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Diabetes y hueso: una relacion inesperada

pero intensa
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omo titulo de este editorial hemos des-
crito la asociacion entre diabetes melli-
tus (DM) y osteoporosis como inespe-
rada pero intensa. No obstante, quiza
primero deberiamos decir "atn contro-
vertida para algunos", puesto que hoy
en dia todavia son objeto de discusién la propor-
cion e intensidad con las que las alteraciones des-
critas en la cantidad y la calidad de hueso, ademas
de las alteraciones en el metabolismo mineral, se
asocian tanto a la diabetes tipo 1 (DMt1) como la
tipo 2 (DMt2), e influencian un aumento de la tasa
de fracturas'.
Sabemos que la diabetes de inicio juvenil puede
asociarse a una reduccion en el pico de densidad
mineral 6sea (DMO), con las consecuencias que
ello conlleva para las fracturas en edades mas
avanzadas. Ademas, en la DMt2 se ha descrito
una DMO mayor de la esperada, a diferencia de
la DMtl en la que se ha descrito una reducciéon
de la DMO, especialmente asociada a la apari-
cion de complicaciones crénicas. En el modelo
actual, la DMt2 se caracterizaria por mayor afec-
tacion de la calidad 6sea frente a la DMO redu-
cida, que jugaria un papel secundario. De hecho,
se ha propuesto aumentar las estimaciones de
riesgo de fractura que se basan en la DMO (mul-
tiplicindolas hasta por 2)?, por el escaso valor
predictivo de aquélla. Asi mismo, se ha descrito
un hipoparatiroidismo funcional en las personas
con DM, ademas de las alteraciones secundarias
a la aparicion de nefropatia u otras complicacio-
nes cronicas.
Finalmente, no podemos despreciar el riesgo
incrementado de caidas secundarias a neuropatia,
alteraciones visuales, enfermedad cerebrovascular
o por la propia hipoglucemia que causan muchos
de los tratamientos mds cldsicos para la diabetes,
como las sulfonilureas y otros secretagogos o la
insulina'.
Ademas, las personas con diabetes sufren un
nimero inesperadamente alto de fracturas en
esqueleto apendicular (brazos, tobillos, piernas...),

por lo que se ha sugerido un papel de la neuro-
patia, e incluso de la microangiopatia localizada
en esas zonas.

En el presente nimero, Martinez-Laguna y cols.?
pretenden determinar si hay diferencias en el uso
de farmacos entre personas con DMt2 y sin diabe-
tes utilizando para ello la potente base de datos
de Atencion Primaria en Catalupa (Sistema de
Informacion para el Desarrollo de la Investigacion
en Atencion Primaria, SIDIAP). Cuando seleccio-
nan los sujetos con DMt2 mayores de 50 anos y
los emparejan con dos no diabéticos similares, el
andlisis de sus caracteristicas clinicas y tratamien-
tos arrojo datos muy interesantes.

Primero se corrobor6 una tasa de fracturas —pre-
valencia en realidad— mucho mis elevada de la
esperada —de hecho, casi excesivamente elevada:
1,3% vs. 0,3% en sujetos sin DM—, pero lo que es
ain mucho mas preocupante, incluso con esa
enorme prevalencia de fracturas (que hemos de
asumir como osteoporoticas en su inmensa mayo-
ria), es que el uso de, por ejemplo, bisfosfonatos
fue un 30% menor en personas con diabetes, lo
que resulta inasumible.

El andlisis multivariante animado a despejar el
papel de variables confusoras, confirmé que el ser
diabético se asociaba a una menor probabilidad
de ser tratado para la osteoporosis.

Por lo tanto, ademads de saludar este nuevo inte-
resante trabajo del grupo que lidera Daniel Prieto
Alhambra, no podemos menos que recordar que
existen recomendaciones actualizadas para la
evaluacion de osteoporosis secundarias a enfer-
medades endocrinas?, e incluso recomendaciones
especificas sobre los tratamientos anti-diabéticos
y su impacto en el riesgo de fractura’, promovi-
das por el Grupo de Trabajo de Osteoporosis y
Enfermedades Oseas Metabolicas de la Sociedad
Espanola de Endocrinologia, las cuales, desde
aqui, volvemos a recomendar a todos aquéllos
con preocupacion en el tratamiento de la osteopo-
rosis y de la diabetes, una pareja con una relacion
mucho mis intensa de lo esperado.
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Resumen

Objetivo: Determinar si existen diferencias en la prevalencia del uso de firmacos para la osteoporosis
entre pacientes diabéticos tipo 2 (DM2) y no diabéticos.

Material y método: Estudio de cohortes retrospectivas con datos del Sistema de Informaciéon para el
Desarrollo de la Investigacion en Atencion Primaria (SIDIAP), que contiene informacién clinica anoni-
mizada de mas de 5 millones de pacientes de Cataluna. Se seleccionaron todos los pacientes de =50 anos
de edad con diagndstico de DM2, que fueron apareados con dos sujetos sin diabetes. Se recogié infor-
macion sobre variables descriptivas, fracturas prevalentes y el uso de firmacos para la osteoporosis agru-
pados en bifosfonatos (BF), suplementos calcio y vitamina D (CaD), y cualquier firmaco para la osteo-
porosis (FPO). Mediante regresion logistica se calcul6 la asociacion entre la presencia de DM2 y el uso
de FPO, ajustando por variables confusoras.

Resultados: Se identificaron 166.106 pacientes con DM2 y 332.212 no diabéticos. Los DM2 tenian mayor
prevalencia de fractura que los no diabéticos (1,3% vs. 0,3%). El uso de BF en los pacientes con DM2 era
del 6,6%, frente al 9,3% en los no diabéticos (p<0,001); de CaD, 9,7% vs. 12,3% (p<0,001); y de FPO, 7,6%
vs. 10,7% (p<0,001). Tras ajustar por variables confusoras, los pacientes con DM2 presentaban menor pro-
babilidad de ser tratados con BF (OR=0,67; IC95%: 0,64-0,68), con CaD (OR=0,71; IC95%: 0,70-0,73) o
con FPO (OR=0,66; 1C95%: 0,64-0,67) que los no diabéticos.

Conclusiones: A pesar de presentar una mayor prevalencia de fracturas previas, los pacientes con DM2
tienen mas del 30% de probabilidad de no recibir un FPO que los no diabéticos. Esto podria ser debido
a una infravaloracion del riesgo en estos pacientes.

Palabras clave: osteoporosis, bifosfonatos, diabetes mellitus tipo 2, epidemiologia, estudio poblacion general.
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Use of drugs for osteoporosis treatment in patients with type 2 diabetes
mellitus: population-based cohort study

Summary

Objective: Ascertain whether there are differences in the prevalence of osteoporosis drugs in patients with
type 2 diabetes (DM2) and non-diabetic patients.

Material and methods: Retrospective cohort study with data from the Information System for the
Development of Primary Care Research (SIDIAP), which contains anonymous clinical information from
more than 5 million patients in Catalonia. All 50-year-old patients diagnosed with DM2, who were mat-
ched with two subjects without diabetes, were selected. Information on descriptive variables, prevalent
fractures and the use of osteoporosis drugs grouped in bisphosphonates (BF), calcium and vitamin D sup-
plements (CaD), and any osteoporosis drug (OD) were collected. Through logistic regression, the associa-
tion between the presence of DM2 and the use of OD was calculated, adjusting for confounding variables.
Results: A total of 166,106 patients with DM2 and 332,212 non-diabetics. The DM2 group presented a hig-
her prevalence of fracture than did diabetics (1.3% vs 0.3%). The use of BF in patients with DM2 was
6.6%, compared to 9.3% in non-diabetics (p<0.001). Of CaD, 9.7% vs 12.3% (p<0.001) and OD, 7.6% vs
10.7% (p<0.001). After adjusting for variable confounders, the patients with DM2 presented a lower pro-
bability of being treated with BF (OR=0.67, 95% CI: 0.64-0.68), with CaD (OR=0.71, 95% CI: 0.70-0.73) or
with OD (OR=0.66, 95% CI: 0.64-0.67) than non-diabetics.

Conclusions: Despite having a higher prevalence of fractures in patients with DM2, they have more than
30% chance of not having received an OD than non-diabetic patients. This may be attributed to an unde-

restimation of risk in these patients..

Key words: asteoporosis, bisphosphonates, type 2 diabetes mellitus, epidemiology, general population studies.

Introduccién

La osteoporosis es una enfermedad del metabolis-
mo 6seo que se caracteriza por un aumento de la
fragilidad 6sea y la propension a fracturas. En
mujeres posmenopdusicas estas fracturas se han
asociado con una disminucién de la densidad
minera 6sea (DMO)'. Sin embargo, esta correla-
cion con la baja DMO no se da en todas las situa-
ciones; los pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(DM2) presentan un incremento del riesgo de frac-
turas, especialmente de fracturas de fémur*!, a
pesar de presentar unos valores de DMO mas ele-
vados en comparacién con la poblacion no diabé-
tica que se fractura®®.

Se han postulado diferentes mecanismos a tra-
vés de los cuales podria incrementarse el riesgo
de fractura en la poblacion diabética. Entre ellos
destacan algunas complicaciones asociadas a la
DM2 (hipoglucemias, neuropatia, nefropatia y reti-
nopatia diabéticas)™ y que también se asocian a
un mayor riesgo de caidas y, en consecuencia, de
fracturas. También algunos farmacos antidiabéti-
cos, como las sulfonilureas, las glitazonas y la
insulina, se han visto asociados con un mayor ries-
go de fracturas''?. Recientemente se ha descrito
también un mayor riesgo de fracturas en pacientes
tratados con un inhibidor del cotransportador
sodio-glucosa tipo 2 (iSGLT-2), la canagliflozina,
hecho que no se ha observado hasta el momento
con otros iSGLT-2"*. Otra posible explicacion
seria el efecto que tiene el depdsito de los produc-
tos de glucosilacion avanzada sobre el colageno
O0seo que podria disminuir la resistencia del
hueso®™*,

Para la prevencion de las fracturas osteoporo-
ticas se dispone de diferentes firmacos para la
osteoporosis (FPO). Estos han sido analizados en
multitud de ensayos clinicos, variando su efecto
en funcién del firmaco, de la poblacion estudiada
y de la localizacion de la fractura. Sin embargo,
existe poca informacion de dichos fairmacos en la
practica clinica habitual, especialmente en pacien-
tes diabéticos'.

Si los pacientes con DM2 presentan una mayor
DMO que los no diabéticos y un mayor riesgo de
facturas, parece logico pensar que la valoracion
del riesgo real de fracturas en estos pacientes esté
infraestimada y, en consecuencia, estén infratrata-
dos. Nuestro objetivo ha sido determinar si existi-
an diferencias en la prevalencia del uso de firma-
cos para la osteoporosis entre pacientes con DM2
y los no diabéticos.

Material y método

Diserio del estudio:

Estudio de cohortes retrospectivas de base pobla-
cional con datos de la base de datos del Sistema
de Informacién para el Desarrollo de la
Investigacion en Atencién Primaria (SIDIAP)
(www.sidiap.org). El SIDIAP contiene la informa-
cién socio-demogrifica, registros clinicos de los
médicos de Atencion Primaria que trabajan en el
Instituto Catalan de Salud (ICS), principal provee-
dor de los servicios sanitarios en Cataluna, asi
como los resultados analiticos y los datos de fac-
turacién de Farmacia. Dispone de informacion de
mas de 5 millones de pacientes (aproximadamen-
te un 80% de la poblacion catalana). La represen-
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tatividad de SIDIAP sobre la poblacion general de
Cataluna ha sido previamente demostrada®.
Estudios previos realizados con el SIDIAP en
pacientes con DM2 observaron una prevalencia de
la enfermedad similar a otros estudios realizados
en Espana*®. También se dispone de multitud de
estudios que analizan nuevos predictores de frac-
tura por fragilidad*.

Participantes:

Se seleccionaron todos los sujetos de 50 o mds anos
de edad con diagndstico de DM2 prevalente o inci-
dente entre 2006 y 2013, usando cédigos CIE10
(E11.0, E11.1, E11.2, E11.3, E11.4, E11.5, E11.6,
E11.7, E11.8 y E11.9). Por cada sujeto con DM2 se
seleccionaron dos sujetos no diabéticos de igual
sexo, edad (+ 2 anos) y del mismo Centro de Salud.
Se consideraron no diabéticos aquellos sujetos sin
diagnostico registrado de diabetes mellitus tipo 2 o
tipo 1, y que no hubiesen recibido ningin firmaco
antidiabético previamente a la inclusion.

Variables de estudio:

Se recogi6 informacién sobre la edad, el sexo y
algunas variables clinicas: indice de masa corporal
(IMC), tabaquismo (fumador, no fumador y ex-
fumador) y consumo de alcohol (medido por uni-
dades de consumo a la semana y clasificado en:
consumo de bajo riesgo, cuando el consumo en
hombres es inferior a 17 unidades o en mujeres a
11; consumo moderado, cuando en hombres es
entre 17 y 28 unidades o en mujeres entre 11 y 17;
y consumo de riesgo, cuando en hombres es
superior a 28 unidades o en mujeres a 17, tal y
como se define en el Programa de Actividades
Preventivas y Promocion de la Salud)®. Se valoro
la presencia de cardiopatia isquémica (angina
estable, angina inestable o infarto de miocardio) y
enfermedad cerebro-vascular (infarto cerebral o
accidente isquémico transitorio) en el momento
de inclusion, utilizando codigos CIE10. También
se recogieron las fracturas prevalentes (de cual-
quier localizacion excepto cara o crineo, y dedos
de manos o pies). El uso de farmacos para la osteo-
porosis se agrup6 en tres categorias: 1) bifosfona-
tos (BF), 2) suplementos calcio y vitamina D
(CaD), y 3) cualquier farmaco para la osteoporo-
sis (FPO). Para ello se utilizaron los cédigos de la
Clasificacion Anatémica, Terapéutica, Quimica de
la Organizacion Mundial de la Salud (Anatomical
Therapeutic Chemical Classification, ATC).

Andlisis estadistico:

Las caracteristicas de la poblacion estudiada se
describen mediante anilisis descriptivo univarian-
te, calculando la media y la desviacion estdndar
para las variables continuas, y la frecuencia abso-
luta y el porcentaje para las variables categoricas.
Para comparar las prevalencias de enfermedad car-
diovascular y de fracturas en ambos grupos se uti-
liz6 la prueba de Chi cuadrado. Mediante regresion
logistica se calcul6 la asociacion entre la presencia
de DM2 y el uso de FPO; se ajusto por los siguien-
tes factores de confusion, definidos a priori segin

la literatura disponible y la plausibilidad biolégica:
edad, sexo, IMC, tabaquismo, consumo de alcohol,
cardiopatia isquémica (CD o enfermedad cerebro-
vascular (ECV) previos y fracturas previas. Todas
las pruebas estadisticas se realizaron con una con-
fianza (IC) del 95% y suponiendo un contraste bila-
teral. Se utiliz6 para todos los analisis el paquete
estadistico Stata SE version 12.0 para Mac.

