminal nati-
vo PTHrP (107-139) actian sobre esta
via metabolica en ratones diabéticos
por STZZS‘Z(’AZ.

Por otra parte, encontramos que
las CMMOs de los ratones con déficit
de IGF-I mostraron una menor capaci-
dad osteogénica que los ratones con-
trol. Un resultado similar se obtuvo en
ratones con déficit de Igf1r en osteo-
blastos maduros®®, Ademas, estas
CMMOs mostraron una falta de res-
puesta a la PTHrP in vitro, indicando
que el IGF-I es esencial para la accion
de la PTHrP sobre estas células osteo-

asociada a la edad*. Sin embargo, también se ha
especulado que esta disminucion determinaria un
menor remodelado 6seo y asi preservar la solidez
de los huesos largos en esta situacion®. El IGF-1
aumenta la formacion 6sea periostal, pero sus efec-
tos en el hueso trabecular son variables'®**. Las
diferencias observadas en el esqueleto de los rato-
nes deficientes en IGF-I podrian ser consecuencia
del efecto dual de este factor en la osteoblastogéne-
sis y la osteoclastogénesis y su impacto relativo
segun la localizacion 6sea.

En el presente trabajo, hemos utilizado un mode-
lo de ratén con deficiencia en la expresion de [gf7
que muestra alteraciones significativas en la masa y la
estructura Osea trabecular de las vértebras, compen-
sadas en parte por ambos péptidos de la PTHrP.
Resulta de interés mencionar los efectos anabolicos
de la PTH observados en el hueso trabecular de rato-

progenitoras.

Estos hallazgos, en conjunto,
demuestran que la PTHrP, predomi-
nantemente a través de su dominio N-terminal, es
capaz de modular la via de Wnt canoénica en rela-
cion a sus acciones osteogénicas en situacion dia-
bética. Ademas, un sistema funcional de IGF es
necesario para al menos parte de las acciones
osteogénicas de la PTHrP (1-36) y de la osteosta-
tina en el esqueleto murino.
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Figura 5. (A) Cambios de factores relacionados con la via Wnt
candnica en ratones IgfI-nulos, tratados o no con PTHtP.
Expresion génica (evaluada por PCR a tiempo real) de Wnit3a y
Cx43 en el fémur de estos ratones, y efecto del tratamiento con
PTHrP (1-36) (ND) u osteostatina (Ost) (o vehiculo, V). Los valo-
res representan las medias + EEM de 6 ratones/grupo. *p<0,05 vs.
V; #p<0,05; ##p<0,01 vs. V-Igf1-nulo. (B) Alteracion en la capaci-
dad mineralizante de CMMOs de ratones Igf7-nulos. Las CMMOs
de 2 ratones Co 6 5 ratones gf7-nulos fueron cultivadas durante
16 dias, con o sin (vehiculo salino, V) PTHrP (1-36) (Nt) u oste-
ostatina (Ost) (100 nM). La mineralizacién se evalué mediante
tincion con rojo alizarina S (se muestran imagenes representati-
vas). Los valores representan las medias + EEM de 7 pocillos de

cultivo por condicion experimental. **p<0,01 vs. V-control
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Resumen

Las funciones clasicas del hueso son el mantenimiento de la homeostasis fosfo-cilcica, la reparacion de
los danos asi como un efecto estructural que permite la locomocion y protege los 6rganos vitales. Los
recientes descubrimientos de las nuevas funciones del hueso en la regulacion del metabolismo energéti-
co sugieren que el hueso puede ser un 6rgano endocrino.

En la Gltima década, en diferentes estudios genéticos y moleculares realizados en ratones, han determi-
nado que la osteocalcina aumenta la secrecion de insulina y la sensibilidad a ésta, a través de la eleva-
cion de la secrecion de adiponectina, estimula la proliferacion y el mejor funcionamiento de las células
beta, promueve la reduccion de masa grasa y el incremento del consumo de energia.

Estos hallazgos demuestran la existencia de una regulacion reciproca entre el hueso y el metabolismo
energético, mediada por la osteocalcina. El reconocimiento del papel metabdlico de la osteocalcina, supo-
ne un descubrimiento importante en el campo de la Osteologia y la Endocrinologia posibilitando nuevas
terapias en la prevencion y tratamiento de enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus, la sar-
copenia, la obesidad y la osteoporosis.

Palabras clave: osteocalcina, hueso, drgano endocrino, metabolismo energético, insulina, diabetes mellitus, obesidad.
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Endocrine regulation of energy metabolism by bone

Summary

The classical functions of bone are the maintenance of phosphorus-calcium homeostasis, damage repair, as
well its structural function which allows locomotion and protects the vital organs. The recent discovery of new
functions for bone in the regulation of energy metabolism suggest that bone may be an endocrine organ.

In the last decade, different genetic and molecular studies carried out in mice have determined that oste-
ocalcin increases the secretion of insulin, and sensitivity to it, by increasing the secretion of adiponectin,
stimulates the proliferation and the better functioning of the beta cells, promotes the reduction of fatty
mass and an increase in the consumption of energy.

These findings demonstrate the existence of a reciprocal regulation between bone and energy metabolism,
mediated by osteocalcin. The recognition of the metabolic role of osteocalcin is a significant discovery in
the field of osteology and endocrinology, bringing the possibility of new therapies in the treatment and

prevention of metabolic diseases such as diabetes mellitus, sarcopenia, obesity and osteoporosis.

Key words: osteocalcin, bone, endocrine organ, energy metabolism, insulin, diabetes mellitus, obesity.

Introduccion

Las funciones clasicas del hueso son el manteni-
miento de la homeostasis fosfocilcica, la repara-
cion de los danos acaecidos, asi como un efecto
estructural que permite la locomocion y protege
los 6rganos vitales'. El hueso es un tejido dindmi-
€O que esta en constante cambio a través del remo-
delado 6seo, y que requiere de una gran cantidad
de energia para la realizacion de dicho proceso’.

La osteoporosis es la enfermedad por altera-
cion del remodelado 6seo mas frecuente, y se
relaciona con un aumento de la resorcion dsea o
un descenso de su formacion. La observacion cli-
nica de que la osteoporosis se produce como con-
secuencia de un fallo gonadal y que el sobrepeso
protege frente al desarrollo de la osteoporosis,
sugiere la hipétesis de que el apetito o la masa
corporal, la reproduccion y la masa 6sea pueden
tener un mecanismo de regulacién hormonal
comun. Esta conjetura y los recientes descubri-
mientos de las nuevas funciones del hueso en la
regulacion del metabolismo energético, proponen
que el hueso puede ser un 6rgano endocrino?.

En las dltimas décadas, numerosos ensayos cli-
nicos han demostrado que la leptina, hormona
derivada del adipocito, regula el apetito y ejerce
un efecto antagénico bimodal sobre el remodela-
do 6seo. Para ello utiliza dos vias hipotalamicas
diferentes, el sistema nervioso simpatico (SNS) y el
sistema transcrito regulado por cocaina y anfeta-
mina (CART), que actian directamente sobre los
osteoblastos?.

Lee y cols., en diferentes estudios genéticos y
moleculares realizados en ratones, han determina-
do que la osteocalcina aumenta la secrecion de
insulina y su sensibilidad al elevar la secrecion de
adiponectina; y que también estimula la prolifera-
cion y el funcionamiento de las células beta, a la
vez que promueve la reduccion de masa grasa y
el incremento del consumo de energia’. Estos
hallazgos demuestran la existencia de una regula-
cion entre el hueso y el metabolismo energético,
mediada por la osteocalcina (OC).

En algunos estudios anteriores realizados en
humanos se habian detectado diferentes marcado-
res de masa 6sea baja en pacientes diabéticos, entre
los que se encontraba la OC, pero hasta hace muy
poco, no se habian realizado en éstos investigacio-
nes para determinar sus funciones metabdlicas.
Recientemente, se ha encontrado en adultos una
asociacion entre la concentraciéon de OC con marca-
dores de sindrome metabdlico y obesidad, confir-
mando la existencia de una relacion inversa entre la
OC y la masa grasa y los niveles de glucosa’.

Esta relacion reciproca entre el hueso y el meta-
bolismo energético, a través del reciente reconoci-
miento del papel metabdlico de la OC, supone un
descubrimiento importante en el campo de la
Osteologia y la Endocrinologia, posibilitando nue-
vas terapias en la prevencion y tratamiento de
enfermedades metabdlicas como la diabetes melli-
tus, la sarcopenia, la obesidad y la osteoporosis.

El hueso es un érgano endocrino

El 6rgano endocrino se puede definir como aquel
capaz de regular el desarrollo, integrar la funcion
de diversos 6rganos y tejidos y coordinar los pro-
cesos metabolicos del organismo mediante la sin-
tesis y liberacion de hormonas secretadas a la cir-
culacion. Estas funciones reguladoras se realizan
mediante mecanismos de feedback o retroalimen-
tacion, donde la propia concentracion de la hor-
mona indica la necesidad de aumentar o disminuir
su produccion. Esta regulacion es una caracteristi-
ca fundamental de los 6rganos endocrinos.

El remodelado 6seo es un proceso bifasico que se
realiza de forma secuencial y de manera equilibrada.
Consiste en la destruccion o resorcion seguido de la
formacion de matriz 6sea nueva’®. Este proceso per-
mite mantener la masa Osea de forma constante
durante la edad adulta, y es esencial para el mante-
nimiento de la arquitectura 6sea segun las necesida-
des mecanicas, la reparacion de danos producidos en
el gjercicio diario y el mantenimiento de la homeos-
tasis del metabolismo fosfocilcico, de manera que el
remodelado se constituye como una verdadera fun-



cion homeostatica™. Gran parte de las funciones
homeostiticas son controladas por el hipotalamo,
como el apetito o la reproduccion. No es de extranar
que el remodelado pudiera estar, al menos parcial-
mente, controlado por un mecanismo central’.

El remodelado 6seo requiere de un gran y con-
tinuo suplemento de energia para las células 6seas'.
Para cubrir este gran coste energético, debe existir
una corregulacion entre el metabolismo energético
y el hueso. En otras palabras, el remodelado 6seo
puede jugar un papel importante en como la glu-
cosa y la energia son manejadas por el cuerpo’.

Estos dos aspectos biol6gicos (el estableci-
miento del remodelado 6seo como funciéon home-
ostatica y su regulacion central) junto con su par-
ticipacion en la regulacion de la energia y la glu-
cosa, sugieren la hipotesis de que existe una coor-
dinacion regulada entre el remodelado 6seo y el
metabolismo energético, probablemente a través
de un mecanismo central®’.

En la identificacion de hormonas que pudieran
regular la formacion del hueso, partimos de dos
hechos clinicos fundamentales. Primero, la osteo-
porosis se origina por un fallo gonadal®; y, segun-
do, el sobrepeso parece que protege frente a la
osteoporosis'™. Estas dos observaciones sugieren
la existencia de un mecanismo de regulacion
comun entre el apetito, la reproduccion y la masa
Osea. Al intentar determinar la hormona u hormo-
nas reguladoras, se observé que la leptina es la
Unica que influye de forma significativa en ambas
funciones.

Se han establecido diferentes fases en la regu-
lacion central del remodelado 6seo. El proceso
comienza con la emisién de senales aferentes
desde los adipocitos al hipotalamo, donde la lep-
tina tiene un papel importante. Continda con una
fase neural compleja hipotaldmica en la que parti-
cipan numerosos neuropéptidos, y desde donde
parten senales eferentes hacia los receptores 2
adrenérgicos en los osteoblastos. Como conse-
cuencia se producen cambios en factores de trans-
cripcion y genes clock que afectan a la osteoblas-
togénesis. La dltima fase representa la regulacion
Osea de los adipocitos, probablemente a través de
la liberacion de OC. Los adipocitos podrian regu-
lar, a su vez, la proliferacion y diferenciacion de
los osteoblastos' (Figura 1).

Osteocalcina (OC)

El hueso y el metabolismo energético parecen
tener una regulacion cruzada por un componente
central que es la grasa. Para validar esta hipétesis,
se necesita un mediador que, originado en el
hueso, pueda regular el metabolismo energético.
Este mediador es la OC.

La estrategia para demostrar esta teoria requie-
re identificar genes especificos de los osteoblastos,
para generar ratones con deleciones y estudiar los
fenotipos metabdlicos”. Lee y cols., en diferentes
experimentos in vitro, confirmaron que los osteo-
blastos secretaban alguna sustancia que afectaba a
las células pancredticas y a los adipocitos, y pare-
cia regular el metabolismo de la glucosa’. El co-
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cultivo de osteoblastos de ratones salvajes con
islotes pancreaticos aumentaba hasta el 500% la
expresion del gen de insulina y de los marcadores
de progresion del ciclo celular en los islotes.
Karsenty y cols. fueron los primeros en proponer,
en 2000, que existia una regulaciéon endocrina del
metabolismo energético, a través del esqueleto'.

La observacion de que el raton deficiente en
una proteina especifica del linaje osteoblastico, la
OC, (OC-/-), exhibia una cantidad anormal de
grasa visceral, llevo a la hipdtesis de que esa era
la hormona secretada por los osteoblastos que
afectaba al metabolismo de la glucosa'.

La OC es una de las pocas proteinas especificas
osteoblasticas que tiene numerosos rasgos de hor-
mona. Es una molécula de bajo peso molecular
(5.700 Da), producida por los osteoblastos'. Esta
presente en todos los vertebrados, y se considera un
marcador de diferenciacion para osteoblastos madu-
ros. Es secretada a la circulacion y desde su identi-
ficacion, hace 30 anos, se ha considerado el mayor
constituyente de la matriz extracelular, donde se
une a la hidroxiapatita, a través de tres residuos
gamma-carboxilados, denominados residuos Gla.
Esta carboxilacion ofrece una oportunidad de regu-
lacion'. Sorprendentemente, aunque es la proteina
no colagena mas abundante (15% en el hueso), no
esta involucrada en la formacion dsea”.

Los ratones sin OC tenian niveles altos de glu-
cosa, niveles bajos de insulina y una disminucién
en la secrecién de insulina estimulada por la glu-
cosa, en comparacion con los de genotipo salva-
jet*2 (Figura 2). En el pancreas, el tamano de los
islotes, la masa de las células beta y el contenido
de insulina estaba descendido. Ademas, estaba
aumentada la masa grasa, el nimero de adipocitos
y los niveles de triglicéridos. La expresion de adi-
ponectina y de sus dianas moleculares estaban
reducidas, y la infusién subcutanea de OC recom-
binante en los ratones salvajes producia un
aumento de la insulina y su sensibilidad, y mejo-
raba la expresion de los genes de insulina‘.

Posteriormente, se obtuvieron ratones que pre-
sentaban una ausencia de genes que se expresan
preferentemente en los osteoblastos. El primer gen
fue Esp, que codifica el receptor de proteina tirosi-
na fosfatasa (OST-PTP) presente en células madre,
células de Sertoli y osteoblastos, y que no se expre-
san en las cé€lulas beta del pancreas o el tejido adi-
poso**®. Los ratones sin Esp (Esp-/-) tenian las célu-
las pancredticas mas grandes y numerosas que los
ratones salvajes, proliferando entre un 60% y un
300% en ratones desde 5 dias hasta un mes de edad.
El aumento de los niveles de insulina y de la sensi-
bilidad insulinica eran debidos a la captacion de
glucosa en el misculo, grasa marron, grasa blanca e
higado, y al aumento de la adiponectina (Ia tGnica
adipoquina afectada que estaba elevada el doble en
estos ratones), asi como al incremento en la expre-
sion de otros genes diana de la adiponectina, que
estaban aumentados tres veces, como el gen de
Acyl-CoA oxidasa, el gen del receptor activador de
la proliferacion del peroxisoma alfa (PPAR alfa) y el
de la proteina desacoplante 2 (UCP 2). Por el con-
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Figura 1. Esquema de regulacién central del remodelado 6seo.

Adaptado de Rosen™

El hecho de que los ratones sin OC
tenga un fenotipo contrario a los rato-

Proceso hipotalamico

Hipotidlamo
Senal
aferente

FASE

Osteocalcina

A
)

= B . ceieimie e >
Tejido Control 6seo de energia:
adiposo FASE IV

Senal eferente

Remodelado 6seo

nes sin Esp, sugiere que los dos genes
estin en la misma via, aunque no
interaccionan fisicamente (Tabla 1).
Lee reporté que el 90% de la OC esta-
ba unida a la hidroxiapatita, mientras
que en los ratones sin Esp sélo lo esta-
ba el 74%. Este hecho hizo que se
planteara la posibilidad de que la OST-
PTP, regulada por el gen Esp, estuvie-
ra de algin modo envuelta en la
gamma-carboxilacion de la OC*.

La OC es secretada por los osteo-

7 blastos siguiendo numerosas modifica-

ciones postraslacionales. Estas modifica-
ciones incluyen la escision de un pre-
propéptido y la gamma-carboxilacion,
dependiente de vitamina K, de los tres
residuos glutimicos en residuos Gla*.

Figura 2. Fisiologia integradora: via metabdlica novel de la oste-

ocalcina. Adaptado de Kim y cols.”
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los cristales de hidroxiapatita, que for-
man el 70% de los huesos*.

Hay una alta proporcion de OC no
carboxilada en la circulacion, mientras
que la mayor proporcion de OC carbo-
xilada se encuentra en la matriz 6sea; sin
embargo, no todos los residuos de los
tres acidos glutamicos son completa-
mente carboxilados e incorporados a los
cristales, y el grado de carboxilacion
varia®. La vitamina K es un cofactor para
la enzima glutamato carboxilasa que se
requiere para la carboxilacion de las
proteinas que contienen Gla en la casca-
da de la coagulacion y para la carboxila-
cion de la OC. La carboxilacion o la

trario, estos genes que codifican enzimas insulino-
sensibilizantes, asi como la adiponectina y la insuli-
na, estaban disminuidos en los ratones sin OC". En
el raton sin Esp se observo un aumento de hasta tres
veces del area mitocondrial y de proteinas asociadas
con la biogénesis. A pesar de que la insulina es una
hormona lipogénica, estos ratones eran mas delga-
dos por un aumento en el gasto energético, que se
evidencié por una elevacion en la expresion de
PGC1- alfa y de la proteina desacoplante 1 (UCP 1)
sin que se afectase el apetito. El descenso de la
masa grasa se restringié a la grasa visceral, y los
niveles de triglicéridos eran menores.