Aspectos éticos:

El SIDIAP proporcioné datos puramente observa-
cionales para este estudio. Los datos del SIDIAP
son totalmente andénimos e identificados por un
codigo interno que se crea en el momento de la
incorporacion de los datos, hecho que imposibilita
la identificacion de los sujetos incluidos. Se obtuvo
la aprobacién del Comité Etico de Investigaciones
Clinicas local (CEIC IDIAP Jordi Gol), con cédigo
P15/150.

Resultados

Se identificaron 166.106 pacientes con diagndstico
de DM2 prevalente o incidente entre 2006 y 2013,
y se emparejaron con 332.212 pacientes no diabé-
ticos. Las caracteristicas basales de ambas cohortes
se recogen en la tabla 1. Los sujetos con DM2 pre-
sentaban mayor prevalencia de CI y ECV que los
no diabéticos. También presentaban una mayor
prevalencia de fracturas previas, de forma general
y por localizaciones especificas (Tabla 2).

Los pacientes con DM2 presentaban una
menor proporcion de uso de firmacos para la
osteoporosis, tanto de BF como de cualquier FPO
y también para CaD, estadisticamente significativa
(p<0,001 en las tres situaciones) en comparacion
con los pacientes no diabéticos (Figura 1).

Al analizar la probabilidad de recibir un firma-
co para la osteoporosis en sujetos con DM2, en
comparacién con los no diabéticos, las odds ratio
no ajustadas fueron de 0,67 (IC 95%: 0,65-0,68)
para BF, de 0,74 OC 95%: 0,72-0,75) para CaD, y
de 0,66 IC 95%: 0,65-0,68) para cualquier FPO.

Tras ajustar por la edad, el sexo, el IMC, el
tabaquismo, el consumo de alcohol, los CI o ECV
previos y las fracturas previas, los sujetos con DM2
presentaban una menor probabilidad de ser trata-
dos con BF (OR=0,67; IC95%: 0,64-0,68), con CaD
(OR=0,71; 1C95%: 0,70-0,73) o con cualquier FPO
(OR=0,606; 1C95% 0,64-0,67) que los no diabéticos.

Discusion

Los pacientes con DM2, a pesar de tener una
mayor prevalencia de fracturas previas, presenta-
ron mas de un 30% de probabilidad de no recibir
un firmaco para la osteoporosis, en comparacion
con los sujetos no diabéticos. Igual que en traba-
jos previos, observamos una mayor proporcion
de fracturas en los pacientes con DM2 en compa-
racion con los no diabéticos, principalmente a
nivel de fémur donde la prevalencia se multiplicé
por cuatro. Estos datos coinciden con dos metaa-
nalisis recientes donde se describe un 30% mas
de riesgo de fractura de fémur en los pacientes
con DM23%,
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Tabla 1. Caracteristicas basales en pacientes con DM2 y no diabéticos emparejados

. Pacientes con DM2 Pacientes no diabéticos
VTN (n=166.106) (n=332.212) VELBP IR

Género @; n (%) 79.249 (47,7) 158.498 (47,7) 1
Edad; media + DE 65,4 + 11,4 63,8 + 11,8 <0,001
IMC (kg/m?); n (%) <0,001

<24,99 17.076 (10,3) 55.088 (16,6)

25-29,99 60.404 (36,4) 112.913 (34,0)

>30 75.923 (45,7) 79.220 (23,8)

Pérdidas 12.703 (7,6) 84.991 (25,6)
Tabaquismo; n (%) <0,001

No fumador 78.593 (47,3) 142.888 (43,0)

Fumador 23.821 (14,4 42.736 (12,9

Exfumador 16.835 (10,1) 26.137 (7,9)

Pérdidas 45.857 (28,2) 120.451 (36,2)
Consumo alcohol; n (%) <0,001

Abstemio 100.203 (60,3) 164.381 (49,5)

Bajo riesgo 42.167 (25,4) 81.081 (24,4

Consumo nocivo 5.257 (3,2) 8.924 (2,7)

Pérdidas 18.479 (11, 77.826 (23,4)
ECV previa; n (%) 9.762 (5,9) 10.039 (3,0) <0,001
CI previa; n (%) 16.416 (9,9 13.678 (4,1) <0,001

Q: mujeres; DE: desviacion estdndar; IMC: indice de masa corporal; ECV: enfermedad cerebro vascular;

CI: cardiopatia isquémica.

Tabla 2. Prevalencia de fracturas en pacientes con DM2 y no diabéticos emparejados

o s Pacientes con DM2 Pacientes no diabéticos
Localizacion (n=166.106) (n=332.212) Valor de p
Cualquier localizacion n (%) 4.012 (2,4 1.732 (0,5) <0,001
Fractura principal* n (%) 2.215 (1,3) 1.055 (0,3) <0,001
Fémur n (%) 609 (0,4) 382 (0,1) <0,001

*Fractura de cadera, muneca, antebrazo, himero o vertebral.

Paraddjicamente, atn presentando mayor pre-
valencia de fracturas previas, los pacientes con
DM2 tienen una menor probabilidad de ser tratados
con un bifosfonato, con suplementos de calcio y
vitamina D o con cualquier farmaco para la osteo-
porosis. Una posible explicacion de estos hechos
podria ser una infravaloracion del riesgo de fractu-
ra en estos sujetos. A pesar de que no disponemos
de datos en nuestra cohorte sobre DMO, trabajos
previos que comparan pacientes con DM2 con
pacientes no diabéticos observan que los primeros

presentan una mayor DMO”. Por tanto, si la valora-
cion del riesgo de fractura se realiza exclusivamen-
te por los valores de DMO, los pacientes con DM2
serian infravalorados. Otra posibilidad seria la valo-
racion del riesgo de fracturas mediante el uso de
herramientas que permitan el cdlculo del riesgo
absoluto de fractura. En nuestro medio, la mas uti-
lizada es FRAX®, que no considera la DM2 como un
factor de riesgo. Diferentes estudios®* apoyan la
idea de no utilizar FRAX® en pacientes con DM2,
puesto a que a igual valor de riesgo absoluto calcu-
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Figura 1. Uso de farmacos para la osteoporosis en funcion
de la presencia de DM2 o no

lado por FRAX® los pacientes con DM2 pre-
sentan un riesgo real mayor de fracturas que

los no diabéticos®. En un andlisis de la cohor-
te Manitoba se observo que los pacientes con
DM2 presentaban una mayor proporcion de
fracturas observadas que las esperadas, tanto
fracturas principales como de fémur, hecho
que no sucedia en sujetos no diabéticos*. Una
tercera explicacion plausible serfa que los
pacientes con DM2 reciben mas firmacos que
los no diabéticos, y esto podria condicionar al
facultativo a la hora de prescribir un farmaco
para la osteoporosis. Si bien no disponemos
del nimero de farmacos que de media recibian
nuestros pacientes, otros trabajos realizados en
pacientes con DM2 de la base de datos del
SIDIAP¥ describe un coste en medicacion casi
del doble en comparacion con pacientes no dia-
béticos, y, en consecuencia, un mayor nimero
de farmacos.

Como era de esperar, los pacientes DM2 de
nuestra cohorte presentaron una mayor preva-
lencia de CI y ECV que los no diabéticos, casi
el doble. Algunos autores sugieren que existe
una relacion entre enfermedad cardiovascular
y metabolismo 6seo. Un estudio de casos-con-
troles realizado en sujetos con sindrome meta-
bolico observd que los pacientes con un even-
to coronario en los Gltimos seis meses presen-
taban una mayor prevalencia de fractura ver-
tebral y de cualquier localizacion, en compa-
racion con los sujetos que no habian sufrido
un evento coronario®.

Una de las limitaciones de nuestro estudio
es que los datos provienen de la historia cli-
nica informatizada y, a diferencia de los estu-
dios clasicos de cohortes, no se dispone de
una validacion caso por caso de cada fractu-
ra. Pero estudios previos han validado los
datos del SIDIAP en comparacién con estu-
dios de cohortes clasicas y bases de datos de
alta hospitalaria, observandose una sensibili-
dad moderada (préxima al 70%) y una espe-
cificidad elevada (>95%)*. Ademas, la codifi-
cacion CIE-10 no distingue entre fracturas
traumaticas y fracturas por fragilidad. Una
reciente validacion de una muestra de mas de

300 fracturas registradas en pacientes de >50
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anos de la base del SIDIAP observé que mas
del 90% de las fracturas de fémur, mas del
87% de las vertebrales y mas del 80% de las frac-
turas principales eran por fragilidad (no relaciona-
das con un traumatismo)®, hecho que da una
mayor validez a nuestros datos. Otra posible limi-
tacion es que los datos en relacién a la prescrip-
cion se recogen de los datos de facturacion a
Farmacia, de tal forma que puede existir una pres-
cripcion indicada no retirada en la farmacia y, en
consecuencia, no considerada. Pero este hecho se
daria en todo caso en ambas cohortes, tanto pacien-
tes con DM2 como no diabéticos.

Por el contrario, este estudio tiene importantes
fortalezas como es el elevado nimero de indivi-
duos incluidos, lo que permite detectar diferencias

estadisticamente significativas que en otros estudios
de cohortes con un tamano muestral mds pequenio
no se hubieran detectado.

Consideramos necesaria la bisqueda de herra-
mientas que permitan estimar mejor el riesgo de
fracturas de los pacientes con DM2. Una posibili-
dad podria ser la incorporacion de la DM2 como
factor de riesgo en el FRAX® o disponer de una
herramienta especifica para los pacientes con
DM2 que tenga en cuenta los factores de riesgo
clasicos y los propios de la DM2. Otra opcion seria
la incorporacion de nuevas técnicas, como la
microindentacién, que permiten valorar el riesgo
de fractura de forma independiente a la DMO™*,



Conclusiones

Los pacientes con DM2 presentan cerca de un 30%
mas de probabilidad de no recibir un bifosfonato,
suplementos de calcio y vitamina D o cualquier
farmaco para la osteoporosis que los pacientes no
diabéticos. Creemos que esta menor probabilidad
de ser tratados es debida a una infravaloracion del
riesgo real de fractura en pacientes con DM2, lo
que justifica la necesidad de una herramienta
especifica para la estimacion del riesgo de fractu-
ras en estos pacientes.

Financiacion: Este trabajo cont6 con la ayuda de
la Beca de Investigacion Clinica FEIOMM 2014 y
recibi6 un premio Italfirmaco a la mejor
Comunicaciéon Oral del Congreso de la SEIOMM
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Resumen

Introduccion: En pacientes con enfermedad renal crénica (ERC), la hiperfosfatemia agrava tanto la hiper-
plasia paratiroidea como la sintesis y secrecion de PTH. La mayor hiperplasia se asocia a descensos en
la expresion génica de los receptores de calcio (CaSR), vitamina D (VDR) y también de a-Klotho, indu-
ciendo resistencia de la glandula paratiroides para responder tanto al tratamiento como a los aumentos
de FGF23. Este estudio examiné la posible contribucion epigenética del fosforo elevado en agravar el
hiperparatiroidismo secundario (HPTS).

Material y métodos: Se compard el grado de metilacion mediante pirosecuenciacion de bisulfito en secuen-
cias ricas en CpG de los promotores en los genes del CaSR, VDR, PTH y a-Klotho en ADN de glandulas
paratiroides de ratas urémicas alimentadas con dieta con contenido normal y elevado en fésforo.
Resultados: La dieta rica en fosforo increment6 la expresion de PTH y caus6 una marcada reduccion del
grado de metilacion en el promotor del gen de PTH. En cambio, las regiones promotoras de los genes
de CaSR, VDR y a-Klotho no mostraron diferencias significativas en el porcentaje de metilacion entre
ambos grupos de ratas, no siendo, por tanto, éste el mecanismo determinante de la disminucion de la
expresion de estos genes observada en el HPTS.

Conclusiones: Las alteraciones epigenéticas inducidas por la dieta rica en fésforo en el HPTS, en particu-
lar la hipometilacion del gen de la PTH, podrian contribuir a los aumentos que se producen en la sinte-
sis y secrecion de esta hormona. La identificacion de los mecanismos implicados permitiria disefiar mejo-
res tratamientos para el HPTS en fases tempranas de la ERC.

Palabras clave: metilacion del DNA, PTH, enfermedad renal crénica, glindulas paratiroides, hiperfosfatemia.
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Hypomethylation of the PTH gene due to high dietary phosphorus: a
possible aggravating of severe secondary hyperparathyroidism in
chronic renal failure

Summary

Introduction: Hyperphosphataemia aggravates both parathyroid hyperplasia and PTH secretion in patients
with chronic kidney disease (CKD). Hyperplasia is associated with decreases in calcium receptor expression
(CaSR), vitamin D (VDR) and a-Klotho, inducing resistance of the parathyroid gland to respond both to treat-
ment and to increases in FGF23. This study examined the possible epigenetic contributions of raised phos-
phorus to aggravate secondary hyperparathyroidism (SHPT) in patients with (CRD).

Material and methods: The degree of methylation was compared by pyrosequencing of bisulfite in CpG-
rich sequences of the promoters in the CaSR, VDR, PTH and a-Klotho genes in parathyroid gland DNA
from uremic rats fed a normal and high phosphorus diet.

Results: The diet rich in phosphorus increased PTH expression and caused a marked reduction in the
degree of methylation in the promoter of the PTH gene. In contrast, the promoter regions of the CaSR,
VDR and a-Klotho genes did not show significant differences in the percentage of methylation between
the two groups of rats. Thus, it was not the determining mechanism for the decrease of the expression
of these genes observed in the SHPT.

Conclusions: The epigenetic alterations induced by the phosphorus rich diet in SHPT, particularly the PTH
gene hypomethylation, could contribute to the increases that occur in the synthesis and secretion of this
hormone. The identification of the mechanisms involved would allow better treatments for SHPT to be

designed in the early stages of CKD.

Key words: DNA methylation, PTH, chronic kidney disease, parathyroid glands, hiperphosphataemia.

Introduccién

El hiperparatiroidismo secundario (HPTS) es una
complicacion frecuente de la enfermedad renal cré-
nica (ERC) caracterizada por hiperplasia de las glan-
dulas paratiroides y aumentos en la sintesis y secre-
cion de hormona paratiroidea (PTH). Las elevacio-
nes de los niveles séricos de PTH causan alteracio-
nes en el remodelado 6seo y en la homeostasis
fosfo-calcica que incrementan tanto la propension a
fracturas como a calcificacion vascular, procesos
que agravan la morbi-mortalidad del enfermo renal’.

En el curso de la ERC, los estimulos mas impor-
tantes para el desarrollo de HPTS son los descen-
sos en los niveles circulantes de calcio, de vitami-
na D nutricional y de su forma hormonal, el calci-
triol, como asi también las elevaciones en el fosfo-
ro sérico, aun cuando se alcancen niveles inferio-
res al limite superior del rango normal®.

Es importante destacar que el grado de hiperpla-
sia paratiroidea en la ERC se asocia también con una
disminucion proporcional de la expresion paratiroi-
dea de los receptores de calcio y vitamina D (CaSR
y VDR)’. Estas reducciones atentian la capacidad
de la glandula de suprimir tanto las tasas de pro-
liferacion celular como las de secrecion de PTH en
respuesta a los cambios en los niveles circulantes
de calcio y vitamina D, inducidos por el tratamien-
to dirigido a corregir la hipocalcemia o la deficien-
cia de vitamina D. Un agravante adicional a la dis-
funcion paratiroidea de la ERC es la disminucion
temprana de la molécula anti-envejecimiento,
a—Klotho, en la membrana de las células paratiroi-
des'. Esta reduccion conduce a una ineficaz supre-
sion de la sintesis y secrecion de PTH por la hor-

mona fosfatirica FGF23, ya que oa-Klotho actta
como co-receptor obligado para las senales celu-
lares del complejo de FGF23 con su receptor espe-
cifico FGFR>S.

Hoy sabemos que, ademas de los defectos en el
control transcripcional tanto del gen de la PTH como
del CaSR y del a-Klotho debidos a la deficiencia de
calcitriol, o a la disminucion de los niveles de su
receptor, el VDR, en la glandula paratiroides hiper-
plasica®, podrian también contribuir a la disfuncion
paratiroidea del enfermo renal modificaciones epige-
néticas, como la hipermetilacion de los genes de
CaSR, VDR o a-Klotho en sus regiones promotoras.
El interés en la epigénetica del HPTS en la ERC sur-
gi6 de la evidencia del rol critico de la hipermetila-
cién de genes supresores de tumores en procesos de
proliferacion celular exacerbada’, tal y como ocurre
en el HPTS nodular. Esta forma de HPTS es similar
en su desarrollo a un tumor benigno endocrino, con
un impacto adverso muy grave tanto en la progre-
sion del HPTS, del dafo renal y vascular, como tam-
bién en la supervivencia del enfermo renal por el
desarrollo de resistencias al tratamiento®™.

Por el contrario, existen evidencias del impac-
to significativo de aumentos leves de la metilacion
del gen a-Klotho inducidas por el envejecimiento
en el cerebro y por toxinas urémicas en el rifén,
tanto en la expresion de a-Klotho en la membra-
na celular como también en sus funciones anti-
oxidantes y anti-inflamatorias'** que no se han
estudiado en la glandula paratiroides.

Otra modificacion epigénetica de gran interés para
el control del HPTS es la hipometilacion global del
gen de la PTH, demostrada exclusivamente en el teji-



do paratiroideo®. Aun cuando el grado de hipometi-
lacion global del gen de PTH es similar en glandulas
con funcién normal y glindulas hiperfuncionantes®,
este hallazgo sugiere que un proceso de metilacion
diferencial de este gen en sus regiones promotoras
podria contribuir a la severidad del HPTS.

Debido a que la retencion de fésforo por el
rinén enfermo es el mayor factor de riesgo para
exacerbar directamente el grado de hiperplasia
paratiroidea, de estabilizacion del ARN mensajero
de PTH, de la secrecion de PTH a la circulacion y
de los aumentos de FGF23 en la ERC, por meca-
nismos no transcripcionales, el objetivo de este
trabajo fue evaluar en un modelo murino de ERC,
la posible contribucién de alteraciones epigenéti-
cas inducidas por elevaciones en el fésforo sérico
a la severidad de la disfuncion paratiroidea. Para
ello, comparamos el grado de metilacién de los
promotores de los genes de CaSR, VDR, Klotho y
PTH en ratas urémicas alimentadas con dietas con
contenido en fésforo normal o elevado y su aso-
ciacion con la gravedad del HPTS.

Material y métodos

Estudio experimental

Para el estudio se utilizaron ratas Wistar macho de
4 meses de edad procedentes del animalario de la
Universidad de Oviedo, sometidas a una nefrecto-
mia (NX) de 7/8 consistente en la eliminacion de
tres cuartas partes del rindn izquierdo y con resec-
cion total del rinén derecho™.

Inmediatamente después de la nefrectomia, un
grupo de animales urémicos continué con la dieta
de mantenimiento para roedores que posee con-
tenido normal (N) en fésforo (P) (0,6%; grupo NX-
NP), mientras que el otro grupo de animales
nefrectomizados recibié una dieta con elevado (E)
contenido en fosforo (0,9%; grupo NX-EP) duran-
te 20 semanas.
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En el momento del sacrificio, realizado bajo
anestesia con CO, y por exanguinacion, se recogio
suero para determinar marcadores generales del
grado de ERC y de alteraciones en el metabolismo
0seo y mineral y también las glandulas paratiroides
de cada grupo experimental (14 glandulas de 7 ratas
por grupo) almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.

Andlisis de la metilacion de los promotores de los
genes a estudio mediante pirosecuenciacion de
bisulfito

Para la extraccion del material genémico de las
glandulas paratiroides de rata se utilizé el método
del fenol-cloroformo. El ADN extraido de las glan-
dulas paratiroides se traté con bisulfito sodico
siguiendo las instrucciones del kit de bisulfitacion
EZ DNA Methylation-Gold™ Kit D5005” (Zymo
Research, Orange, EE.UU.). A continuacion se reali-
z6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
especifica, con cebadores biotinilados, seguida
luego por el protocolo de pirosecuenciacion
(PyroMark QUIAGEN® Q24), consistente en desna-
turalizar las dobles cadenas de los productos de
PCR para obtener cadenas simples, una de ellas
marcada con biotina. La cadena biotinilada se utili-
z6 como molde para la unién del cebador de
secuenciacion. Con el programa informatico
Pyromark 2.0.6 se analizo el patrén de metilacion de
la region de los promotores de los genes de PTH,
VDR, CaSR y Klotho comprendida entre el inicio de
la transcripciéon hacia el extremo 5’ utilizando las
parejas de cebadores que se indican en la tabla 1.

Andalisis estadistico

Para el anilisis de los resultados se utilizé el pro-
grama estadistico SPSS 17.0. Para las variables cuan-
titativas analizadas se utiliz6 la t de Student. Se con-
sideraron las diferencias estadisticamente significa-
tivas ante valores de p<0,05.

Tabla 1. Pareja de cebadores utilizadas en los estudios de metilacion

Cebador Secuencia MRg Tamaiio CpG
Klotho F1 TGGAAAGTTTAGAATGGGAGAAAG

Klotho R1 CCCTTTACCTTCCAAAAACTAAT 51,3 121 pb 5
Klotho SQ GGGAAAGTAGGTGTTTTATT

CaR FW1 AGTTTGGGAATGGTTATAGTT

CaR RV1 CTCCCTAAATCTCTCAAATCAACCTTTA 52,7 169 pb 8
CaR SQ1 TAGGTGGTTTGGGGG

PTH RW1 GGATTTTGAGTTTTGGGTTAGTTTGAT

PTH RV1 ACCTAAATTTCATATACAAACCTTTTACT 52,9 360 pb 2
PTH SQ1 ATTTGAAATTTTAGAGGAGTG

VDR FW1 AGGAATGTTAGGTAGGAGAGA

VDR RV1 CCTTAAAAACCCTACCTTATAAAAAACTCT 52,6 344 pb 6
VDR SQ1 GATATTATTAAAGATTGT

MT}: temperatura de anillamiento de la PCR; F1: cebador directo; R1: cebador inverso; SQ: cebador de secuenciacion.
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Resultados

Datos bioquimicos

Los datos bioquimicos de ambos grupos experi-
mentales se presentan en la tabla 2. Como era de
esperar, los animales alimentados con la dieta con
elevado contenido en fésforo (NX-EP) tuvieron un
mayor deterioro de la funcién renal medida como
urea y creatinina séricas, con respecto a los valo-
res de estos parimetros en el grupo de ratas uré-
micas alimentadas con la dieta con contenido de
fosforo normal (NX-NP).

Si bien no se encontraron diferencias significa-
tivas en los niveles de calcio sérico entre ambos
grupos experimentales, la combinacion de una
menor funcién renal y de un elevado fésforo de la
dieta condujo a aumentos marcados en los niveles
circulantes de fésforo y FGF23 en el orden de 2 y
3 veces superiores a los valores de estos parame-
tros en los animales urémicos alimentados con
fosforo normal. Consecuentemente, el grado de
HPTS fue también superior en los animales urémi-
cos con fosforo elevado en la dieta, mostrando
niveles séricos 40 veces superiores de PTH.

Metilacion de las regiones promotoras de los genes
a estudio

La figura 1 muestra los porcentajes de metilacion
de los sitios CpG en el ADN paratiroideo com-
prendido en las regiones promotoras de los genes
del CaSR, VDR y Klotho. El escaso porcentaje de
metilacion, inferior al 5% en ambos grupos expe-
rimentales, impide toda comparaciéon de posibles
alteraciones epigenéticas diferenciales atribuibles
al elevado fosforo de la dieta comparado con una
ingesta de fosforo normal.

A diferencia de estos genes que disminuyen
con la progresion del HPTS, la figura 2 muestra
que en las dos CpGs del drea estudiada del pro-
motor del gen de la PTH se encontré que en las
glandulas paratiroides de las ratas urémicas ali-
mentadas con fésforo normal existe un porcentaje
de ADN paratiroideo metilado superior al 40%.
Mas importante atn, para el mismo grado basal de
dano renal y de duracion de la uremia (20 sema-
nas), el elevado fosforo en la dieta se asocié a una
disminucion significativa del 80% en la metilacion
de esa region del promotor de PTH. Esta disminu-
cion estd en consonancia con incrementos en los
niveles de PTH en el suero de estos animales 40
veces por encima de la PTH sérica de animales
con el mismo grado basal de uremia alimentados
con dieta con fésforo normal.

Discusién

Este estudio demuestra por vez primera una posi-
ble asociacion epigenética entre la hiperfosfatemia
de la ERC y la severidad del HPTS: la hipometila-
cion del gen de la PTH. Ademas, nuestros resulta-
dos corroboran los hallazgos de otros investigado-
res en cuanto a que los descensos en el conteni-
do paratiroideo de CaSR y de VDR no pueden atri-
buirse a un proceso epigenético de silenciamiento
por hipermetilacién de estos genes, ambos criticos
para el tratamiento efectivo del HPTS. Nuestros

hallazgos también cuestionan la contribucion de la
hipermetilacién del promotor de a-Klotho en los
descensos del a-Klotho de membrana que ocurre
con la progresion del HPTS.

En general, la hipermetilacion de islas CpG en
regiones promotoras da lugar al silenciamiento
de la transcripcion de los genes. Nuestros resul-
tados indican un grado de metilacion inferior al
5% en el CaSR y el VDR, ambos reguladores deci-
sivos tanto de la funcidon paratiroidea normal
como del desarrollo de resistencia al tratamiento.
Ademas, el elevado fésforo de la dieta, que con-
dujo a aumentos significativos tanto en el grado
de dafno renal como del HPTS de estos animales
nefrectomizados, no indujo cambios significati-
vos en el grado de metilacion del CaSR o del
VDR, tal y como demostraron también otros
investigadores en modelos murinos®, pero tam-
poco utilizando medidas del grado de metilacion
global de estos dos genes en glindulas paratiroi-
des humanas provenientes de sujetos normales o
con grado variable de HPTS y primario, y en las
que la contribucion de la hiperfosfatemia no era
el objetivo principal del analisis epigenético'®'”.

Con respecto al grado de metilacién del gen
anti-envejecimiento a-Klotho, su grado de metila-
cion fue también inferior al 10%, y no se observa-
ron diferencias significativas en el porcentaje de
metilacion de las CpGs inducidas por el elevado
fosforo en la dieta, al menos en la zona del pro-
motor estudiada en las glandulas paratiroides pro-
veniente de ambos grupos experimentales de ratas
urémicas. Estos hallazgos no son sorprendentes,
ya que en las células del tabulo renal distal, que
es donde el gen Klotho se expresa mayoritaria-
mente en un rindn normal, parece existir un
mecanismo que activamente protege al promotor
de Klotho de la metilacion de secuencias CpGs'™.
En otros tejidos, con baja expresion de o-Klotho,
como en cerebro, mama, estdmago, colon, muiscu-
lo esquelético o piel, también parece existir un
mecanismo similar de proteccién de los niveles de
a-Klotho previniendo su metilacion. Es importan-
te destacar también que varios autores han obser-
vado que un exiguo grado de metilacién parece
ser suficiente para causar diferencias significativas
en el grado de expresion del gen. De hecho, King
y cols. han demostrado en cerebro de monos
envejecidos que un pequefio incremento del 0,4%
en la metilacion de las islas CpG da lugar a des-
censos de un 20% en la expresion del gen, corro-
borando que el grado de metilacion de secuencias
CpGs pueda estar implicado en la regulacion a la
baja del gen Klotho asociada al envejecimiento®.

Otros autores han referido también diferencias
pequenas (del 1 al 4,5%) en el grado de metilacion
a nivel renal en ratones nefrectomizados®, simila-
res a los valores de metilacion paratiroides obteni-
dos en este estudio (del 2 al 5%). De todos modos,
el elevado fésforo de la dieta no condujo a incre-
mentos significativos en el grado de metilacion de
este gen en el tejido paratiroideo.

Sin duda, el hallazgo mis importante de este
estudio ha sido la identificacion, por vez primera,
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Tabla 2. Marcadores bioquimicos generales y del metabolismo mineral

(gD | (mgdn | e/ | Pamgan | D0 GO
NX-NP 104 + 32 1,0 £ 0,3 11,7 £ 1,1 58+ 1,2 44 + 23 378 + 103
NX-EP 201 + 51 2,1+ 04 10,5 + 1,1 128 +19 | 1.762 + 493 | 1.029 + 101
valor de p 0,001 0,001 0,066 0,001 0,001 0,001

Figura 1. Grado de metilacion de los sitios CpGs que preceden el inicio de la transcripcion del promotor de los
genes de A) CaSR (-172 a -3); B) VDR (-533 a -189) y C) a-Klotho (-217 a -96) en glandulas paratiroides prove-
nientes de ratas nefrectomizadas (NX) alimentadas con una dieta con contenido en fésforo normal PN (NX-PN)
o elevado (NX-PE) durante 20 semanas. En la parte inferior de cada gen se representa graficamente la zona ana-
lizada del promotor y el nimero de sitios CpG existentes en dicho fragmento
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de una asociacion entre la hiperfosfatemia y una
disminucion de la metilaciéon del promotor de
PTH en la secuencia de 350 nucleétidos que pre-
cede al inicio de la transcripcion. Si bien estudios
de hace casi dos décadas, utilizando técnicas que
precedieron el desarrollo de la pirosecuenciacion,
demostraron una hipometilacion global del gen de
la PTH exclusiva del tejido paratiroideo, pero sin
diferencias significativas entre glandulas con fun-
cién normal o hiperfuncionantes, el resultado de
este estudio agrega una posible modificacion epi-
genética a los conocidos mecanismos post-trans-
cripcionales inducidos por el elevado fésforo para
aumentar marcadamente la sintesis y secrecion de
PTH, como son la estabilizacion de ARN mensaje-

ro de PTH o la induccion de las vias de secre-
cion?. Es importante destacar que la significativa
hipometilacion del gen de la PTH inducida por el
elevado fosforo de la dieta podria contribuir en
parte a las marcadas elevaciones en los niveles
séricos de PTH en este modelo murino de enfer-
medad renal experimental avanzada. Sin embargo,
no podemos descartar con estos resultados que,
en realidad, sea el fésforo normal o bajo de la
dieta la causa de la mayor metilacion del gen de
PTH en el curso de las 20 semanas de uremia estu-
diadas en este trabajo. De hecho, la restriccion de
fosforo en la dieta no afecta el contenido intra-
glandular de PTH, sino la capacidad de la célula
paratiroides para su secrecion a la circulacion®.
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Una limitaciéon importante de este estudio es
que no se ha estudiado el impacto de la metila-
cion de estas dos CpGs en la transcripcion del gen
de PTH. Por tanto, solo podemos postular un
mecanismo potencial a ser analizado con mayor
profundidad en el futuro con el objeto de identifi-
car una relacion causa-efecto entre el desarrollo
de hipometilacion del gen de PTH y sus mecanis-
mos moleculares de control, que permitirian la
incorporaciéon de nuevas estrategias terapéuticas
para el control del HPTS en la ERC.