Para confirmar que la delecion de Esp protegia
frente al desarrollo de sintomas diabéticos, se hicie-
ron estudios en ratones a los que se les produjo
hiperfagia por lesiones estructurales hipotalamicas, se
destruyeron células beta pancredticas o se les alimen-
t6 con dieta grasa. En los ratones sin Esp, se compro-
b6 una menor ganancia de peso y no desarrollaron
intolerancia a la glucosa o insulino-resistencia®.

ausencia de ésta hace a la OC suscepti-
ble de liberarse de los osteoblastos a la
circulacion. En experimentos i vitro
realizados en islotes aislados y en adipocitos prima-
rios, se revel6 que la forma carboxilada es inactiva y
la no carboxilada es la forma activa**.

Tal y como hemos comentado previamente, los
ratones (Esp-/-) y los ratones tratados con OC no
carboxilada resultaban en un fenotipo protector,
opuesto al modelo (OC-/-). Alternativamente, la
sobreexpresion de OST-PTP originaba un fenotipo
idéntico a los ratones (OC-/-)**.

Los cambios metabdlicos en ratones con delecion
del receptor de insulina en los osteoblastos proporcio-
na la evidencia del vinculo de accién de la insulina en
el remodelado 6seo y la homeostasis de la glucosa.

La sefalizacion de insulina en los osteoblastos
inhibe la carboxilacion, por lo que es un regula-
dor positivo de la actividad metabolica. OST-PTP
inhibe la senalizacion de insulina, de manera que
el fenotipo metabdlico de ratones sin Esp es
secundario a un aumento en la senalizacion de
insulina en los osteoblastos y al aumento secunda-
rio de OC no carboxilada®.
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Tabla 1. Caracteristicas de los ratones (Esp-/-) y (OC-/-). Adaptada de Wah?

Esp-/-

OC-/-

¢ Muerte neonatal por hipoglucemia e hiperinsulinemia
o Aumento de la sensibilidad insulinica

e Aumento de la secrecion de insulina

e Aumento de las células beta y drea pancredtica

e Aumento de adiponectina

¢ Aumento del gasto energético

¢ Reduccion del peso corporal y del acimulo de grasa
¢ Niveles bajos de triglicéridos y acidos grasos libres

¢ Aumento significativo de OC no carboxilada

o Hiperglucemia

e Descenso de la sensibilidad insulinica

e Descenso de la secrecion de insulina

e Descenso de las células beta y area pancreatica
e Descenso de adiponectina

e Descenso del gasto energético

« Anormalmente gordo

o Aumento de triglicértidos

e OC no se expresa

La insulina promueve la habilidad de los osteo-
blastos de mejorar la resorciéon 6sea. Desciende, a
través de FoxOl, la expresion de OPG vy esto pro-
mueve la resorcion 6sea y, en particular, la expre-
sion de Tcigr 1 que codifica una bomba de subu-
nidad de protéon que contribuye a la acidificacion
de la matriz 6sea extracelular®’. El pH acido en
torno a 4,5 generado durante la resorcion Osea es
suficiente para decarboxilar y activar las moléculas
de OC (Gla-OCN) almacenadas en la matriz Osea
extracelular. Se llega a producir la suficiente canti-
dad de OC no carboxilada como para inducir la
expresion de cé€lulas beta y estimular la expresion
de insulina en ellas, al igual que con el tratamien-
to con OC recombinante®. Esto revela un mecanis-
mo pH-dependiente de activacion para esta hor-
mona, e identifica la senalizacion de insulina en los
osteoblastos como un vinculo critico entre el remo-
delado 6seo y el metabolismo energético®*.

Son muy importantes los datos obtenidos en
numerosos estudios en humanos acerca de la rela-
cion de la OC con la homeostasis de la glucosa y
el metabolismo energético y, por otro lado, con el
metabolismo 6seo. En el primer campo, los hallaz-
gos son muy interesantes. Los modelos de ratones
muestran a la OC como una hormona reguladora
positiva de la produccién de insulina y de la sen-
sibilidad insulinica. Niveles bajos de OC se aso-
cian a diabetes mellitus, intolerancia a glucosa e
insulino-resistencia. Estudios adicionales han
determinado que niveles bajos de OC empeoran
la hemoglobina glicosilada (HbA1c), la insulina en
ayunas y la insulino-resistencia mediante el mode-
lo homeostatico de evaluacion (HOMA), indepen-
dientemente de la presencia de diabetes melli-
tus®¥*. Estos datos sugieren que el aumento de
los niveles de OC podria ser una terapia futura
para tratar la diabetes.

También se han encontrado que los niveles cir-
culantes de OC estan inversamente correlaciona-
dos con parametros de adiposidad, como el indi-
ce de masa corporal (IMC) o la masa grasa, y con
niveles de glucosa plasmdtica en hombres y muje-
res adultos de diferentes etnias®*¥.

Los niveles de OC circulante se han asociado asi-
mismo con un nimero de anormalidades lipidicas, y
se correlacionan positivamente con niveles de adi-
ponectina en mujeres postmenopausicas®. De forma
mds general, los obesos tienen menos OC que los no
obesos, y los sujetos con diabetes mellitus tipo 2 tie-
nen menos OC que los no diabéticos**.

Se ha empezado a testar la produccién dinami-
ca de OC como marcador de energia y del meta-
bolismo de glucosa. Por ejemplo, se ha visto que
la pérdida de peso significativa causa un descen-
so en el modelo homeostatico de evaluacion de la
resistencia en insulina (HOMA-IR), asi como un
aumento de los niveles de OC en ninos obesos®.
En no diabéticos, la pérdida de peso con dieta y
ejercicio aumenta los niveles de OC en paralelo
con el descenso de grasa visceral, y aumenta la
sensibilidad a la insulina®®. Los niveles descendi-
dos de OC también se han correlacionado con el
infarto agudo de miocardio.

En cuanto al segundo campo, se ha descrito
ampliamente que las alteraciones en el metabolis-
mo de la glucosa pueden ser un factor de riesgo
de pérdida de masa Osea y fracturas en humanos®.
En un estudio transversal, se encontré que muje-
res osteopordticas tras 6 meses 0 mas de trata-
miento con alendronato, tenian niveles mas bajos
de OC no carboxilada que aquéllas que no habi-
an sido tratadas. Apenas hay estudios que esta-
blezcan los efectos de los bifosfonatos en la
homeostasis de la glucosa o la sensibilidad insuli-
nica®. El tratamiento con alendronato y raloxifeno
(modulador selectivo de los receptores de estroge-
nos) durante 12 meses redujo los marcadores bio-
quimicos de remodelacion 6sea, incluido la OC*.

Serfa importante comprobar si los firmacos anti-
rresortivos, que son el principal tratamiento de oste-
oporosis, pueden en algunos casos tener efecto nega-
tivo en la tolerancia a la glucosa, asi como el efecto
de los anticoagulantes que afectan a la vitamina K*.

Por dltimo, destacar también la posible relacion
que parece existir entre la OC y la regulacion endo-
crina de la reproduccion masculina a través de la
regulacion de la produccion de andrégenos”*.
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Conclusiones

Los modelos recientes de ratones sugieren un nuevo
papel del hueso en el que es la fuente de una hor-
mona, la OC no carboxilada, que afecta al metabolis-
mo energético, la insulino-resistencia, la obesidad y el
desarrollo de diabetes. De manera que un 6érgano con
funcion endocrina, como es la grasa, es mediado por
la funcién endocrina de otro 6rgano, el esqueleto.

Los estudios que se deben realizar en un futu-
ro, basados en esta integracion fisiologica, deben
revisar otras ramas noveles que ain no han sido
estudiadas. Cada vez hay mas estudios que estin
estableciendo que multiples aspectos de la biolo-
gia de la OC son similares en ratones y humanos,
intentado determinar si el sistema endocrino
puede ser o no diferente al existente en humanos.

Queda por aclarar el posible papel de la adiponec-
tina, la leptina, la OC y la insulina, que parecen inte-
grar las funciones del tejido adiposo, hueso y pancre-
as para regular el metabolismo de la glucosa, el remo-
delado 6seo, la energia y el metabolismo lipidico.

Podemos considerar que el esqueleto, como
organo endocrino, estd envuelto en la coordina-
cion global del uso de energia, a través de la inter-
accion con otros tejidos.

La identificacion de la OC y su regulacion y
diferentes efectos ha proporcionado la base para
el desarrollo de potenciales aplicaciones terapéu-
ticas de enfermedades metabdlicas como la diabe-
tes mellitus, la sarcopenia o la obesidad.

Ambos autores declaran que no existen conflictos
de intereses.
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Presentacion

Introducimos un nuevo tipo de documento espe-
cial, en el que, desde la propia Revista, debatire-
mos un tema de actual controversia que permita a
los lectores reflexionar y, sobre todo, participar
con sus opiniones como Cartas al Director.

En esta ocasion tratamos el tema de las vaca-
ciones terapéuticas utilizando un caso clinico. Dos
opiniones razonadas, a favor y en contra, se
expondrdn a continuacion, con el Unico objetivo
de suscitar la polémica y estimular la intervencion
de los lectores en el debate.

Caso clinico
Paciente mujer de 63 afios en la actualidad, que
acude a consulta por primera vez en julio de 2004
con 53 anos. Fue remitida por su médico de cabe-
cera por presentar un cuadro de dolor de espalda
de varios meses de evolucion. En esta primera
visita, se le solicité una radiografia lateral de
columna dorso-lumbar (Figura 1) que mostré la
existencia de una fractura vertebral lumbar.
Como antecedentes personales, la paciente
tuvo una menopausia precoz a los 35 anos, sin
que existiera ninguna enfermedad que lo justifica-
se, para la que se le indico tratamiento hormonal
sustitutivo durante 5 anos. Asimismo fue diagnos-
ticada de hipercolesterolemia, para la cual seguia
dieta y tomaba simvastatina de forma irregular. No
refiere consumo de tabaco, ni de alcohol, es
sedentaria y no tiene otros antecedentes de inte-

rés. No toma ninguna otra medicacion, ademas de
la estatina antes mencionada.

La analitica realizada en la primera visita fue
completamente normal. Los datos relacionados
con el metabolismo mineral 6seo se muestran en
la tabla 1. Los niveles de vitamina D, medidos
como 25-hidroxicolecalciferol (25-HCC), fueron de
22 ng/mlL. La valoracién del riesgo a 10 afos tanto
por la escala FRAX® como la Qfracture® se mues-
tra en la tabla 2.

Los valores de la densitometria se muestran en
la tabla 3 y la evolucion de la misma en las figu-
ras 2y 3.

A la paciente se le indic6 como tratamiento
medidas generales que incluian caminar a diario
una hora, aumentar la ingesta de productos lacteos
desnatados, un suplemento de calcio y vitamina D,
y alendronato con vitamina D semanal. Fue valora-
da por el Servicio de Rehabilitacion, donde le indi-
caron tratamiento fisioterapéutico durante 2 meses,
mejorando del dolor de espalda. Ha continuado
con el tratamiento indicado durante 10 anos, que
tolera bien, sin efectos secundarios, reconociendo
algiin olvido puntual del suplemento de calcio y
vitamina D. No ha tenido caidas ni fracturas desde
entonces.

En la ltima visita, que se produjo en febrero
de 2014, tras 10 anos de tratamiento, trae informe
de su médico de cabecera que nos solicita nuestra
opinién sobre la posibilidad de suspender el trata-
miento y dar a la paciente vacaciones terapéuticas.
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Opiniones razonadas

A) Razones para mantener el tratamiento en
esta paciente (NO a las vacaciones terapéuticas)
Manuel Sosa Henriquez y M* Jestis Gomez de
Tejada Romero

Nuestro principal objetivo al instaurar un trata-
miento para la osteoporosis es evitar la aparicion
de la fractura por fragilidad', que es la complica-
cion clinica de esta enfermedad, ya sea la primera
fractura cuando atn no se ha presentado o, si ya
existiera, las sucesivas.

Igualmente importante son las consecuencias
de las fracturas, es decir, la aparicion de dolor y el
empeoramiento de la calidad de vida, de manera
que, con el tratamiento, también pretendemos evi-
tar o disminuir ese dolor o y mejorar la calidad de
vida de los pacientes?.

Las razones puramente clinicas (esto es, dejan-
do a un lado las econémicas o personales del
paciente) para suspender un determinado trata-
miento, para la osteoporosis o para cualquier otra
enfermedad, son en nuestra opinién:

1. Por curaciéon de la enfermedad. Asi, suspen-
demos un antibiético al resolver la infeccion, o un
antiinflamatorio al producirse la curacion del pro-
ceso inflamatorio. Este no es el caso de la osteo-
porosis, al tratarse de una enfermedad crénica,
con alteraciones microestructurales profundas que
no se curan.

2. Por pérdida de efectividad del farmaco utili-
zado. Volviendo al ejemplo anterior, algunos micro-
organismos pueden desarrollar resistencia a un
antibiotico, el cual, siendo inicialmente Gtil, deja de
serlo. Esto en el campo de la osteoporosis es bas-
tante mas complicado de definir, pues las fracturas,
por una parte, tienen una etiopatogenia multifacto-
rial y, por otra, los firmacos de que disponemos
reducen el riesgo de fractura, pero no lo eliminan
por completo. Para simplificar la respuesta, pode-
mos asumir los criterios de “fracaso terapéutico” tal
y como Diez Pérez y cols. indicaron’.

3. En algunos casos, se establece una limita-
cion a priori al uso de un firmaco. Asi, teriparati-
da puede utilizarse durante un maximo de 2 anos,
segun la indicacion recogida en su ficha técnica; o
zoledronato, que, segin se ha publicado reciente-
mente, a partir de 5 anos de su uso la reduccion
del riesgo de fractura es igual tanto si se adminis-
tra como si se suspende’.

4. Otro motivo para suspender un firmaco es
la aparicion de efectos secundarios que superen
los efectos beneficiosos de su uso contra la enfer-
medad para la que se prescribi6. Asi, en el trata-
miento de la osteoporosis con SERMs, la aparicion
de fendmenos tromboembdlicos obliga a su sus-
pension y sustitucion por otro tipo de farmaco
antiosteoporaotico.

Siguiendo estas razones, y en el caso que nos
ocupa, shay algiin motivo para suspender el trata-
miento a esta paciente? Esta ha mantenido el tra-
tamiento durante 10 anos, y aun siendo una
paciente de alto riesgo, con una fractura vertebral
previa, en todo ese tiempo no ha sufrido nuevas
fracturas; por lo que el tratamiento hasta el

Figura 1. Radiografias lateral y anteroposterior de
columna lumbar de la paciente. Las flechas sefialan
la fractura vertebral (L2)

momento ha sido un éxito y ha cumplido exacta-
mente lo que esperibamos de él. Por otro lado, la
paciente estd asintomdtica, los marcadores bioqui-
micos de remodelado 6seo son normales, y su
densidad mineral 6sea no ha dejado de aumentar
desde que se inicio la terapia.

En los dltimos anos, no obstante, y a partir de
la descripcion en la literatura de casos de osteone-
crosis de maxilares (ONM) vy fracturas atipicas
femorales en pacientes en tratamiento con bifosfo-
natos®, estd tomando fuerza una corriente de opi-
nién tendente a la suspension del tratamiento sélo
por el hecho de "llevar mucho tiempo con él”,
“porque no existen datos sobre seguridad a partir
de un determinado nimero de anos” o “por el
riesgo de que aparezca una complicacion del tipo
de una osteonecrosis de maxilares o una fractura
femoral atipica”. A nuestro parecer, se trata de jus-
tificaciones sin mucho peso real. En cuanto al
tiempo de tratamiento, ;acaso nos planteamos esta
cuestion en el tratamiento de otras enfermedades
cronicas, como la HTA o la diabetes? Una patolo-
gia, mientras exista, debe ser tratada, y a priori, y
sin presencia de complicaciones o efectos secun-
darios, el tratamiento sera mantenido con el far-
maco de eleccion si estd siendo efectivo.

Por otro lado, los bifosfonatos son unos farma-
cos bastante seguros, cuyo Unico efecto adverso
demostrado es la lesion en la mucosa esofagica,
que se evita con las medidas posturales después de
la administracion oral. Es cierto que no existen
datos fiables de seguridad durante un periodo de
tiempo tan largo de tratamiento con bifosfonatos.
Sin embargo, es dificil que los haya (no al menos
en los términos de ensayo clinico con un nimero
elevado de pacientes, aleatorizado, controlado y a
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Tabla 1. Datos bioquimicos relacionados con el metabolismo mineral 6seo. 25-HCC: 25-hidroxicolecalciferol.
FATR: fosfatasa acida tartrato-resistente. PINP: Propéptido amino-terminal del procolageno 1. CTX: Telopéptido

carboxi-terminal del colageno tipo 1. ND: no disponible

Cambio porcentual
Parametro Rango de referencia 2004 2014 con respecto al
valor basal
25-HCC (ng/mL) 30,0 - 80,0 22 51,8 57,5%
PTH (pg/mL) 15 - 88 54,2 29.9 -81,2%
Calcio (mg/dL) 8,5-10,5 8,9 9,3 4,3%
Fosforo (mg/dL) 2,5-49 32 32 0%
Osteocalcina (ng/mL) 11 - 43 8,6 13,45 55,8%
FATR (UI/L) 0,0 -33 2,4 2,9 17,2%
Premenopausicas: <30,1
PINP (ng/mL) Postmenopausicas: <37,1 ND 22,54 ND
Hombres: <36,4
CTX (ng/mL) 0-0,5 0,4 0,15 -166,6%
Calcio corregido (mg/dL) 8,5-10,5 9 9,4 3,1%

doble ciego que asegure su fiabili-
dad), porque los ensayos clinicos

Tabla 2. Estimacion del riesgo de fractura a 10 anos en la 1* visita

en el campo de la osteoporosis se
terminan a los 3 6 5 anos. Una vez

Riesgo absoluto estimado

FRAX" QFRACTURE®

conseguida la aprobacién para su
uso, el estudio concluye. Existen
muy pocos estudios sobre segui-

Cualquier fractura (Major)

15 6

miento a largo plazo, y en éstos la
pérdida del nimero de pacientes es

Fractura de cadera (hip) 2,7 2

tan elevada, que de entrada hace
dudar acerca de que la poblacion
que permanece sea representativa
del total que inici6 el estudio. Por tanto, una vez
que el fairmaco sale al mercado, es la experiencia
clinica la que habla. Y, hasta el momento, si no
existen efectos adversos y el firmaco sigue siendo
efectivo, la experiencia clinica no dice nada en con-
tra de continuar el tratamiento.