En conclusion, estos hallazgos sugieren que el
desarrollo de alteraciones epigenéticas como la
significativa hipometilaciéon del gen de la PTH,
que se alcanza en estadios avanzados de disfun-
cion de la glandula paratiroides en la enfermedad
renal experimental, podrian contribuir al incre-
mento tanto de la sintesis como la secrecion de
PTH. El disefio de estudios que permitan obtener
evidencias concluyentes del impacto que la hipo-
metilacion tenga sobre la sintesis de PTH y que
conduzcan a la identificacion de los mecanismos
moleculares responsables de esta modificacion
epigenética inducida por el elevado fésforo de la
dieta, constituye el primer paso obligatorio para el
diseno de estrategias terapéuticas innovadoras
para el tratamiento efectivo del HPTS desde esta-
dios tempranos de la ERC.
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Resumen

Introduccion: Valorar niveles séricos de 25-hidroxivitamina D -25(OH)D-, hormonas con influencia sobre el
metabolismo 6seo (parathormona -PTH- y factor de crecimiento insulinico -IGF-I-), marcadores de remode-
lado 6seo (MRO) (telopéptido carboxilo-terminal del coldgeno tipo I -B-CTX- y propéptido aminoterminal
del procolageno tipo I -PINP-), densidad mineral 6sea (DMO), microestructura y biomecanica de cuello de
fémur, en pacientes con fractura de cadera osteopordtica (OP) vs. pacientes artrésicos (OA).

Material y métodos: Estudio observacional transversal de 29 pacientes OP y 14 OA, edad =50 afos.
Cuantificamos niveles séricos hormonales y MRO (inmunoensayo), DMO de cadera (DXA), microestructura
(micro-CT) y biomecanica (ensayos de compresion uniaxial, sistema IGFA). Andlisis estadistico (SPSS 20.0.)
Resultados: Los pacientes OP presentaron niveles inferiores de 25(OH)D (p=0,02) y DMO de cadera (p<0,05),
y superiores de PTH (p=0,029) y de B-CTX (p=0,04). Los niveles de 25(OH)D se correlacionaron positiva-
mente con IGF-I (p=0,04) y negativamente con B-CTX (p=0,003). Los valores de PTH se correlacionaron
negativamente con DMO de cadera (p=0,0005) y positivamente con la separacion trabecular (Tbh.Th)
(p=0,000). Los pacientes con niveles de 25(OH)D <20 ng/mL presentaron niveles mayores de B-CTX
(p=0,006), menores de IGF-1 (p=0,007) y Tb.Th (p=0,04).

Conclusiones: Los niveles de vitamina D son bajos en poblacién anciana, sobre todo en pacientes con
fractura de cadera osteopordtica. Ademds, en estos pacientes existen niveles elevados de PTH y MRO y
descendidos de DMO. Los pacientes cuyos niveles de 25(OH)D son inferiores a 20 ng/mL presentan un
remodelado 6seo mas elevado, con menores niveles de IGF-I y alteraciones de la estructura 6sea (Tb.Th)
que puedan estar en relacion con un mayor riesgo de fracturas.

Palabras clave: vitamina D, osteoporosis, fractura de cadera, densidad mineral dsea, microestructura y biomecanica.
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Influence of vitamin D on biomechanical microstructure and properties
of patients with hip fracture

Summary

Introduction: To assess serum levels of 25-hydroxyvitamin D-25 (OH) D-hormones with influence on
bone metabolism (parathormone -PTH- and insulin-like growth factor (IGF)-D), bone remodeling markers
(BRM) (carboxy-terminal telopeptide of collagen type I-f-CTX- and amino-peptide pro-peptide of proco-
llagen type I -PINP), bone mineral density (BMD), microstructure and biomechanics of the femoral neck,
in patients with osteoporotic hip fracture (OH) versus arthritic patients (OA).

Material and methods: A cross-sectional observational study of 29 OH and 14 OA, age =50 years. We
quantified hormonal serum levels and BRM (immunoassay), hip BMD (DXA), microstructure (micro-CT)
and biomechanics (uniaxial compression tests, IGFA system). Analysis (SPSS 20.0.)

Results: OH patients had lower levels of 25(OH)D (p=0.02) and hip BMD (p<0.05), and higher PTH
(p=0.029) and B-CTX (p=0.04). Levels of 25(OH)D correlated positively with IGF-I (p=0.04) and negati-
vely with B-CTX (p=0.003). The PTH values were correlated negatively with hip BMD (p=0.0005) and
positively with trabecular thickness (TbTh) (p=0.006). Patients with 25(OH)D <20 ng/mL presented hig-
her levels of B-CTX (p=0.006), lower IGF-I (p=0.007) and TbTh (p=0.04).

Conclusions: Vitamin D levels are low in the elderly population, especially in patients with osteoporotic
hip fracture. These patients also presented raised levels of PTH and BRM and descended from BMD.
Patients whose 25(OH)D levels are below 20 ng/mL present higher bone remodeling, with lower levels
of IGF-I and alterations of the bone structure (TbTh) that may be linked to a greater risk of fractures.

Key words: vitamin D, osteaporosis, hip fracture, bone mineral density, microstructure and biomechanics.

Introduccion

La fractura de cadera es una de las principales y la
mas temida complicacion de la enfermedad osteo-
pordtica. Entre los factores de riesgo favorecedo-
res de este tipo de fractura se incluyen una mayor
tendencia a la caida y una disminucién de la resis-
tencia Gsea. Las propiedades que se relacionan
con la resistencia 6sea son fundamentalmente la
densidad mineral 6sea (DMO), la tasa de remode-
lado 6seo, la geometria, la microestructura y la
mineralizacion del tejido 6seo'.

Como es sabido, la vitamina D es esencial, entre
otras, para mantener la salud musculo-esquelética.
Niveles adecuados de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D)
son necesarios para mantener la homeostasis del meta-
bolismo calcico y una insuficiencia de los mismos
conlleva a una menor absorcion intestinal de calcio,
niveles disminuidos de calcio sérico, mayor secre-
cion de PTH, tasa de remodelado 6seo excesiva vy,
por tanto, una menor cantidad y calidad 6sea®
Ademas, se ha comprobado que niveles inferiores
a 30 ng/mL se asocian a defectos importantes de la
mineralizacion 6sea e incremento en la sustancia
osteoide®. Todas estas alteraciones descritas produ-
cen una disminucion de la resistencia 6sea y, por
ello, mayor riesgo de fracturas. Sobre el musculo,
varios estudios han manifestado la relacion positiva
entre niveles de 25(OH)D vy fuerza muscular, sobre
todo en las extremidades inferiores en personas de
edad avanzada®. Otros muestran la debilidad y
dolor muscular, como sintoma caracteristico de los
sindromes deficitarios en vitamina D°, asi como el
incremento en la fuerza muscular y el balance y la
reduccion al riesgo de caidas™ tras la administra-
cion de suplementos adecuados de vitamina D.

Dos meta-andlisis en los que se evaldan estudios
controlados, doble ciego y aleatorizados, concluyen
el efecto beneficioso de la administraciéon de suple-
mentos de vitamina D, comprobandose una reduc-
cion de un 19% en las caidas, un 18% de riesgo de
fractura de cadera y un 20% del riesgo de cualquier
tipo de fractura no vertebral'2. En estos mismos
estudios se senala que la eficacia anticaidas y anti-
fractura de la 25(OH)D se consigue cuando sus
niveles se sitdan por encima de 24 y 30 ng/mL, res-
pectivamente.

En la poblacion adulta, se ha descrito una alta
frecuencia de niveles inadecuados de vitamina D,
inferiores a un umbral variable que se sitda entre
20-40 ng/mL de 25(OH)D, segun los distintos auto-
res, en diversos estudios llevados a cabo en mul-
tiples comunidades de Europa y EE.UU.*". En
Espana, este hecho también se ha podido consta-
tar en la poblacion anciana con diferentes caracte-
risticas en distintas regiones, describiéndose valo-
res inferiores a 15 ng/mL en el 68% de personas
de edad media de 77 anos, que vivian en su domi-
cilio, frente al 100% de los que estaban institucio-
nalizados en Andalucia’, una frecuencia algo infe-
rior en Cantabria?, y niveles ain mas bajos (4,6 ng/mL
como valores medios) en pacientes con fractura
de cadera en Madrid™.

Estos datos nos revelan, por una parte, la impor-
tancia de la vitamina D sobre la salud muscular y la
integridad del esqueleto y, por otro lado, la frecuen-
cia de niveles insuficientes de la hormona que exis-
te entre la poblacion adulta en general. No obstan-
te, hasta el momento actual no se conoce la reper-
cusion de los niveles séricos de vitamina D sobre las
caracteristicas microestructurales y biomecanicas del
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tejido 6seo en pacientes con fractura de cadera. Por
ello, el objetivo principal de nuestro estudio es
conocer si los niveles de vitamina D influyen sobre
la microarquitectura y las propiedades biomecanicas
del tejido 6seo. En segundo lugar, queremos tam-
bién analizar la asociacion de dichos niveles con
marcadores bioquimicos de remodelado 6seo y con
hormonas que influyen sobre la formacién y reab-
sorcion osea (parathormona -PTH-, y factor de cre-
cimiento insulinico -IGF-I-, respectivamente); para-
metros, todos, que contribuyen a la calidad 6sea v,
por tanto, al riesgo de fractura osteopordtica.

Material y métodos

1. Pacientes

Estudio observacional transversal constituido por
43 pacientes de edades comprendidas entre 50-93
anos que iban a someterse a artroplastia de cadera.
El primer grupo constituido por 29 (6 hombres y 23
mujeres) pacientes con fractura de cadera no trau-
matica (OP), considerada como osteoporosis idio-
patica (involutiva). El segundo, como grupo com-
parativo, formado por 14 pacientes (6 hombres y 8
mujeres) con artrosis (OA) y valores de masa Osea,
a nivel de cadera, T-score >(-2,5), sin antecedentes
personales de fractura osteoporética ni enfermedad
con influencia sobre el metabolismo 6seo. A todos
se les exigio funcion renal normal.

Todos los pacientes fueron reclutados en el
Servicio de Traumatologia y Ortopedia, durante el
periodo comprendido entre junio 2014-junio 2015.
Las muestras de sangre para determinaciones bio-
quimicas fueron recogidas de forma pareadas con
casos y controles, con objeto de evitar el sesgo esta-
cional en los resultados. El protocolo fue revisado y
aprobado por el Comité Etico del Centro y todos los
pacientes dieron su consentimiento informado.

A todos ellos se les recogieron los siguientes
datos: edad, peso, indice de masa corporal IMC),
habitos toxicos (ingesta alcohdlica y tabaquismo),
ingesta semicuantitativa de calcio (1 vaso de
leche=200 mg/dia, 1 derivado licteo=200 mg/dia,
1 porcion de queso=200 mg/dia), antecedentes
familiares de primer grado con fractura osteoporé-
tica, tratamiento con suplemento de vitamina D
y/o farmacos antirresortivos u osteoformadores.
Se valoré masa 6sea en cadera contralateral en el
periodo comprendido entre los 15-30 dias tras la
intervencion quirurgica.

Se recogieron muestras O0seas de la cabeza de
fémur extraida, para andlisis microestructural y
estudio de propiedades de biomecinica Osea tras
test de comprension.

2. Pardametros bioquimicos

Para realizar las determinaciones bioquimicas se
tomaron muestras de sangre de los pacientes, en
ayunas, en las primeras 48 h tras la intervencion
quirudrgica. Se analizaron los siguientes parametros
relacionados con el metabolismo 6seo: calcio
corregido por los niveles de proteinas, fosforo,
marcadores de remodelado 6seo de reabsorcion
(telopéptido carboxilo-terminal del coldgeno tipo
I o B-CTX) y de formaciéon (propéptido aminoter-

minal del procoligeno tipo I o PINP, parathormo-
na (PTH), 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) vy fac-
tor de crecimiento insulinico (IGF-D).

Los niveles séricos de calcio corregido y fosfo-
ro fueron valorados mediante autoanalizador
DAX-96. Los niveles de B-CTX y PINP se analiza-
ron por inmunoensayo (electroquimioluminiscen-
cia), con el autoanalizador COBAS e 601 (Roche,
Espana), siendo los coeficientes de variacion (CV)
interensayo <7,6% vy <4,2% respectivamente. La
PTH sérica fue medida por test de inmunoensayo
(electroquimioluminiscencia), con autoanalizador
ADVIA Centaur (Siemens, Alemania), siendo El CV
interensayo <5,8%. La 25(OH)D sérica se analizo
por inmunoensayo competitivo directo (electro-
quimioluminiscencia), con el autoanalizador LIAI-
SON (DiaSorin, Italia), siendo el CV interensayo
<5,5%. Por ultimo, IGF-I sérico se cuantificé por
inmunoensayo (electroquimioluminiscencia), con
el autoanalizador IMMULITE (Siemens, Alemania),
siendo el CV interensayo <3,9%.

3. Valoracion masa osea
Se cuantific6 la densidad mineral 6sea de cadera y
cuello de fémur contralateral mediante densitome-
tria dual de rayos X (DXA), con un densitometro
Hologic-Discovery (Hologic Inc.). El CV in vivo
fue del 1% (total DMO).

4. Estudio microestructural y biomecdnico de tefido oseo
El analisis de la microestructura y de las propieda-
des biomecinicas se ha realizado a partir de las
muestras Oseas tomadas en el momento de la
intervencion quirdrgica para la colaciéon de la pro-
tesis. De cada cabeza femoral se ha extraido un
cilindro de hueso trabecular, de la regién primaria
de compresion, con el eje longitudinal del cilindro
alineado con la direccion trabecular principal
(main trabecular direction, MTD, en direccion
superior-inferior) (Figura 1).

El analisis microestructural de las biopsias se ha
llevado a cabo mediante microtomografia computa-
rizada (micro-TC) empleando el equipo comercial
SkyScan 1172 (Bruker, Bélgica). El escaneado de la
muestra se ha realizado a una resolucion de 11 pm
tomando 2 imagenes por cada paso de rotacion de
la muestra (0.40°/paso, 180° totales de rotacion). Las
imagenes obtenidas se han reconstruido empleando
el algoritmo modificado de Feldkamp y posterior-
mente se han empleado para el anilisis cuantitativo
y cualitativo de la microestructura 6sea trabecular.

Las variables cuantitativas determinadas han
sido: fraccion volumétrica 6sea (BV/TV), grosor tra-
becular (Tb.Th), nimero trabecular (Th.N), separa-
cion trabecular (Th.Sp), grado de anisotropia (DA),
que es una medida de la simetria del objeto, o de la
presencia/ausencia de estructuras alineadas en una
determinada direccion, indice de estructura del
modelo (SMD), que indica la prevalencia relativa de
trabéculas en forma de placas o en forma de tubo-
cilindro y conectividad trabecular (como trabecular
pattern factor, Tb.P), que es un indice de conecti-
vidad inverso, de manera que cuanto mas alto es el
valor menos conectadas estan las trabéculas.



@ ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(4):121-129

Figura 1. Localizacion de la extraccion de cilindro de hueso trabecular para el andlisis de la microestructura y

propiedades biomecinicas

MTD = main trabecular direction

MTD

I
! =~ 8 mm
I
I

Para la valoracion de las propiedades biomeca-
nicas se han llevado a cabo ensayos de compre-
sion uniaxial mediante el sistema IGFA (image-
guided failure analysis), aplicindose una fuerza
maxima, de 200 N, sin llegar al limite de resisten-
cia eldstica de la muestra. Las variables que se
cuantificaron para describir el comportamiento
mecanico del tejido 6seo fueron la tensién maxi-
ma (o), o resistencia interna maxima del objeto a
una fuerza que actia sobre él; la deformacion
maxima (e), que representa los cambios en las
dimensiones del objeto sometido a la accion de la
fuerza, a partir del cual se producen microfractu-
ras y el médulo de Young (E), o médulo elastico,
que representa la pendiente de la region elastica.

5. Estudio estadistico

Se ha utilizado el paquete estadistico SPSS version
20.0 (IBM, EE.UU.). Para el analisis estadistico de los
resultados de variables cuantitativas, hemos llevado
a cabo analisis de comparacion de medias t de
Student para muestras independientes. Hemos rea-
lizado andlisis lineal univariante (ANCOVA), para
tener en cuenta posibles factores de confusion
como la edad e IMC. Para valorar la asociacion
entre variables se ha utilizado el test de correla-
cion de Pearson. Para estudiar las variables cuali-
tativas hemos analizado tablas de contingencia, >
En todos los casos se exigio un nivel de p<0,05
para considerar diferencias significativas.

Resultados

Las caracteristicas de los pacientes estudiados de
cada uno de los grupos se encuentran en la tabla 1.
Como era de esperar, los pacientes con fractura de

cadera presentaban una edad significativamente
mayor, 81+8 wvs. 68+9 anos, p=0,001, un IMC
menor 28,2+5.8 vs. 31,9+4,4, p=0,043 y valores de
masa Osea, a nivel de cadera, inferiores (p<0,05
para todas las localizaciones). Dado que el grupo
de pacientes con fractura y osteoartrdosicos eran
diferentes en cuanto a edad e IMC, los parametros
analizados fueron ajustados por estas variables. En
cuanto a los habitos, antecedentes familiares de
osteoporosis de primer grado, tratamiento con far-
macos antirresortivos y suplemento con vitamina D
y calcio eran semejantes en ambos grupos.

1. Valores séricos de pardametros relacionados con
el metabolismo oseo

Los parametros bioquimicos de los pacientes estu-
diados se muestran en la tabla 2. Los niveles séri-
cos de 25(OH)D fueron significativamente inferio-
res en pacientes con fractura respecto al grupo de
pacientes con osteoartritis (10,9+6,9 vs. 18,1+10,7
ng/mL, p=0,02). Los valores de PTH (60+41,1 us.
38,2+17,3 pg/mL, p=0,029) y del marcador de reab-
sorcion 6sea B-CTX (0,61+0,26 vs. 0,36+0,19 ng/mL,
p=0,04) fueron significativamente superiores en el
primer grupo. Los niveles de calcio sérico corregi-
do, fosforo, marcador de formaciéon 6sea PINP e
IGF-I fueron comparables en ambos grupos. Tras el
ajuste por la edad y el IMC, comprobamos que las
diferencias que habiamos encontrado para 25(OH)D
y B-CTX se mantenian significativas. Los valores
ajustados para la 25(OH)D fueron 10,7+(IC 95%
6,6-14,7) ng/mL, para el grupo de pacientes de frac-
tura de cadera y 19,6+(IC 95% 13,7-25,5) ng/ml,
para el de pacientes artrésicos, (p=0,027). Los nive-
les de PB-CTX ajustados por las mismas variables
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Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio. Valores expresados como media + DS

OA (n=14) OP (n=29) P
Edad (anos) 68+9 818 p=0,0001
Peso (kg) 77,8179 68,7135 n.s.
IMC (kg/m?) 31,92+4,41 28,22+45.8 p=0,043
DMO cuello (g/cm?) 0,733+0,15 0,577+0,09 p=0,008
DMO cadera (g/cm?) 0,905+0,14 0,774+0,12 p=0,029
T-score cuello -1,3+1,1 -2,5+0,8 p=0,008
T-score cadera 0,7+0,8 -1,5+0,9 p=0,034
Fumadores 14,3% 11,5% n.s.
Antecedentes familiares en 1= grado de osteoporosis 23,1% 30,8% n.s.
Tratamiento vitamina D 23,1% 10,5% n.s.
Ingesta de calcio (mg/dia) 770,4+444,8 725,1+252,6 n.s.

n.s.: no significativo.

Tabla 2. Valores séricos de parimetros bioquimicos de la poblacion de estudio. Valores expresados como
media + DS

OA (n=14) OP (n=29) P

25(0OH)D (ng/mL) 18,1+10,7 10,946,9 p=0,02

PTH (pg/mL) 38,2+17,3 60£41,1 p=0,029

PINP (ng/mL) 55,8+37,6 57,6%+38,0 n.s.

B-CTX (ng/mL) 0,3620,19 0,61+0,26 p=0,04

Fosforo (mg/dL) 3,1£0,5 3,1+0,8 n.s.

Calcio corregido (mg/dL) 9,5+0,6 9,4+0,4 n.s.

IGF-I (ng/mL) 66,3+36,6 51,7£29,0 n.s.
n.s.: no significativo.
fueron 0,63+(IC 95% 0,51-0,7) ng/mL, en el Figura 2. Reconstruccion de imidgenes escaneadas de
grupo de pacientes de fractura de cadera y biopsias de paciente con artrosis (A) y con fractura de

0,30+(IC 95% 0,1-0,5) ng/ml, en el grupo artré- cadera (B)
sico (p=0,012).

Los niveles de 25(OH)D mostraron una
correlacion significativa y positiva con los
valores séricos de IGF-I (r=0,338, p=0,044)
y negativa con los de B-CTX (r=-0,483,
p=0,003). Los niveles de PTH se correlaciona-
ron significativamente de forma negativa con
la DMO-cadera (r=-0,617, p=0,005) y positi-
vamente con la separaciéon de las trabéculas
(r=0,530, p=0,000).

2. Microestructura yy biomecdanica del tejido
0seo

Los indices microestructurales muestran una
menor calidad 6sea en el grupo de pacientes
con fractura de cadera respecto al grupo
artrésico. En la figura 2, mostramos el resul-
tado de imagenes escaneadas de dos pacien-
tes, cada una perteneciente a un grupo de
estudio.




Si bien ninglin paridmetro mostré diferencia
estadisticamente significativa, comprobamos que
los valores de porcentaje de volumen Oseo, asi
como el grosor y nimero de trabéculas eran
menores en los pacientes con fractura, mientras
que la separacion entre ellas era mayor (Tabla 3).

El indice de patrén trabecular (indice inverso de
conectividad) presentd valores superiores en el
grupo de pacientes fracturados. El indice de estruc-
tura del modelo, que implica una prevalencia relati-
va de trabéculas en forma de tubo-cilindro respecto
a las de forma de placa, fue superior en el grupo de
pacientes con fractura de cadera, indicando un
mayor nimero de trabéculas en forma de tubo-cilin-
dro, menos resistentes, en estos pacientes.

Los estudios de biomecidnica demostraron que
los valores de modulo de Young, tensién maxima
y deformacién maxima, tras aplicar los test de
compresion, fueron inferiores en los pacientes con
fractura de cadera respecto a los pacientes con
artrosis, aunque estas diferencias no llegaron a ser
significativas (Tabla 3).

3. Resultados DMO Yy estructura 6sea en pacientes
con niveles insuficientes de 25(0OH)D (<20 ng/mL)
Los niveles séricos de 25(OH)D en la poblacion
estudiada han mostrado valores muy bajos, en un
rango de 4,0-41,6 ng/mL. Al dividir los pacientes en
dos grupos, atendiendo a que dichos niveles fueran
inferiores o iguales a 20 ng/mL o bien superiores,
hemos encontrado los siguientes resultados: las dos
poblaciones eran semejantes en cuanto a edad,
peso, IMC, valores de masa Osea y caracteristicas
biomecanicas del tejido 6seo. Sin embargo, aquellos
con niveles inferiores a 20 ng/mL presentaron valo-
res séricos mas altos de B-CTX (0,58%0,25 us.
0,30£0,15 ng/mL, p=0,006), mas bajos de IGF-I
(49,8+27,0 vs. 83,5£35,6 ng/mL, p=0,007) y la estruc-
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tura Osea mostrdO menor anchura trabecular
(0,34+0,17 vs. 0,50+0,1 mm, p=0,04) (Figura 3).

Discusion
Este estudio nos ha permitido comparar los niveles
séricos de vitamina D en pacientes con y sin fractu-
ra de cadera osteoporética y la asociacion de estos
niveles con marcadores de remodelado 6seo, hor-
monas reguladoras del metabolismo 6seo, DMO,
indices microestructurales y propiedades biomeca-
nicas del cuello de fémur de estos pacientes.
Hemos comprobado que los pacientes con frac-
tura de cadera osteoporética presentaban niveles
séricos de 25(OH)D significativamente menores que
los no fracturados. Ademas hemos encontrado una
elevada prevalencia en personas mayores con nive-
les deficientes (<20 ng/mL), sobre todo en el grupo
de pacientes del grupo OP, en consonancia con lo
observado por otros autores''®, a pesar de contar en
nuestro entorno con aproximadamente 3.000 horas
solares anuales. Como es sabido, los niveles insufi-
cientes de vitamina D estin asociados a un mayor
riesgo de caidas y de fracturas osteopordticas' ™% En
nuestro trabajo comprobamos, ademas, que los
pacientes con fractura de cadera osteopordtica tam-
bién muestran niveles séricos superiores de B-CTX
y PTH, junto con valores inferiores de DMO en
todas las localizaciones medidas en cadera, en rela-
cion a los pacientes sin fractura. Junto a ello, demos-
tramos una correlacion negativa significativa entre
los niveles de 25(OH)D y de 3-CTX, asi como entre
los niveles de PTH y DMO. Estos datos tomados en
conjunto explican, una vez mas, que los niveles
bajos de 25(OH)D se asocian a altos niveles de
PTH, que induciendo un mayor recambio &seo
explicaria los valores mas elevados de los marcado-
res de remodelado 6seo. El desequilibrio en los
niveles de estos parimetros provocan deterioro tra-

Tabla 3. Microestructura y propiedades biomecanicas 6seas del grupo de estudio. Valores expresados como

media + DS

OA (n=14) OP (n=29)
BV/TV (%) 36,2+12,1 30,5¢12,9
Tb.th (mm) 0,39+0,2 0,34+0,2
Tb.Sp (mm) 1,0240,6 1,0420,5
Tb.N (mm-1) 0,98+0,9 0,83+0,7
Tb.Pf (mm-1) -0,08+4,2 2,81+5,0
SMI 0,44£1,3 1,07+0,8
AD 2,96+0,67 3,43+0,98
Mdédulo de Young (Mpa) 460£276 397+173
o (Mpa) 9,1+4,9 8,236
€ 0,045+0,04 0,039+0,02

BV/TV: fraccion volumétrica 6sea; Tb.th: grosor trabecular; Th.Sp: separacion trabecular; Tb.N: n° trabéculas;
Tb.Pf: conectividad trabecular; SMI: indice de modelo estructural; AD: grado de anisotropia; o: tensién maxi-

ma; &: deformaciéon maxima.
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becular que conduce al hueso a tener un mayor
riesgo de fractura. Una tasa elevada de remodelado
Oseo incrementa el ndmero de cavidades de reab-
sorcion. Estas cavidades actian como areas “de acu-
mulacion de estrés”, focos de debilidad que pueden
incrementar el riesgo de microfracturas y macrofrac-
turas®. La excesiva reabsorcion puede también con-
ducir a la perforacion de las trabéculas y a la pérdi-
da permanente de conectividad. Todas estas altera-
ciones descritas a nivel microestructural del hueso
trabecular lo hacen menos resistente a la carga vy,
por tanto, con mayor riesgo de fractura®. En nues-
tro estudio, todas las personas con fractura de cade-
ra no traumatica y con osteoartritis, salvo una de
este dltimo grupo, presentaban niveles de 25(OH)D
<40 ng/mL. Hay autores que han sehalado que los
hombres con osteoartritis radiol6gica de cadera tie-
nen niveles mas bajos de 25(OH)D y una prevalen-
cia de insuficiencia y deficiencia mis alta que la
poblacion control*. Como es sabido, es justo hasta
este valor de 40 ng/mL para el que se describe una
relacion inversa entre vitamina D y PTH'. A pesar
de que una escasa ingesta de calcio puede ser tam-
bién responsable de incrementar los niveles de
PTH, en nuestro caso hemos comprobado que la
ingesta cdlcica era baja pero semejante en ambos
grupos de estudio (<800 mg/dia). Aunque este es
un factor a tener en cuenta, conocemos que niveles
insuficientes de vitamina D llevan a niveles elevados
de PTH, a pesar de una ingesta de calcio adecuada,
y a la inversa, niveles suficientes de vitamina D
mantienen niveles normales de PTH a pesar de un
ingesta de calcio <800 mg/dia*.

Aunque los pacientes con fractura de cadera pre-
sentaban menores valores de DMO que los pacien-
tes con artrosis, en todas las localizaciones medidas
en la cadera, no hemos encontrado una asociacién
entre estos valores y los niveles séricos de 25(OH)D,
que si ha sido descrita por otros autores®. No obs-
tante, queremos resaltar que al agrupar todos los
pacientes estudiados segtn sus niveles de 25(OH)D
fueran <20 ng/mL o superior a esta cantidad, el
grupo de pacientes con menores niveles también
presentaron niveles inferiores de DMO de cadera,
del orden de 0,06 gHA/cm?. Este dato puede no ser
importante a nivel individual, pero si a nivel pobla-
cional, teniendo en cuenta que por cada descenso
de 1 desviacion estandar (DS) se incrementa el ries-
go de fractura de cadera en un promedio de 2,6
veces*®. Ello implicaria que, con la menor masa
Osea encontrada, el riesgo de fractura puede verse
incrementado hasta en 1,5 veces.