Los temidos efectos secundarios asociados al
tratamiento a largo plazo con los bifosfonatos, y
atribuidos a su potente efecto antirresortivo, como
la osteonecrosis de los maxilares o las fracturas ati-
picas, no constituyen un problema real. La osteone-
crosis de los maxilares asociada a los bifosfonatos
es una complicacion que aparece mayoritariamen-
te en pacientes oncologicos tratados con dichos far-
macos para sus metastasis 6seas, quienes, ademas,
han recibido otros tratamientos potentes (citostati-
cos), y en los que los bifosfonatos se han emplea-
do a unas dosis muy superiores a las utilizadas en
el tratamiento de la osteoporosis’. Por otro lado,
desconocemos cudl es la etiopatogenia exacta de la
ONM, pero ya hoy en dia se perfila una etiopato-
genia multifactorial, donde entrarian factores rela-

cionados no soélo con el tratamiento recibido por el
paciente (los bifosfonatos, si, pero también los glu-
cocorticoides), sino también la presencia de enfer-
medades concomitantes (como la diabetes mellitus
o la artritis reumatoide), asi como la concurrencia
de una intervencion dental (extraccion, implantes,
etc.), acompanado de un componente infeccioso’.
Y ain asi, si esto s6lo no fuera bastante para no
considerar la ONM como un problema real en el
tratamiento de la OP con bifosfonatos, se sabe que
hasta el 25% de los casos descritos de ONM no reci-
bian bifosfonatos®®. En relacion a los casos descri-
tos en pacientes osteopordticos tratados con bifos-
fonatos, los estudios de incidencia barajan cifras en
torno al 1/100.000 pacientes/ano e incluso menor
de 1/100.000 pacientes/ano’. En el estudio de refe-
rencia de zoledronato (HORIZON), que considerd
la ONM como efecto adverso, solo se constato la
aparicion de 2 casos, uno de los cuales ocurrié en
el grupo placebo. En una revision sistematica en
la que se evaluaba si los pacientes en tratamiento
con bifosfonatos, tanto 1.V. como orales, tenian mas
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Tabla 3. Valores densitométricos a lo largo de los 10 anos de evolucion. DMO: densidad mineral 6sea

Afio DMO T-score DMO T-score DMO T-score
L2-L4 L2-L4 cuello femoral | cuello femoral | cadera total cadera total
2004 0,655 3,7 0,607 2,1 0,778 1,3
2005 0,717 31 0,639 1,8 0,845 0,8
2006 0,734 -29 0,648 -1,8 0,850 -0,8
2007 0,765 -2,6 0,638 -1,8 0,843 -0,8
2008 0,744 -2.8 0,671 -1,5 0,852 -0,7
2010 0,744 -2.8 0,638 -1,8 0,825 -1,0
2011 0,757 =27 0,647 -1,8 0,844 -0,8
2012 0,777 -2,5 0,646 -1,8 0,870 -0,6
2014 0,776 -2,5 0,673 -1,5 0,884 -0,5

riesgo de sufrir ONM ante la realizacion de un
implante dental que aquéllos que no estaban trata-
dos con ellos, se concluyé que el tratamiento con
bifosfonatos no era una contraindicaciéon para rea-
lizar la intervencion'. Y cada vez mas investigado-
res concluyen que la ONM es una complicacion tan
poco frecuente en los pacientes tratados con bifos-
fonatos para la osteoporosis, que su riesgo no jus-
tifica el cese del tratamiento a largo plazo, y mas
cuando se trata de un tratamiento que reduce efi-
cazmente el riesgo de fractura, complicacion cuya
incidencia es incomparablemente superior a la de
ONM, asi como su morbilidad, mortalidad y coste
socioeconomico.

Por otro lado, las fracturas atipicas femorales
constituyen en la actualidad el principal argumen-
to a favor de la supresion del tratamiento con
bifosfonatos, ya que en varios estudios epidemio-
logicos se ha establecido una cierta asociacion
entre el riesgo de desarrollar una fractura atipica y
el tiempo de utilizacion de los bifosfonatos®. Sin
embargo, también es cierto que igualmente se han
descrito casos de este tipo de fracturas en pacien-
tes que no tomaban bifosfonatos, y con otros far-
macos antirresortivos como denosumab®, incluso
otros no usados para la osteoporosis, como los
inhibidores de la bomba de protones y los gluco-
corticoides. También se ha asociado a otras cir-
cunstancias patologicas, como la hipofosfatasia, el
déficit de vitamina D y la artritis reumatoide'. En
su conjunto, el riesgo de fractura atipica femoral
es muy bajo. Un estudio realizado por Black y
cols. en el que analizaban las fracturas de fémur
ocurridas durante el desarrollo de 3 ensayos clini-
cos (FIT, FLEX y HORIZON, realizados con alen-
dronato y zoledronato), obtuvieron que, en un
total de 14.194 mujeres incluidas en el estudio,
tuvieron lugar 283 fracturas de fémur, de las cua-
les s6lo 12 eran atipicas®”. Se ha estimado su inci-

dencia en 32 casos/millon de pacientes/ano o
1,78/100.000 pacientes/ano®, y si bien estos mis-
mos estudios encuentran un aumento de la inci-
dencia con los anos del tratamiento —un 10%/ano’
y 113,1/100.000 pacientes/ano'—, ain no es inci-
dencia suficiente para que afecte a la relacion ries-
go/beneficio de estos firmacos. Con la evidencia
de que disponemos en la actualidad, no se puede
establecer una relacion causal entre el tratamiento
prolongado con bifosfonatos y la aparicion de
fracturas atipicas, siendo probable que estos far-
macos jueguen un papel en el desarrollo de las
mismas, pero no posible que ésta sea Gnica con-
dicion para el desarrollo de estas fracturas’.

La ultima razén que justificaria la suspension
del tratamiento, es el hecho observado de que los
bifosfonatos tienen un cierto efecto residual y que
una vez suspendido se prolonga la reduccion del
riesgo de fractura sin el concurso del firmaco. El
estudio de referencia sobre el alendronato, deno-
minado estudio FIT, constaté que al cabo de un
seguimiento medio de 4,3 anos, las pacientes que
tomaban alendronato tenian un reduccion del ries-
go de fracturas vertebrales morfométricas del 47%,
de las fracturas vertebrales clinicas del 55% y de
cadera del 51%".

Los investigadores de este estudio hicieron una
prolongacion del mismo durante otros 5 anos, deno-
minado estudio FLEX comparando la reduccion del
riesgo de fractura entre aquéllas que continuaron
tomando alendronato y aquéllas que lo suspendie-
ron. Se observé que cuando se suspendia el trata-
miento existia un efecto residual en la reduccion
del riesgo de fractura no vertebral, pero en cam-
bio aumentaba el riesgo de fractura vertebral, en
comparacién con aquellas pacientes que continua-
ron tomando el firmaco, en las que la reduccion
del riesgo de fracturas vertebrales clinicas fue del
55%19.
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Ni siquiera tomando el firmaco correctamente
la paciente estd protegida al 100%. O dicho de
otro modo, el riesgo nunca se reduce al 0%; pero,
ademds, existe un factor de riesgo muy importan-
te e ineludible, que es la edad. En nuestra pacien-
te, solo considerando el factor edad, ha aumenta-
do su riesgo de fractura, porque tiene 10 anos
mas. Si ahora le indiciramos unas “vacaciones
terapéuticas” (un eufemismo de suspender el tra-
tamiento) estaremos obviando este riesgo aumen-
tado debido solamente al hecho de que es 10 anos
mayor. ;Cual es entonces el objetivo al iniciar un
tratamiento para la osteoporosis? jEvitar que se
produzca una fractura si es posible a lo largo de
su vida, o retrasar su aparicion a 10 anos después?

En esta paciente el tratamiento para la osteo-
porosis ha sido efectivo hasta el momento; no ha
habido efectos secundarios ni complicaciones de
ningln tipo. Los marcadores bioquimicos de
remodelado dseo estin normales, no existe
“sobresupresion” del remodelado 6seo. La DMO
va en aumento. Y tiene 10 anos mas. Solo por eso,
el riesgo de nuevas fracturas es ahora incluso
mayor. Si suspendemos el tratamiento (esto es, le
damos vacaciones terapéuticas), por el simple
hecho de que lleva ya 10 anos con ¢€l, es posible
que la proteccion conseguida descienda hasta tal
punto de no contrarrestar el incremento del riesgo
de fractura que se ha producido por ese mismo
hecho, es decir, tener 10 anos mas.

Nuestra opinidn es que, por tanto, que es esta
paciente no es necesario ni considerable suspen-
der el tratamiento.

B) Razones para realizar vacaciones terapéuti-
cas en esta paciente (SI a las vacaciones tera-
péuticas)

Jorge Malouf Sierra

Como se ha expuesto con anterioridad, el objeti-
vo de cualquier tratamiento en la osteoporosis es
el de reducir el riesgo de fractura por fragilidad.
Este tipo de fracturas aparecen cuando la resisten-
cia del hueso no es capaz de mantener la integri-
dad del tejido 6seo y las fuerzas biomecanicas mas
inocuas provocan que la estructura O6sea de
derrumbe.