Son muchos los expertos que, reunidos en comi-
té y basindose en estudios poblacionales amplios,
han sefialado que para mantener la integridad de la
salud general, y la 6sea en particular, son deseables
niveles minimos de 25(OH)D de al menos 20-30
ng/mL (50-75 nM)**. El efecto negativo de los nive-
les insuficientes de vitamina D sobre el hueso se ha
valorado por factores subrogados tales como la PTH,
la DMO y los marcadores de remodelado 6seo, pero
también ha sido analizado directamente a través de
su asociacion con propiedades 6seas involucradas
en la resistencia 6sea y, por tanto, en el riesgo de

fracturas. En este sentido se ha comprobado, por
estudios histomorfométricos de cresta iliaca, que la
insuficiencia en vitamina D se asocia a defectos de
mineralizacién, mostrando mayores niveles de
superficie y de volumen de osteoide, y concluyendo
que se requieren niveles de la hormona superiores a
30 ng/mL para evitar un acdmulo patolégico de osteoi-
de’. Uno de los aspectos fundamentales de nuestro
estudio es la valoracion de la microarquitectura y
propiedades biomecianicas del cuello de fémur de
pacientes con y sin fractura de cadera osteoporética.
A pesar de que las diferencias en los distintos para-
metros no llegd a ser significativa en ninguno de los
casos, como si ha sido sefialado por otros autores*
hemos podido comprobar que los pacientes con
fractura de cadera presentaban un porcentaje de
volumen 6seo (BV/TV), un nimero de trabéculas
(Tb.N) y una anchura de éstas (Th.th) un 16%, 15%
y 13% menores, respectivamente, a los de los de
pacientes con artrosis. Ademds, las trabéculas esta-
ban menos conectadas y predominaban las que pre-
sentaban forma de cilindro-tubo en el grupo fractu-
rado, lo que se relaciona con una menor resistencia
osea” Junto a ello, los parimetros biomecanicos
también mostraban resultados entre el 10-14%
menores en los pacientes con fractura de cadera.
Queremos resefiar, como punto mas importante de
este estudio, que en €l se analiza por primera vez los
niveles séricos de vitamina D, relacionandose direc-
tamente con las propiedades microestructurales del
tejido 6seo en personas con fractura de cadera. Al
comparar los niveles de la hormona entre los pacien-
tes, comprobamos que niveles inferiores a 20 ng/mL
se asocian a una reduccion significativa en la anchu-
ra trabecular, ademas de mayores niveles de B-CTX,
indicando una mayor actividad de reabsorcion 6sea,
junto con niveles inferiores de IGF-I. Se ha sefalado
que el estado de vitamina D contribuye a determinar
los niveles séricos de IGF-I¥, a su vez se ha compro-
bado que la IGF-I estimula la actividad de la 1o-hidro-
xilasa renal, contribuyendo al metabolismo fosfo-cal-
cico, ademas de beneficiar a la masa 6sea*, asocian-
dose su reduccion a una disminucion de la forma-
cién 6sea que contribuye a la pérdida de hueso en
la osteoporosis senil®.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones, la
principal es el tamano de la muestra, que es rela-
tivamente pequeno y en segundo lugar, la disper-
si6én de resultados de los parametros estructurales
y mecanicos que podria subsanarse, al menos en
parte, con estudios de mayor tamano.

En conjunto, con los resultados obtenidos,
podemos concluir que la poblacién anciana cuen-
ta con un estado de vitamina D deficiente, que
estos niveles son ain mas bajos entre pacientes
con fractura de cadera osteopordtica y que con-
centraciones séricas inferiores a 20 ng/mL de la
hormona pueden, directa o indirectamente a tra-
vés de la PTH e IGF-I, condicionar una alteracion
del remodelado 6seo (elevacion de B-CTX) y la
DMO, con la consiguiente repercusion a nivel
microestructural (Tb.Th, entre otros) que le lleven
a ser un hueso de baja resistencia donde las frac-
turas ocurran ficilmente.
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Figura 3. Niveles séricos de PTH (a), IGF-1 (b), B-CTX (¢) y Th.th -anchura trabecular- (d), de pacientes con
niveles séricos de 25(OH)D >20 ng/mL (n=10) 6 =20 ng/mL (n=33)

a) [] Vit D >20 ng/mL b) [] Vit D >20 ng/mL
M vit D <20 ng/mL B vit D <20 ng/mL
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Estos resultados senialan que los pacientes con frac-
tura de cadera presentan niveles inferiores de
25(OH)D, respecto a los pacientes con artrosis, y
que estos inducen a una elevacién de PTH y un
aumento de la reabsorcién 6sea (con el consiguien-
te incremento en los niveles de B-CTX) que lleva a
una menor masa 6sea, una disminucion de la cali-
dad y un aumento en el riesgo de fractura. Estas
alteraciones se hacen mas acusadas en los pacien-
tes con niveles séricos de 25(OH)D <20 ng/mlL, en
los que ademds se comprueba una disminucion de
IGF-1 y de la anchura trabecular, a nivel estructural
del hueso trabecular de cuello de fémur.
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Resumen

Introduccion: El calcitriol, fundamental para mantener la homeostasis del calcio y el fosforo en el orga-
nismo, puede perjudicar al sistema vascular a dosis elevadas, aumentando el riesgo de calcificacion.
Objetivo: Evaluar la expresion diferencial de proteinas en células de musculo liso vascular sometidas a
una dosis suprafisiologica de calcitriol.

Material y métodos: Se cultivaron células de musculo liso vascular de rata (SMAC-R) en presencia de 107 M
de calcitriol durante 10 dias. Se valoré el cambio de fenotipo muscular a 6seo mediante actividad fosfa-
tasa alcalina, inmunocitoquimica, reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (qPCR)
y Western blot. Mediante electroforesis bidimensional y espectrometria de masas se evaluo el patron dife-
rencial de proteinas en presencia y ausencia de 107 M de calcitriol.

Resultados: La exposicion a una dosis alta de calcitriol disminuy6 significativamente la expresion génica
de elastina y la expresion génica y proteica de o-actina, aumentado la expresion génica de osteocalcina
y Runx2 y la proteica de osteoprotegerina.

A nivel proteémico se identificaron 10 proteinas diferencialmente expresadas, destacando el aumento en
superoxido dismutasa mitocondrial, proteinas del citoesqueleto, de formacion de vesiculas y del inflamaso-
ma. Por el contrario, hubo 4 proteinas que disminuyeron su expresion, destacando alguna de tipo muscular.
Conclusiones: En un modelo de células de musculo liso vascular sometidas a una dosis suprafisiolégica
de calcitriol se observé un aumento de expresion de proteinas del citoesqueleto, que forman vesiculas
de matriz y que participan en depurar radicales libres y en la respuesta inflamatoria. La pérdida de feno-
tipo muscular se vio representada por descensos en la expresion de proteinas tipicamente musculares.

Palabras clave: calcificacion vascular, calcitriol, protedmica.
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Effect of supra-physiological calcitriol doses on protein expression
of vascular smooth muscle cells

Summary

Introduction: Calcitriol, essential for maintaining calcium and phosphorus homeostasis in the body, may
damage the vascular system in high doses, increasing the risk of calcification.

Objective: To assess the differential expression of proteins in vascular smooth muscle cells subjected to a
supra-physiological dose of calcitriol.

Material and methods: Rat vascular smooth muscle cells (VSMC-R) were cultured in the presence of 107 M
calcitriol for 10 days. The change of muscle to bone phenotype was assessed by alkaline phosphatase
activity, immunocytochemistry, quantitative polymerase chain reaction in time (QPCR) and Western blot
analysis. By means of two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry was evaluated for the diffe-
rential protein pattern in presence and absence of 107 M calcitriol.

Results: Exposure to a high dose of calcitriol decreased elastin gene expression and the protein and gene
expression of a-actin protein, increased gene expression of osteocalcin and Runx2 and expression of
osteoprotegerin protein. At the proteomic level, 10 differentially expressed proteins were identified, high-
lighting the increase in mitochondrial superoxide dismutase, cytoskeleton proteins, vesicle formation and
inflammasome. On the contrary, there were 4 proteins that diminished expression, highlighting some of
muscular type.

Conclusions: In a model of vascular smooth muscle cells submitted to a supra-physiological dose of cal-
citriol an increased expression of cytoskeleton proteins was observed. These proteins form matrix vesi-
cles and participate in clearance of free radicals and in the inflammatory response. The loss of muscle

phenotype was represented by decreased expression of typically muscle proteins.

Key words: vascular calcification, calcitriol, proteomics.

Introduccion

La calcificacion vascular (CV) es una alteracion
prevalente en el envejecimiento, que se correla-
ciona con un aumento en la rigidez de los vasos e
incremento del riesgo de muerte cardiovascular'.
En la poblacion general, la progresion y la tasa de
CV se han asociado con un aumento de riesgo de
fracturas y osteoporosis?, precediendo las altera-
ciones vasculares a las alteraciones propias del
hueso que se observan mds tarde’. Distintos estu-
dios epidemioldgicos han mostrado la relacion
existente entre las alteraciones del metabolismo
0seo, la CV y el aumento de la mortalidad?.

El mecanismo por el cual se produce la CV
resulta complejo. Inicialmente, se pensaba que era
un proceso pasivo consistente en una simple pre-
cipitaciéon de calcio y fosforo en un microambien-
te apropiado’. Sin embargo, en la actualidad se
sabe que, ademis de este proceso pasivo, hay
mecanismos activos que discurren a la par que los
primeros. Durante estos procesos activos, las célu-
las de musculo liso vascular (CMLV), debido a
ciertos promotores de la calcificacion, sufren un
grado mayor de apoptosis, forman vesiculas y
finalmente cambian su fenotipo de células muscu-
lares lisas a células de tipo osteoblasto, inducien-
do formacién de matriz y también atrayendo fac-
tores locales determinantes del proceso de mine-
ralizacion'.

La vitamina D, que ejerce su principal efecto
fisiologico sobre la homeostasis del calcio y del
fosforo, ha sido tradicionalmente usada para el
tratamiento y prevencion del raquitismo y de la
osteomalacia®. Se hidroxila en el rifién por accién
de la 25-hidroxivitamina D-la hidroxilasa dando

lugar al calcitriol, que es el metabolito fisiologico
mds activo de esta hormona’. Desde hace anos se
conoce que in vitro el calcitriol a dosis elevadas
induce un incremento de la calcificacion en
CMLV?, de la actividad de la fosfatasa alcalina y
una regulacion a la baja del péptido relacionado
con la hormona paratiroidea (PTHrP)’. Estudios
posteriores han confirmado el efecto promotor de
la calcificacion del calcitriol al aumentar el dep6-
sito de calcio en la aorta de ratas con funcién
renal normal® y al incrementar los niveles de ARN
mensajero (ARNm) de las proteinas Oseas: Factor
de transcripcion 2 relacionado con Runt (Runx2),
osteocalcina, osteoprotegerina (OPG), receptor
activador para el factor nuclear k3 (RANKL) y pro-
teina morfogenética 6sea 4 (BMP4) en la aorta de
ratas nefrectomizadas' .

Por tanto, el objetivo de este estudio fue eva-
luar la expresion diferencial de proteinas que se
produce con el efecto calcificante de dosis supra-
fisiologicas de calcitriol en un modelo in vitro de
CMLV.

Material y métodos
Induccion de calcificacion vascular por calcitriol
La linea celular de musculo liso vascular de aorta
de rata, SMAC-R (primary culture DPK-SMAC-R;
Pharmakine), fue cultivada a 37°C en una atmos-
fera himeda con 5% de CO, en Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Lonza) con 10%
de suero fetal bovino (FBS, HyClone® Thermo
Scientific), penicilina 100 UI/mL, estreptomicina
100 pg/mL y glutamina 2 mM (Biochrom AG).
Alcanzada la confluencia necesaria (60%, apro-
ximadamente), las células se cultivaron con medio



de cultivo DMEM F-12 suplementado con 0,1% de
alblimina sérica bovina (BSA) en ausencia o pre-
sencia de calcitriol (107 M, Sigma-Aldrich) durante
diez dias, cambiando el medio de cultivo por
medio fresco cada 48 horas. Todos los experimen-
tos se llevaron a cabo por triplicado y cada condi-
cion en cada experimento se hizo por triplicado.

Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina
Las CMLV cultivadas en placas de 24 pocillos con
o sin calcitriol 107 M durante 10 dias fueron reco-
gidas, y se cuantificé la actividad de la fosfatasa
alcalina midiendo la cantidad de para-nitrofenol
fosfato hidrolizado siguiendo las instrucciones del
kit utilizado para su determinacion (BioAssay
Systems).

Inmunocitoquimica

Para evaluar la pérdida del fenotipo vascular, se
realiz6 la inmunocitoquimica de o-actina. Para
ello, las CMLV crecieron en un soporte plastico
especifico para ello (Thermanox) y se expusieron
posteriormente a calcitriol 107 M durante 10 dias.
Para ello, se utiliz6 el anticuerpo monoclonal de
ratéon frente a-actina (CP-47, Calbiochem) y el kit
Dako Real™ EnVision™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Dako).

Analisis de la expresion génica

Para el analisis de la expresion génica mediante
PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) se extrajo
previamente el ARN de las células utilizando Tri
Reagent (Ambion) siguiendo un protocolo estin-
dar. A partir de 2 pg de ARN total, se obtuvo el
ADNc utilizando el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
cuantificar la expresion relativa de los genes, se
utiliz6 un termociclador modelo Stratagene
Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies) y
reactivos Tagman® (Tagman® Universal PCR Master
Mix, Applied Biosystems). Se utilizaron los ensayos
de Applied Biosystems correspondientes a los
siguientes genes: o-actina (Rn01759928_g1), elastina
(Rn01499782_m1), osteocalcina (Rn01455285_¢g1) y
Runx2 (Rn01512296_m1). Los resultados se norma-
lizaron frente al control endégeno 18S (Eukaryotic
18S rRNA endogenous control reagent, Applied
Biosystems). La interpretacion de los datos se rea-
liz6 mediante el método de la comparacion del
ciclo umbral (AACD®.

Estudio proteico

Elecrotroforesis bidimensional de proteinas:

Para el estudio de la expresion diferencial de pro-
teinas por electroforesis bidimensional se cultiva-
ron CMLV durante 10 dias en ausencia o presen-
cia de calcitriol 107 M. La extraccion de las protei-
nas totales se realiz6 homogeneizando las células
en un tampon de lisis compuesto por urea 7 M,
tiourea 2 M y CHAPS 2%. Las proteinas fueron
purificadas y desaladas empleando el kit Ready
Prep Clean-up (Bio-Rad) y cuantificadas mediante
el ensayo de Bradford".
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El isoelectroenfoque (separacion de las protei-
nas segln su punto isoeléctrico) o primera dimen-
sion, se realizé por triplicado con 150 pg de pro-
teinas de cada condicion en tiras de poliacrilami-
da deshidratada de 24 cm con un rango de pH 3-10
no lineal (IPG-Strips, GE Healthcare). 24 horas
antes del isoelectroenfoque, las tiras se rehidrata-
ron con DeStreak Rehydration Solution y anfolitos
al 0,5% (ambos de GE Healthcare). El isoelectro-
enfoque fue realizado en un Ettan IPGphor3 (GE
Healthcare), y posteriormente las tiras se lavaron
con tamp6n de equilibrado (urea 6 M, Tris-HCL 75
mM, glicerol 30% y SDS 2%) con dos lavados de
15 minutos, el primero con dithiothreitol (DTT)
1% y el segundo con iodoacetamida 2,5%, para la
reduccion-alquilacion de las proteinas.

La segunda dimension se realizo mediante
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% en
una cubeta multiple (GE Healthcare). Una vez ter-
minada la electroforesis, los geles fueron tenidos
con nitrato de plata 0,1% y digitalizados con un
densitometro calibrado GS-800, analizando la dife-
rente intensidad de los spots mediante el progra-
ma informatico PDQuest, ambos de Bio-Rad.