Las guias de valoracion y tratamiento de las
fracturas por fragilidad de la NICE® sugieren que
la valoracion del riesgo de fractura debe hacerse
en mujeres por debajo de los 65 anos, Gnicamen-
te si presenta mas factores de riesgo asociado,
entre los que podemos encontrar:

e Fractura por fragilidad previa.

Uso actual de glucocorticoides.

Historia de fracturas.

Historia familiar de fractura de fémur.
Causas de osteoporosis secundarias.
Bajo indice de masa corporal (menor de
18,5 kg/m?).

Habito tabaquico.

e Consumo de mas de 14 unidades de alcohol

por semana.

En el caso de nuestra paciente, podria conside-
rarse adecuado la valoraciéon del riesgo de fractu-

Figura 2. Evolucion de la densidad mineral 6sea en
la columna lumbar

Figura 3. Evolucion de la densidad mineral 6sea en
el cuello femoral

Cuello
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ra por medio de DXA dado que presentaba una
fractura vertebral. Sin embargo, la paciente pre-
senta solamente una fractura vertebral. Ismail et
al., describieron en 2001 que las fracturas verte-
brales eran una factor predictor de fracturas verte-
brales subsecuentes, asi como de fracturas de
cadera y de fracturas no vertebrales. No obstante,
el aumento de riesgo era importante a partir de 2
6 mas fracturas vertebrales”.

Asimismo, en la Historia Clinica no consta si
esta fractura tuvo alguna relaciéon con algin trau-
ma y el grado de fractura que presenta. Esta des-
crito que el nimero y la severidad de la fractura(s)
aumenta el riesgo de fractura®, independiente-
mente de la DMO de la paciente. Atn asi, la BMD
que mayor predice el riesgo de fractura es la DMO
del cuello del fémur.



Volviendo al caso clinico, la paciente durante
los 10 anos de seguimientos y densitometrias
periodicas, nunca ha tenido una DMO del cuello
del fémur compatible con osteoporosis, siendo la
T-score mas baja del cuello del fémur de -2,1 al
inicio de su trayectoria por esta patologia.

Como también se menciona anteriormente,
uno de los factores de riesgo mds importantes
para las fracturas es la edad. Al inicio del trata-
miento, cuando la paciente tenia 53 anos, el ries-
go de fractura era demasiado bajo y aunque la
DMO de la columna lumbar fuera baja, no existia
un riesgo demasiado alto de fractura, tanto verte-
bral como de cadera.

Los bifosfonatos son antirresortivos que tienen
una gran afinidad por el tejido 6seo. Los pacien-
tes que reciben un bifosfonato por largos periodos
de tiempo, mantendran el bifosfonato unido al
hueso durante mucho tiempo. Esto ha hecho que,
en los ultimos anos, hayan aparecido efectos
adversos que se observan usualmente después de
un tiempo de tratamiento. Estos efectos adversos
son la fractura atipica de la cadera y la osteonecro-
sis de la mandibula asociada a bifosfonatos
(ONM). Este ultimo efecto adverso, fue descrito
por primera vez por Marx en 2003% y, hasta ahora,
aunque se sabe que existe una relacion entre el
uso prolongado de bifosfonatos y la patologia, no
estd clara la fuerza de esta relacion. Se sabe que
existen varios factores de riesgo que aumentan la
probabilidad de padecer una ONM como la dura-
cion del tratamiento, factores genéticos y factores
demograficos como la edad, entre otros*.

La paciente del caso clinico es una paciente
mayor de 60 anos de edad que ha estado recibien-
do bifosfonatos orales durante 10 anos, lo cual
aumenta el riesgo de aparicion de una ONM. Por
el contrario, el largo periodo de tratamiento de la
paciente con bifosfonatos también ofrece algunas
ventajas, como que los bifosfonatos seguirdan libe-
randose del hueso por un largo periodo de tiem-
po, disminuyendo el riesgo de fractura a pesar de
que la paciente no continde con el tratamiento. A
esta estrategia se le conoce como vacaciones tera-
péuticas®.

El estudio controlado con placebo mds largo
que existe fue con risedronato, y sus resultados de
efectividad y seguridad son a 5 afos de tratamien-
to. Este ensayo valoraba la disminucion del riesgo
de fractura y demostré un efecto adicional durante
los dltimos anos de tratamiento. Durante los
siguientes uno o dos anos, los marcadores de
remodelado 6seo cambiaron poco. Aunque no
existe un ensayo clinico que demuestre que el ries-
go de fractura se mantiene bajo durante este perio-
do de tiempo de “vacaciones terapéuticas”, si se
puede asumir que, si los marcadores de remodela-
do 6seo no cambian, la paciente con un bajo ries-
go de fractura podria estar protegida durante este
tiempo y no necesitaria continuar tomando el bifos-
fonato®. Igualmente, Black et al., demostraron que
continuar con el tratamiento de acido zoledrénico
de 6 a 9 anos, no aporta ningdn beneficio en lo que
respecta a la disminucion del riesgo de fractura’.
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Finalmente, la Sociedad Espanola de Investigacion
Osea y del Metabolismo Mineral (SEIOMM) ha publi-
cado un documento en el cual recomienda que des-
pués de 5 anos de tratamiento con bifosfonatos ora-
les, todos los pacientes sean evaluados con el fin de
valorar el riesgo de fractura de ese paciente en par-
ticular, y asi decidir si continuar con el bifosfonato
(en caso de que el riesgo sea elevado) o suspender
el tratamiento. Ademas, recomiendan que en aque-
llos pacientes con una T-score por encima de -2,5
en el cuello del fémur se considere suspender el tra-
tamiento temporalmente (vacaciones terapéuticas)?.

De esta manera, en el caso de esta paciente,
los Gnicos factores de riesgo de fractura que per-
sisten son la edad y el antecedente de fractura ver-
tebral. Durante los 10 anos de tratamiento la DMO
de la paciente ha evolucionado satisfactoriamente,
siendo actualmente limitrofe en la columna verte-
bral (T-score: -2,5) y de osteopenia (T-score: -1,5)
en el cuello femoral. Estos datos sugieren que la
paciente no deberia continuar con el tratamiento
con bifosfonatos orales y deberia realizar unas
vacaciones terapéuticas. Posteriormente, se le
deberia valorar el riesgo de fractura anualmente,
investigando especificamente la DMO, los cam-
bios de los marcadores de remodelado 6seo y
prestando principal atencion a la progresion de la
fractura vertebral preexistente o la produccion de
nuevas fracturas vertebrales, en cuyo caso deberia
volver a valorarse iniciar un tratamiento, ya sea
antirresortivo u osteoformador.
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1) INFORMACION GENERAL. POLITICA EDITORIAL

La Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral
(Rev Osteoporos Metab Miner; www.revistadeosteo-
porosisymetabolismomineral.es) es el 6rgano oficial
de expresion cientifica de la Sociedad Espanola de
Investigacion Osea y del Metabolismo Mineral
(SEIOMM). Su periodicidad es trimestral (4 nimeros
al afio: invierno, primavera, verano y otoflo), con un
nimero variable de monografias extraordinarias. El
tercer numero del ano, verano, estd destinado a la
publicacion de las comunicaciones del Congreso
anual de la SEIOMM.

La Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral
publica trabajos en espafol, que serdn traducidos al
inglés en su formato electrénico, y se ofrece libre y
gratuitamente por medio de su pagina Web. El acce-
50 es completo a todos los articulos, en ambos idio-
mas, sin periodo de carencia o embargo y sin nece-
sidad de registro. La versién en papel se publica
exclusivamente en espanol, y se distribuye por
correo a los socios de la SEIOMM vy a los suscripto-
res de la revista.

Los manuscritos serdn considerados por el Comité de
Direccion de la Revista. Todos los originales serin
evaluados por al menos dos revisores, expertos en
esta materia, que realizarin su valoracion de forma
ciega.

El Comité de Expertos lo constituye un grupo de
colaboradores especializados en diferentes campos
del metabolismo mineral 6seo y que realizan la valo-
racion de los manuscritos a solicitud del Comité de
Direccion de la Revista. En la pdgina Web de la
Revista y en todos los nimeros de la Revista se
publica la relacion de colaboradores que forman el
Comité de Expertos. Asimismo, en el primer nimero
de cada afo se publican los nombres de los reviso-
res que han colaborado activamente con la Revista
en el ano finalizado.

Los autores, si lo desean, podrin proponer al menos
3 posibles revisores externos, de quienes, ademas
del nombre y apellidos, se deberi incluir su correo
electronico y las razones por la que consideran que
pueden evaluar objetivamente el articulo. También
podrin indicar aquellos revisores que no deseen que
evalden el manuscrito, debiendo justificar también
este dato, si bien su manejo serd absolutamente con-
fidencial por parte del equipo directivo de la Revista.
Los juicios y opiniones expresados en los articulos
publicados en la Revista de Osteoporosis y
Metabolismo Mineral son del autor o autores, y no
necesariamente del Comité de Direccion. Tanto el
Comité de Direccion como la SEIOMM declinan cual-
quier responsabilidad al respecto. Ni el Comité de
Direccion ni la SEIOMM garantizan o apoyan ningun
producto que se anuncie en la Revista, ni garantizan
las afirmaciones realizadas por el fabricante sobre
dicho producto o servicio.