Analisis de la expresion diferencial de proteinas
mediante espectrometria de masas:

Los spots expresados de manera diferencial en las
dos condiciones de cultivo (ausencia o presencia
de calcitriol) fueron recortados del gel, troceados y
destenidos en incubacion durante 10 minutos con
ferrocianuro potasico 30 mM vy tiosulfato sédico 100
mM, y deshidratados en acetonitrilo. Finalmente,
fueron digeridos con tripsina 13 ng/uL en bicarbo-
nato amoénico 10 mM/ acetonitrilo 10% durante 24
horas a 37°C. Los péptidos obtenidos de la digestion
con tripsina se identificaron mediante cromatografia
de liquidos (nanoHPLC, Applied Biosystems) y
espectrometria de masas por trampa iénica (Q-TRAP,
Applied Biosystems) (LC-MS/MS). Los espectros de
masas de las proteinas expresadas diferencialmente
fueron identificados usando la base de datos
UniProtKB/Swissprot (www.uniprot.org) y el motor
de busqueda Mascot.

Andlisis proteico mediante Western blot:

Para la confirmacion de los resultados obtenidos
en la electroforesis bidimensional se utiliz6 el ana-
lisis Western blot. Para ello se extrajeron las pro-
teinas totales de los cultivos en tampdén de lisis
RIPA y se cuantificaron mediante el método estin-
dar de Bradford (Bio-Rad).

Los diferentes extractos proteicos (30 pg) se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrila-
mida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE)". Las proteinas se transfirieron a una mem-
brana de PVDF (Difluoruro de polivinilideno)
(Hybond™ P, GE Healthcare) que se incubé con
el anticuerpo primario correspondiente en la dilu-
cién adecuada: frente a OPG (sc-8468, Santa Cruz
Biotechnology, dilucién 1:1.000); frente a a-actina
(CP-47, Calbiochem, dilucién 1:1.000) y frente a
GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)
(sc25778, Santa Cruz Biotechnology, 1:5.000). Los
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anticuerpos secundarios ligados a peroxidasa fue-
ron los especificos para cada anticuerpo primario
(sc-2023, Santa Cruz Biotechnology; y 401215,
Calbiochem). Por ultimo, se llevo a cabo la detec-
cion mediante el kit ECL Western Blotting
Detection (Amersham Biosciences). El revelado se
llevé a cabo usando el equipo Chemidoc XRS+
(Bio-Rad). La determinaciéon de la intensidad de
las bandas obtenidas en el Western blot se realizo
con el programa informatico Image Lab (Bio-Rad).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el soft-
ware SPSS para Windows 17.0 (SPSS Inc) y se con-
sideraron diferencias significativas aquellas con un
p valor menor de 0,05. Los resultados se expresa-
ron como media + desviacion estindar. Las dife-
rencias en la actividad de la fosfatasa alcalina y
expresion génica y proteica entre las distintas con-
diciones de cultivo se evaluaron mediante la t de
Student después de comprobar la normalidad de
las variables. En el caso de la identificacion de
proteinas con el programa de busqueda Mascot, la
asuncion por el mismo de normalidad de las varia-
bles ha impedido evaluar la normalidad o no de
las proteinas identificadas.

Resultados

Se analizaron en las CMLV los cambios a nivel feno-
tipico hacia célula tipo osteoblasto tras mantenerlas
en cultivo en presencia o ausencia de calcitriol 107 M
durante 10 dias. Se observé un incremento significa-
tivo de la actividad de la fosfatasa alcalina de dos
veces en las células expuestas a calcitriol (Figura 1A).
A su vez, se observé mediante inmunocitoquimica un
descenso en o-actina en las células expuestas a calci-

triol, lo que confirma la pérdida del fenotipo muscu-
lar con el calcitriol a dosis elevadas (Figura 1B).

El estudio por qPCR de genes musculares y
Oseos mostrd que la exposicion a una dosis alta de
calcitriol disminuy6 significativamente un 35% la
expresion génica de a-actina, mientras que para la
elastina la supresion fue casi total (99%) (Figuras 2A
y 2B). En el caso de los genes tipicamente 6seos,
se observo que la exposicion a calcitriol incremen-
t6 de manera significativa (13 veces) la expresion
génica de osteocalcina, siendo este aumento
menor, aunque también significativo, en el caso del
Runx2 (2,5 veces) (Figuras 2C y 2D).

Con el fin de comparar el espectro de proteinas
expresadas diferencialmente por la exposicion de
CMLV a calcitriol 107 M durante 10 dias (grupo CTR
107 M) con respecto a CMLV en ausencia de calci-
triol (grupo ControD), se llevé a cabo un anilisis pro-
teomico. Se obtuvieron 334 spots localizados en
cada uno de los 6 geles tenidos con nitrato de plata
(3 Control y 3 CTR 107 M), de entre los cuales 22
presentaron diferencias significativas de expresion
(p<0,05). De estos, se identificaron por el buscador
Mascot 10 spots que se muestran en la figura 3.

De las 10 proteinas que fueron identificadas
(Figura 3 y Tabla 1), cabe destacar el aumento de
expresion en 6 de ellas, entre las que destaca la
superéxido dismutasa mitocondrial, marcador de
estrés oxidativo, que experimenté un mayor incre-
mento. El resto de proteinas que aumento su expre-
sion fueron proteinas del citoesqueleto o relaciona-
das con él (proteina 4cida fibrilar gliar y treonina/seri-
na quinasa tipo Ste20), proteinas que participan en
la formacion de vesiculas (dinaminas), proteinas de
membrana (ceramida glucosiltransferasa) y proteinas
del inflamasoma (pirinas). Por el contrario, se iden-

Figura 1. A) Actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), medida como nmoles de p-nitrofenol fosfato/pg proteina
hidrolizados por minuto, en CMLV expuestas a calcitriol durante 10 dias. B) Inmunocitoquimica de a-actina en
CMLV en ausencia (control) o presencia de calcitriol 107 M (CTR 107 M) durante 10 dias. El circulo rojo se
representa a mayor aumento a la derecha para ver la diferencia de tincion. *p<0,05 respecto al control
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tificaron 4 proteinas que tras la exposicion a calcitriol
disminuyeron su expresion, destacando por su
mayor descenso la actina citoplasmitica 2. El otro
marcador muscular cuya expresion se vio también
disminuida fue la o-actina de musculo liso adrtico.
Las otras dos proteinas cuyas expresiones se vieron
disminuidas fueron la prolil-4-hidroxilasa, que parti-
cipa en la maduracion de las fibras de coliageno, y la
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dipeptidil peptidasa 10 inactiva (DPP10), que forma
parte de canales de potasio.

Para confirmar los resultados obtenidos por proted-
mica se analizO por Western blot la expresion protei-
ca de o-actina, proteina muscular, y de OPG de estir-
pe 6sea. El Western blot mostré que la exposicion al
calcitriol indujo un descenso en la expresion proteica
de aractina y un incremento de OPG (Figura 4).

Figura 2. Niveles relativos de ARNm de A) a-actina, B) elastina, C) osteocalcina y D) Runx2 en CMLV en ausencia
(control) o presencia de calcitriol 107 M (CTR 107 M) durante 10 dias. *p<0,05 frente a control
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Figura 3. Geles bidimensionales de extractos proteicos de CMLV cultivadas en ausencia (control) o presencia
de calcitriol 107 M (CTR 107 M) durante 10 dias. Se sefialan aquellas proteinas expresadas diferencialmente respecto
a las células control: en rojo las que muestran aumento y en verde las que descienden
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Tabla 1. Listado de proteinas identificadas por el buscador Mascot expresadas diferencialmente en CMLV cultivadas
en ausencia (control) o presencia de calcitriol 107 M (CTR 107 M) durante 10 dias

Tasa de
Nombre de la proteina N° acc. péll)vtiodos Control 1((:)?;1 caénI}ll;;o Vall’or

Control
1: Superdxido dismutasa mitocondrial [Mn] P07895 2 5,5%5,8 15,5+4,2 2,82 0,027
2: Proteina 4cida fibrilar glial Q9UFDO 2 5,122 13,2+0,8 2,59 0,006
3: Proteina tipo dinamina 000429 2 6,943,5 16,2+6,5 2,35 0,024
4: Serina/treonina quinasa tipo Ste20 QI9H2G2 2 23,4+93 54,349 4 2,32 0,008
5: Ceramida glucosiltransferasa Q16739 3 7,6+1,1 14,9+6,6 1,96 0,029
6: Pirina 015553 1 2,8+4,2 4,5+7,3 1,61 0,041
7: a-actina de musculo liso adrtico P62738 1 14,114 6,2+2.1 0,44 0,004
8: Subunidad al de la prolil-4-hidroxilasa P54001 2 232481 9,2+27 0,39 0,041
9: Dipeptidil peptidasa 10 inactiva Q8N608 2 33,7+8,1 12,9+8,8 0,38 0,019
10: Actina citoplasmatica 2 P63259 8 763+33 208+11 0,27 0,004

Se muestran los nimeros de acceso de Swissprot (N° acc.) y el nimero de péptidos identificados mediante
espectrometria de masas (N° péptidos). Se representa la media de intensidad de los spots + desviacion estindar
de los 3 geles control y de los 3 geles CTR 10"M y la tasa de cambio entre ellas (CTR/Control). P calculada
mediante t de Student para variables independientes.

Discusion Figura 4. Sobreexpresion de osteoprotegerina (OPG) y descenso de
La investigacion en el drea de la CV ha a-actina por Western blot en CMLV expuestas a calcitriol 107 M

despertado un interés creciente debido durante 10 dias

a su asociacién con morbilidad y mor-
talidad cardiovascular'. El efecto de la
vitamina D como promotor de la CV
merece una particular atencion, ya que
dosis altas de calcitriol se han asociado
experimentalmente con un incremento OPG
de la CV*". Por ello, se ha analizado in
vitro el perfil de expresion diferencial
de proteinas de CMLV sometidas a una
dosis suprafisiolégica de calcitriol,
encontrando por vez primera proteinas
que no se habian identificado en este
proceso de calcificacion mediado por
calcitriol.

En el presente estudio y de acuerdo
con trabajos previos®®, se observo un
incremento de la actividad de la fosfata-
sa alcalina y un descenso de la proteina
a-actina en las células expuestas a calci-
triol. Este efecto puede ser explicado
por el aumento de la expresion del fac-
tor de transcripcion Runx2, el cual ejer-

Control 107 M calcitriol

60 kDa

a-actina 42 kDa

37 kDa

. . P 10:21 1
ce un papel determinante en el cambio fenotipico estudio™, se ha asociado con CV tanto en ratas
asociado a la CVY®. También se ha observado un nefrectomizadas como en ratas con funcion renal
aumento en la transcripcién del gen éseo Osteocal_ nOrmalmu. POr el COI’ltrariO, dOSlS ba]as de CalCItrlol
cina en respuesta al calcitriol y un aumento en la y de sus analogos no inducen CV, e incluso pgeden
expresion proteica de OPG®, ambas tipicamente tener un efecto protector sobre su desarrollo®?.
6seas. De hecho, la administraciéon de dosis eleva- Paralelamente al aumento en la expresion de fac-

das de calcitriol, similares a las utilizadas en nuestro tores 6seos, se ha observado no solo el descenso en
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los niveles de proteina a-actina, sino ademas una dis-
minucién en la expresion génica tanto de o-actina
como de elastina, ambos marcadores musculares.
Dado que las CMLV presentan una elevada plastici-
dad*, los promotores de la CV pueden inducir una
disminucion en la expresion de genes musculares y
producir una diferenciacién hacia fenotipo 6seo,
acompanado de un aumento de factores que pro-
mueven la calcificacion®.

Tras el analisis por espectrometria de masas de
los extractos proteicos obtenidos, se identificaron
10 proteinas. Segin donde ejercen su funcion, las
proteinas identificadas se clasificaron en: proteinas
del citoesqueleto, que participan en la formacion
de vesiculas, proteinas de membrana, proteinas de
matriz extracelular, proteinas del inflamasoma y
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo. Las
proteinas identificadas se distribuyeron mayorita-
riamente en el citoplasma, pero también en otros
orginulos intracelulares como el reticulo endo-
plasmatico (RE), aparato de Golgi y mitocondria.

De las proteinas expresadas diferencialmente e
identificadas por LC-MS/MS, seis vieron aumenta-
da su expresién tras el tratamiento con calcitriol
respecto al control. La que presenté mayor sobre-
expresion fue la superdxido dismutasa o SOD
mitocondrial, que es una oxido-reductasa y una de
las enzimas antioxidantes mas importantes. Dicho
aumento podria representar un mecanismo com-
pensador para contrarrestar el dano inducido por
el aumento de especies reactivas de oxigeno en el
proceso de calcificacion®*.

Otra proteina que se observa aumentada en las
CMLV expuestas a calcitriol es la proteina dcida
fibrilar gliar, una de las proteinas fibrosas que for-
man los filamentos intermedios del citoesqueleto
intracelular®. Esta proteina se encuentra en ciertas
células estrechamente relacionada con filamentos
de vimentina, desmina y periferina, los cuales
estan implicados en la estructura y funcion del
citoesqueleto. No hay datos que relacionen a la
proteina acida fibrilar gliar con la CV, pero su
aumento podria también representar un mecanis-
mo compensador para evitar la desorganizacion
del citoesqueleto que ocurre en el proceso de CV.

En el presente estudio también se observé un
aumento en dinamina, que es una GTPasa respon-
sable de la endocitosis en las células eucariotas. Las
dinaminas estan involucradas principalmente en la
escision de las vesiculas recién formadas de la
membrana de un compartimento celular. Este
hecho las podria implicar en un fenémeno comuin
e inductor de la CV como es la aparicion de vesi-
culas matriz, que se forman a partir de células
donde se origina mineralizacién o son el resultado
del proceso de apoptosis celular (cuerpos apopto-
ticos)*. De hecho, Kashiwakura y cols. han obser-
vado que la dinamina es capaz de regular al menos
parcialmente la apoptosis inducida por las lipopro-
teinas de baja densidad oxidadas regulando su
endocitosis. Un reciente articulo las ha implicado
como un mediador del estrés oxidativo en cardio-
miocitos, ayudando a frenar la produccion de espe-
cies reactivas de oxigeno y de apoptosis®.

Otro grupo de proteinas que aumentd su
expresion en CMLV por su exposicion a calcitriol
fue la treonina/serina quinasa tipo Ste20. Se trata
de enzimas implicadas en la orientacién y organi-
zacioén de los microtibulos del huso durante la
mitosis®. Se conoce que esta proteina es un regu-
lador transcripcional de la quinasa poloide Plk1 en
el musculo liso*. Un reciente estudio ha observa-
do un incremento de la expresion de esta protei-
na en aortas de individuos de edad avanzada,
sugiriendo que promueve la inestabilidad de los
microtibulos y filamentos de actina®.