2) ELABORACION Y ENVIO DE LOS MANUSCRITOS

Los manuscritos deben elaborarse siguiendo las reco-
mendaciones del Comité Internacional de Directores
de Revistas Médicas, disponibles en:
http://www.icmje.org, y enviarse por correo electro-
nico a la direccion revistadeosteoporosisymetabolis-
momineral@iba nezyplaza.com.

La Editorial de la Revista dard acuse de recibo inme-
diatamente, también por correo electrénico, y la
Redaccion iniciard el proceso de revision, que habi-
tualmente se completa en menos de 3 meses.

2. 1. Carta de presentacion

Todos los manuscritos deben ir acompanados nece-
sariamente de una carta de presentacion que indi-
que: 1) la seccion de la revista en la que se desea
publicar; 2) una breve explicacion de cuil es la apor-
tacion original y la relevancia del trabajo en el
campo de la patologia metabolica ésea; 3) la decla-
racion de que el manuscrito es original y no se ha
remitido simultineamente para evaluacion a ninguna
otra revista; y 4) que se han observado las presentes
“instrucciones para los autores”.

2.2. Manuscritos

El texto completo del manuscrito, desde la pdgina
del titulo hasta las referencias, debe incluirse en un
archivo escrito en Word, con letra tipo Arial de tama-
no 12, interlineado a 1,5 lineas y justificado a la
izquierda. Se numerardn las paginas correlativamen-
te en el margen superior derecha y se deberd dejar
un margen de 3 cm en los 4 bordes de la pdgina (que
serd tamano A4).

Se deben utilizar Gnicamente abreviaturas comunes
en el campo de la Medicina y evitarse el uso de abre-
viaturas en el titulo y en el resumen del trabajo. La
primera vez que aparezca una abreviatura deberd
estar precedida por el término completo al que se
refiere, excepto en el caso de unidades de medidas
comunes, que se expresardn en Unidades del
Sistema Internacional.

Los trabajos deberdn incluir la informacién requerida
a continuacion, ordenandose las secciones de la
siguiente manera: pagina del titulo y autores, pagina
del resumen y palabras clave, texto principal (intro-
duccién, material y método, resultados, discusion y
bibliografia), tablas y figuras. Si es necesario, se
podrdn incluir las tablas y figuras en otro archivo
adjunto, con sus respectivos titulos y numeracion.
2.3. Apartados de los manuscritos

2.3.1. Pagina del titulo y autores:

Constara de la siguiente informacion:

- El titulo, que debe describir adecuadamente el con-
tenido del trabajo. Debe ser breve, claro e informati-
vo. Se debe incluir el nombre completo y el primer
apellido de los autores, o los dos apellidos separados
o unidos mediante guién, dependiendo de cémo
prefieran los autores que aparezcan en las publica-
ciones.

- El nombre del (los) departamento(s) o servicio(s) y
la(s) institucion(es) a los que el trabajo debe ser atri-
buido. No es necesario incluir el cargo académico o
profesional de los autores. Constard el reconocimien-
to de cualquier beca o ayuda econdmica, asi como
la declaracion de la existencia o no de conflictos de
intereses de cada uno de los autores.

Aparte se incluird el nombre completo, el correo
electronico (si se dispone) y la direccion postal com-
pleta del autor al que se dirija la correspondencia,
que serd el responsable de la correccion de las prue-
bas.

2.3.2. Resumen y palabras clave

El resumen estructurado deberd aparecer en la
segunda pagina del manuscrito y tendrd un maximo
de 250 palabras en el caso de los originales y de 150
en las notas clinicas.

Contard con los siguientes encabezamientos:
Objetivos, senalando el propdsito fundamental del
trabajo; Material y métodos, explicando el disenio del
estudio, los criterios de valoracién de las pruebas
diagndsticas y la direccion temporal (retrospectivo o
prospectivo). Se mencionard el procedimiento de
seleccion de los pacientes, los criterios de inclusion
y/o exclusién, y el nimero de los pacientes que
comienzan y terminan el estudio. Si es un trabajo
experimental, se indicard el nimero y tipo de anima-
les utilizados; Resultados, donde se hard constar los
resultados mds relevantes y significativos del estudio,
asi como su valoracién estadistica; y Conclusiones,
donde se mencionardn las que se sustentan directa-
mente en los datos, junto con su aplicabilidad clini-
ca. Habra que otorgar el mismo énfasis a los hallaz-
gos positivos y a los negativos con similar interés
cientifico.

A continuacién del resumen se incluirin las palabras
clave, de 3 a 10 en total, con el objetivo de comple-
mentar la informacién contenida en el titulo y ayudar
a identificar el trabajo en las bases de datos bibliogra-
ficas. Para las palabras clave se deben emplear térmi-
nos equivalentes a los obtenidos de la lista de descrip-
tores en Ciencias de la Salud (Medical Subjects
Headings, MeSH) del Index Medicus (disponibles en:
www.nlm.nih.gov/mesh/ meshhome.html).

Importante: No es necesario enviar el resumen ni las
palabras clave en inglés. Esto serd realizado por el
traductor de la Revista.

2.3.3. Introduccion

Deben mencionarse claramente los objetivos del tra-
bajo y resumir el fundamento del mismo, sin revisar
extensamente el tema y eliminando recuerdos histo-
ricos. Citar solo aquellas referencias estrictamente
necesarias.

2.3.4. Material y métodos

En este apartado se ha de especificar el lugar, el
tiempo y la poblacion del estudio. Los autores deben
incluir informacion sobre como se realizo el diseno,
como fueron los sujetos seleccionados; sobre todas
la técnicas, determinaciones analiticas y otras prue-
bas o mediciones realizadas. Todo ello con suficien-
te detalle como para que otros investigadores pue-
dan reproducir el estudio sin dificultades.

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

No deben mostrarse los nombres de los pacientes ni
incluir ningtin dato que pueda conducir a su identi-
ficacion. Con respecto a los firmacos, se utilizard el
nombre genérico de los fiarmacos utilizados en el
estudio evitando sus nombres comerciales, y deta-
llando al médximo la dosis prescrita, la via de admi-
nistracion y el tiempo de administracién.

Asimismo, se indicarin las normas éticas seguidas
por los investigadores, tanto en estudios en seres
humanos como en animales. Los estudios en seres
humanos deben contar con la aprobacion expresa
del Comité Local de Etica y de Ensayos Clinicos. Los
autores deben mencionar que los procedimientos
utilizados en los pacientes y controles han sido rea-
lizados tras obtencién de un consentimiento infor-
mado.

2.3.5. Resultados

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

Se trata de una discusion de los resultados obtenidos
en este trabajo y no de una revisién del tema en
general. Los autores deben destacar los aspectos
nuevos e importantes que aporta su trabajo y las
conclusiones que se propone a partir de ellos. No se
debe repetir detalladamente datos que aparecen en
el apartado de resultados. En la discusion, los auto-
res deben incidir en las concordancias o discordan-
cias de sus hallazgos y sus limitaciones, comparin-
dolas con otros estudios relevantes, identificados
mediante las referencias bibliogrificas respectivas. Al
final, se debe relacionar las conclusiones obtenidas
con el o los objetivos del estudio, tal y como se reco-
gi6 en la introduccion. Se debe evitar formular con-
clusiones que no estén respaldadas por los hallaz-
gos, asi como apoyar estas conclusiones en otros tra-
bajos atin no terminados. Si es necesario, los autores
pueden plantear nuevas hipétesis, pero éstas deben
ser claramente identificadas como tales. Cuando sea
apropiado, los autores pueden proponer sus reco-
mendaciones.

2.3.7. Bibliografia

Se incluirdn Unicamente aquellas citas que se conside-
ren importantes y hayan sido leidas por los autores.
Todas las referencias deben estar citadas en el texto
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de forma consecutiva segin el orden de aparicion, e
identificadas mediante llamada en nimeros ardbigos
en superindice. Las referencias que se citan solamen-
te en las tablas o leyendas deben ser numeradas de
acuerdo con la secuencia establecida por la primera
identificacion en el texto de las tablas o figuras.

Al indicar las pdginas inicial y final de una cita se
deben mostrar en la pagina final sélo los digitos que
difieran de la pdgina inicial (ejemplos: 23-9, y no 23-
29; 247-51. y no 247-251). En todo momento deben
seguirse las normas de los “Requerimientos
Uniformes para Manuscritos Remitidos a Revistas
Biomédicas”, que pueden obtenerse en el New
England Journal of Medicine (N Engl ] Med
1997;336:309-15) y que también estan disponibles en
http://www.icmje.org/.

Las abreviaturas de los titulos de revistas se obten-
drin de los formatos empleados por la Biblioteca
Nacional de Medicina de los Estados Unidos de
Norteamérica, en el Index Medicus (disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi).
Pueden consultarse las abreviaturas de las revistas
mds utilizadas en el siguiente enlace de la Caltech
Library: http://library.caltech.edu/reference/abbre-
viations. Deben evitarse las referencias del estilo:
“observaciones no publicadas”, “comunicacién per-
sonal” o similares. Los originales aceptados y no
publicados en el momento de ser citados pueden
incluirse como citas “En prensa”.

2.3.8. Tablas

Se numerarin con numeros aribigos de manera
correlativa en el mismo orden de aparicion en el
texto, y se incluirdn en el manuscrito, al final del
mismo, después de la bibliografia. Se prepararin a
espacio y medio, como el resto del manuscrito, y no
debe cambiarse el tipo de letra. Se identificardn con
la numeracion correspondiente y un titulo breve
pero suficientemente explicativo en su parte supe-
rior. La leyenda de la tabla debe permitir compren-
der su contenido, sin que el lector tenga que acudir
al texto para su comprension. Cada columna de la
tabla ha de contener un breve encabezado. Se deben
incluir las necesarias notas explicativas a pie de tabla
y utilizar llamadas en forma de letras mintsculas en
superindice y en orden alfabético (a, b, ©).

En las tablas se deben incluir las medidas estadisticas
de variacion, como la desviacion estindar y el error
estandar de la media. Solo se empleardn los decima-
les con significado clinico; por ejemplo, la glucemia
de 89,67 debera expresarse como 89,7.

2.3.9. Figuras

Todos los grificos, fotografias y dibujos se conside-
ran figuras. Las figuras se identificardn con nimeros
ardbigos que coincidan con su orden de aparicion en
el texto. Los pies de las figuras se preparardn a espa-
cio y medio en paginas separadas. Las leyendas y los
pies de las figuras deberin contener informacion
suficiente para poder interpretar los datos presenta-
dos sin necesidad de recurrir al texto. Para las notas
explicativas a pie de figura se utilizardn llamadas en
forma de letras mindsculas en superindice, tal y
como se indicé anteriormente en las tablas. En las
fotografias de preparaciones histologicas debera
figurar el tipo de tincién y el aumento. La resolucion
minima de las imagenes debera ser de 300 ppp (pun-
tos por pulgada).

3) PROCESO DE REVISION DE LOS MANUSCRITOS

3.1. Recepcion de manuscritos

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

3.2. Primera evaluacion

El manuscrito serd inicialmente evaluado por un
miembro del Comité Editorial, quien valorard la ade-
cuacion del mismo al contenido de la Revista, y rea-
lizard una primera evaluacion sobre el cumplimiento
de las normas de publicacién por parte de los auto-
res. En el caso de importante incumplimiento de las
mismas, el manuscrito se devolverd a los autores

antes de continuar con el proceso de revision, solici-
tandoles que subsanen los errores detectados.

3.3. Revision por pares

En el caso de que el manuscrito sea adecuado para
revision, o una vez subsanados los errores indicados
en el punto anterior, el Comité Editorial solicitard la
revision del manuscrito a dos revisores externos,
anonimos, y especialistas reconocidos en la materia
sobre la que verse el trabajo. Los manuscritos serdn
remitidos a los revisores sin incluir los datos de los
autores. Por lo tanto, la revision se hard a doble
ciego: ni los dos revisores externos conocerdn la
identidad de los autores ni éstos conocerdn qué revi-
sores han evaluado el manuscrito. La Revista garan-
tizard el cumplimiento estricto del doble anonimato
en este proceso.

3.4. Duracion del proceso de revision

La duracién del proceso de revision dependera del
tiempo que tarden los revisores en enviar sus infor-
mes. Se solicitard que sean remitidos en el periodo
maximo de 3 semanas. Una vez recibidos los infor-
mes, el Comité Editorial valorara los informes de los
revisores y los reenviard a los autores, solicitando
que observen las sugerencias y que remitan de
nuevo el trabajo, con un informe detallado del cum-
plimiento de las sugerencias en un folio aparte, en el
plazo médximo de 15 dias.

Una vez recibido el manuscrito con las correcciones
efectuadas, se remitird a los revisores de nuevo para
que informen del cumplimiento o no de las sugeren-
cias. Este ultimo paso se solicitard que se realice en
el plazo de 72 horas.

3.5. Avance on line

Con el V°B° de los revisores, el manuscrito pasard
por una correccion de estilo por parte de la
Redaccion para proceder a la maquetacion por parte
de la Editorial, galerada que se enviard al autor de
correspondencia para su V°B® final, previo a su
publicaciéon como "avance on line" en la web de la
Revista. El plazo a los autores para esta tltima revi-
si6n se limitard a 48 horas.

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

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

4) NORMAS ESPECIFICAS DE CADA SECCION

4.1. Originales

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

Deberdn estructurarse en Introduccion, Material y
método, Resultados, Discusion y Bibliografia.
Tendrdn una extension maxima de 16 paginas, y se
admitiran hasta 5 tablas o figuras. No deberan sobre-
pasar las 40 citas bibliogréficas. Incluirdn un resumen
estructurado  de 250 palabras como maximo. Dicho
resumen serd organizado en los siguientes apartados:
Fundamentos, Objetivos, Material y Método,
Resultados y Conclusiones.

4.2. Notas clinicas

Descripcion de uno o més casos clinicos de excep-
cional observacion que supongan una aportacion
importante al conocimiento del metabolismo mineral
6seo. Deberdn acompanarse de un resumen y una
introduccién breves (maximo, 150 palabras cada
uno) y previos a la descripcion del caso. La exten-
sion maxima del texto ser de 5 péginas (1.750 pala-
bras, 10.650 caracteres con espacios). Se admitirin
hasta dos figuras y dos tablas. Es aconsejable que el
numero de firmantes no sea superior a seis y que no
se incluya mds de 20 referencias bibliograficas.

4.3. Originales breves

Se consideraran originales breves a aquellos trabajos
clinicos o experimentales que por sus caracteristicas
especiales (nimero reducido de observaciones, tra-
bajos de investigacion con objetivo y resultados muy
concretos, estudios epidemiolégicos  descriptivos,

entre otros) no puedan ser publicados como origina-
les propiamente dicho, pero si en forma mds abre-
viada. Estos trabajos deberdn tener una extension
mdxima de 5 paginas de texto, no debiendo sobre-
pasar las 10 referencias bibliogrficas y sin aportar
mas de 3 ilustraciones (figuras, tablas o imagenes). El
numero maximo de firmantes no debe ser superior a
seis. Su estructura serd como la de los articulos ori-
ginales, permitiéndose para el resumen un maximo
de 150 palabras.

4.4. Imdgenes de Osteologia

En este apartado se admitirin imdgenes (radiologi-
cas, anatomopatoldgicas, clinicas, etc.), hasta un
namero médximo de 4, relacionadas con el campo de
la Osteologia, las cuales deben ser acompanadas de
un texto explicativo cuya extensién maxima serd de
2 paginas

4.5. Cartas al Editor

En esta seccion se publicarin aquellas cartas que
hagan referencia a trabajos publicados en la revista
anteriormente 'y aquéllas que aporten opiniones,
observaciones o experiencias que por sus caracteris-
ticas puedan ser resumidas en un breve texto. La
extension maxima serd de 60 lineas y se admitirin
una figura o una tabla y diez referencias bibliografi-
cas como méximo. El nimero de firmantes no debe
exceder de cuatro.

4.6. Otras secciones

La Revista incluye otras secciones (Editoriales,
Revisiones y Documentos o Articulos Especiales), las
cuales seran encargadas por el Comité de Redaccion.
Los autores que espontaneamente deseen colaborar
en alguna de estas secciones deberdn consultar pre-
viamente al Director de la Revista.

4.6.1. Revisiones

Se presentarin con una extension de 12 pdginas
(4.200 palabras, 25.560 caracteres con espacios) y un
maximo de 60 citas. Se admitirin un maximo de 4
figuras y 5 tablas que deberdn contribuir de manera
evidente a la mejor comprension del texto. Las revi-
siones se acompanardn de un resumen en espanol y
tendrdn un ultimo apartado de conclusiones de apro-
ximadamente un folio de extension.

4.6.2. Editoriales

Tendrdn una extensién méxima de 4 paginas (2.100
palabras, 12.780 caracteres con espacios), sin tablas
ni figuras, y un maximo de 30 citas bibliograficas.
4.6.3. Documentos especiales

Se incluird en este apartado todos aquellos docu-
mentos y articulos que pudieran realizar alguna
aportacion  cientifica al campo del metabolismo
mineral 6seo y que posea unas caracteristicas que no
permitan su inclusion en alguno de los apartados
anteriores de la revista. EI Comité Editorial decidird
la manera de publicar estos documentos, y se reser-
va el derecho de modificarlos para adecuarlos al for-
mato de la Revista.

5) TRANSMISION DE LOS DERECHOS DE AUTOR

5.1. Garantias del autor y responsabilidad

Al enviar el trabajo por correo electronico, el autor
garantiza que todo el material que remite a la Revista
de Osteoporosis y Metabolismo Mineral para su
publicacion es original, y que el mismo no ha sido
publicado con anterioridad ni remitido simultinea-
mente a ninguna otra Revista para su publicacion.
Asimismo, el autor garantiza que el trabajo que remi-
te cumple la Ley de Proteccion de Datos y que ha
obtenido el consentimiento previo y escrito de los
pacientes o sus familiares para su publicacion.

5.2. Cesion de derechos de explotacion

El autor cede en exclusiva a la SEIOMM, con facul-
tad de cesion a terceros, todos los derechos de
explotacion que deriven de los manuscritos que sean
seleccionados para su publicacion en la Revista, y en
particular los de reproduccion, distribucion y comu-
nicacion publica en todas sus formas.

El autor no podrd publicar ni difundir los trabajos
que sean seleccionados para su publicacion en
Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral ni
total ni parcialmente, ni tampoco autorizar su publi-
cacion a terceros, sin la preceptiva previa autoriza-
ci6n expresa, otorgada por escrito, de la SEIOMM.