La glucosilceramida transferasa (GIcT-1) tam-
bién aumento su expresion proteica. Esta proteina
se integra en el metabolismo de los esfingolipidos,
interviniendo dentro de este en la transferencia de
una molécula de glucosa para la glicosilacion de
la ceramida (acilesfingosina), dando lugar a los
compuestos glicolipidicos denominados cerebrosi-
dos y que son importantes componentes de la
membrana celular del tejido muscular. Si bien no
hay datos en la literatura que relacionen estas
enzimas con el proceso de calcificacion vascular,
existe un trabajo cldsico que encuentra la acumu-
lacion de glicoesfingolipidos en pacientes falleci-
dos con placa aterosclerdtica, lo que podria suge-
rir un mecanismo patogénico de alteracion del
tejido vascular®.

Cabe destacar el aumento de una proteina
denominada pirina que forma parte del inflamaso-
ma. El inflamasoma es un conjunto de multiprotei-
nas citosOlicas que permite la activacion de las
caspasas proinflamatorias, las cuales transforman
el precursor de la interleukina-1f (pro-IL-1 §) a la
forma activa (IL-1 p), lo que conduce a una pode-
rosa respuesta inflamatoria®”. Recientemente, Wen
y cols. han descrito que, para que se produzca la
calcificacion de las CMLYV, se requiere que el infla-
masoma se active®.

Asimismo, en concordancia con trabajos pre-
vios publicados llevados a cabo en modelos in
vitro de disfuncion endotelial y proteémica®, nues-
tros resultados mostraron un descenso en la expre-
sion de proteinas estructurales y una desregula-
cion de las proteinas del citoesqueleto en las
CMLV expuestas a calcitriol a dosis suprafisiologi-
cas. La actina del musculo liso aértico y la actina
citoplasmatica 2 son proteinas que juegan un
papel fundamental en la arquitectura y motilidad
celular. Este hecho podria interpretarse como una
pérdida del fenotipo muscular de las CMVL como
consecuencia de la exposicion a altas concentra-
ciones de calcitriol.

La CV es un proceso patoldgico regulado que
se asemeja a la osteogénesis. Cuando las CMLV de
la media se exponen a un estimulo calcificante
mantienen su capacidad para diferenciarse en
células tipo osteoblasto o condrocito, expresando
distintas proteinas Oseas, produciendo vesiculas
de matriz y componentes de la matriz extracelular
con propension a la mineralizacion®.

En nuestros experimentos, ademds de compo-
nentes de la matriz extracelular, se detecté un des-
censo en proteinas del reticulo endoplasmatico
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rugoso (RER) implicadas en la maduracion del cola-
geno. La prolil-4-hidroxilasa es una enzima que
participa en la hidroxilacién post-traslacional de la
prolina del procoldgeno y cuyo descenso inhibe la
formacion de la triple hélice. Si bien no hay datos
de esta enzima sobre la CV, la ausencia de prolil-3-
hidroxilasa con la que comparte el mecanismo de
hidroxilacién de la prolina en el coligeno da lugar
a una hipermineralizacion de la matriz 6sea.

Por ultimo, una proteina que ha mostrado un
descenso es la dipeptidil peptidasa 10 inactiva
(DPP10). Esta proteina, que es un importante com-
ponente neuronal de los canales de potasio, puede
actuar como una chaperona interactuando con
otras importantes moléculas de senalizacion, como
hsp90 y proteinas asociadas, pudiendo modular la
apoptosis™. Por lo tanto, el descenso observado en
nuestro estudio en las células expuestas a calcitriol
podria ser una consecuencia del cambio en el
fenotipo celular observado.

Los resultados de este estudio experimental in
vitro tienen la limitacion de no ser aplicables
directamente a humanos, pero si que deberian
alertar del efecto que dosis elevadas de calcitriol,
empleadas como tratamiento del hiperparatiroidis-
mo secundario en la enfermedad renal crénica,
podrian tener sobre el proceso de calcificacion
vascular. Aunque en la poblacién normal el rinén
tendrfa capacidad para eliminar los excesos de
calcitriol, en su mayoria derivados del tratamiento
con 25-hidroxivitamina D y de su conversion renal
y extra-renal a calcitriol, cuando el deterioro de la
funcion renal se agrava por el envejecimiento se
deberfa alertar a los clinicos de seguir un control
muy estricto, para evitar efectos nocivos que
podria tener un calcitriol elevado, aumentando la
hipercalcemia e hiperfosforemia y su posterior
depdsito en el tejido vascular.

La identificacion de los spots de proteinas estd
limitada por la cantidad y la calidad (poca concen-
tracion de sales, acidos nucleicos, lipidos, etc.) del
extracto proteinico obtenido, lo cual depende
directamente de la eficacia del método de extrac-
cion®. En nuestro trabajo, ademas de las proteinas
descritas anteriormente identificadas con una alta
fiabilidad, segin la puntuaciéon obtenida en las
diferentes bases de datos de identificacion de pro-
teinas, se identificaron también otras proteinas
con una baja puntuacion que podria ser explicada
atendiendo a diferentes razones™. Por un lado, la
concentraciéon de algunas moléculas puede ser
muy inferior respecto a otras mayoritarias en los
spots cortados. Por otro lado, algunas proteinas
pueden haber experimentado modificaciones
post-traduccionales o protedlisis, pudiendo alterar
la disponibilidad de los péptidos para su identifi-
cacion. Por Gltimo, hay que tener en cuenta que la
caracterizacion del perfil proteico de las células se
ha llevado a cabo en un modelo de calcificacion
que se prolongd hasta los 10 dias. Es posible que,
en modelos donde la calcificacion se establezca
en periodos de hasta 3 semanas, los niveles de
algunas proteinas pudieran ser mas altos y obser-
varse mayores diferencias.

Por tanto, y a modo de resumen, podemos afir-
mar que hemos objetivado una disminucién del
fenotipo vascular y un aumento del 6seo en CMLV
sometidas a una dosis suprafisiologica de calcitriol.
Estos cambios fenotipicos dan lugar a un perfil
diferencial de proteinas, con aumento de la expre-
sion de proteinas que participan en la depuracion
de radicales libres y que forman parte del citoes-
queleto como un posible mecanismo compensador
al proceso de calcificacion. También se observo un
aumento de proteinas que participan en la forma-
cion de vesiculas de matriz, asi como en un
aumento en la respuesta inflamatoria, ambos pro-
cesos inherentes a la calcificacion vascular. La pér-
dida de fenotipo muscular se vio representada por
descensos en la expresion de proteinas tipicamen-
te musculares. Estos resultados deberian ser ratifi-
cados en modelos animales con vistas a su utilidad
clinica en la prevencion de calcificaciones vascula-
res en poblacion general.
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Resumen

Introduccion: El estrés oxidativo ha sido implicado en el desarrollo y la progresion de la calcificacion
vascular (CV); sin embargo, ain existen interrogantes sobre esta asociacion causal.

Objetivo: Analizar en un modelo experimental de insuficiencia renal cronica (IRC) el efecto del estrés oxida-
tivo sobre el desarrollo y la progresion de la CV, evaluando la implicacion del microARN-377 (miR-377).
Material y métodos: Se estudiaron 2 grupos de ratas Wistar con IRC. El grupo 1 recibio dieta normal en
fosforo AIRC+PN). El grupo 2 recibi6 dieta con alto fosforo (IRC+PA). Se incluy6 un grupo de ratas Sham.
Trascurridas 20 semanas, las ratas fueron sacrificadas.

Resultados: El fosforo y la parathormona séricos no aumentaron en el grupo IRC+PA respecto al IRC+PN,
pero si los niveles de factor de crecimiento fibrobdstico 23 (FGF23). En el grupo IRC+PN aumento tres
veces el contenido aértico de calcio respecto al grupo Sham, un aumento 17 veces superior en el grupo
IRC+PA, donde la densidad mineral 6sea en tibia proximal descendié significativamente. En el grupo
IRC+PN la expresion del miR-377 disminuy6 un 65%, sin efecto adicional de la dieta con alto contenido
en fosforo. En el grupo IRC+PN aument6 3 veces la expresion proteica de superéxido dismutasa 2 mito-
condrial (SOD-2), y en el grupo IRC+PA lo hizo hasta 6 veces.

Conclusiones: La IRC con o sin alto contenido en fésforo en la dieta desencadené el descenso del miR-377.
El exceso de fésforo increment6 la SOD-2 como mecanismo compensador para frenar el estrés oxidati-
vo y el dafno vascular. Controlar el contenido en fésforo en la dieta cuando la funcion renal se ve com-
prometida permitird aminorar el dafio vascular producido como consecuencia, entre otros factores, del
estrés oxidativo.

Palabras clave: calcificacion vascular, miR-377, SOD-2, estrés oxidativo, DMO.
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The effect of oxidative stress on vascular calcification through microRNA-377

Summary

Introduction: Oxidative stress has been implicated in the development and progression of vascular cal-
cification (VC). However, this causal association remains a matter of controversy.

Objective: To analyze in an experimental model of chronic renal failure (CRF), the effect of oxidative stress
on the development and progression of the VC, assessing the implication of microRNA-377 (miR-377).
Material and methods: Two groups of Wistar rats with CRF were studied. Group 1 received normal diet
in phosphorus (CRF+NP). Group 2 received a high phosphorus (CRF+HP) diet. A group of sham rats was
included. After 20 weeks, the rats were sacrificed.

Results: Serum phosphorus and parathormone did not increase in the CRF+HP group compared to
CRF+NP, but fibroblast growth factor 23 (FGF23) levels significantly increased. In the CRF+NP group, aor-
tic calcium content increased three-fold over the sham group, a 17-fold increase in the CRF+HP group,
where the bone mineral density in the proximal tibia decreased significantly. In the IRC+NP group, the
expression of miR-377 decreased by 65%, with no additional effect detected of the diet with high phos-
phorus content. In the IRC+NP group, the protein expression of mitochondrial superoxide dismutase 2
(SOD-2) increased 3-fold, and in the IRC+HP group it increased up to 6-fold.

Conclusions: CRF, with or without high phosphorus dietary content, triggered the descent of miR-377.
Excess phosphorus increased SOD-2 as a compensatory mechanism to curb oxidative stress and vascular
damage. Controlling phosphorus content in the diet when the renal impairment function is compromised

will reduce the vascular damage produced due oxidative stress, among other factors.

Key words: vascular calcification, miR-377, SOD-2, oxidative stress, BMD.

Introduccién

La calcificacion vascular (CV) es una de las altera-
ciones mas frecuentes en el envejecimiento, pero
especialmente en pacientes con enfermedad renal
cronica (ERC). El aumento de las especies reacti-
vas de oxigeno en respuesta a sobrecargas de f6s-
foro (P) que ocurre durante la CV, contribuye a la
desdiferenciacion fenotipica de las células de mus-
culo liso vascular (CMLV) de un fenotipo propia-
mente muscular (contrictil) a un fenotipo osteo-
blastico™. En concreto, se sabe que el peroxido de
hidrogeno, uno de las especies reactivas de oxigeno
mds comunes, es capaz de inducir la expresion del
factor de transcripcion osteoblastico Cbfal/RUNX2 e
inducir la calcificacion®®.

Los microARNs (miRs) son pequenos ARNs
(~22 nucledtidos) no codificantes de cadena sim-
ple que median el silenciamiento postranscripcio-
nal de genes al unirse por complementariedad de
bases a la regién 3° UTR de los ARNm diana. Los
miRs estan implicados en procesos biolégicos cru-
ciales, incluyendo proliferaciéon celular, diferencia-
cion y desarrollo de tejidos’. Estudios recientes
han demostrado que varios miRs son importantes
reguladores de la diferenciacion de las CMLV a
células semejantes a osteoblastos y, por tanto, de
la calcificacion vascular™'2.

El miR-377 aparece como un importante regu-
lador del envejecimiento al regular, entre otros, al
enzima superoxido dismutasa 2 (SOD-2)¥'. La
SOD es el principal antioxidante del organismo,
que cataliza la conversién de radical superéxido a
peroxido de hidrégeno. La SOD-2 corresponde a
la forma mitocondrial del enzima. Numerosos tra-
bajos han estudiado el papel del estrés oxidativo

como inductor de la CV, por lo que en el presen-
te estudio nos planteamos analizar en un modelo
in vivo el posible papel del miR-377 como regula-
dor de la mineralizacion de la aorta.

Materiales y métodos

Modelo de calcificaciéon vascular

El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de
Oviedo.

El estudio se realizo con ratas Wistar macho
(n=10) de 4 meses de edad (350-400 g) que fue-
ron sometidas a una insuficiencia renal crénica
(IRC) (7/8) en un solo acto quirlrgico, previa
anestesia con isoflurano por via inhalatoria. Se
realiz6 nefrectomia completa del rindén derecho y
a continuacion nefrectomia subtotal del rifén
izquierdo, mediante incision lateral y del polo
superior. Con este procedimiento se conserva
aproximadamente la cuarta parte de la masa
renal. Las ratas con IRC se dividieron en dos gru-
pos: uno, PN, alimentado con dieta para roedo-
res estandar con un contenido normal de P
(0,6%) y 0,6% de calcio (Ca), y un contenido de
proteina del 20% (Panlab, Barcelona, Espafa); y
el otro, PA, alimentado con una dieta con alto
contenido en P (0,9%), 0,6% de Ca, y un conte-
nido de proteina del 20% (Panlab, Barcelona,
Espana). El estudio durd 20 semanas con el obje-
to de inducir calcificaciones vasculares. Se inclu-
y6 igualmente un grupo Sham (n=5) que fue
seguido hasta la semana 20. Veinticuatro horas
antes del sacrificio, las ratas se alojaron en jaulas
metabdlicas para obtener muestras de orina reci-
biendo en cada caso la misma dieta y agua ad
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libitum. Se sacrificaron usando como anestesia
CO,, y se extrajeron muestras de suero para su
analisis. De cada rata se extrajo la aorta abdomi-
nal descendente hasta la bifurcacion de las iliacas
y se dividi6 en tres porciones: el primer fragmen-
to mas proximo al cayado de la aorta para deter-
minar el contenido de Ca, el segundo fragmento
se utilizo para la extraccion de ARN y proteinas,
y el tercer fragmento se incluyé en parafina para
estudios futuros.

En el momento del sacrificio se extrajeron las
dos tibias. La izquierda se conservé en alcohol
para medir la densidad mineral 6sea (DMO). La
tibia restante se congel6 a -80°C.

Marcadores bioquimicos

El Ca, el P y la creatinina séricos y la creatinina en
orina se midieron usando un analizador automati-
co multicanal Hitachi 717 (Boehringer Mannheim,
Berlin, Alemania). La parathormona (PTH) sérica
fue medida por ELISA (Immutopics, San Juan
Capristano, EE.UU.) siguiendo los protocolos del
fabricante. El factor de crecimiento fibroblastico
23 (FGF23) se determin6é por un kit de ELISA
(Kainos Laboratories, Japon).

Densitometria 6sea

La DMO se midi6 en la tibia a tres niveles: octavo
proximal, séptimo/octavo distales y tibia total, con
un densitémetro radiolégico digital de doble ener-
gia Hologic QDR-1000 (Hologic, Bedford, EE.UU.)
equipado con un programa especifico para anima-
les pequenos.

Analisis de calcificacion adértica

La calcificaciéon de la aorta abdominal de las ratas
fue analizada mediante el contenido total de Ca.
Para determinar el contenido total de Ca, un frag-
mento de la aorta abdominal (el mas proximo al
cayado de la aorta) se homogeneizé con un
Ultraturrax (OmniHT) en HCl 0,6 N. Después de
agitar a 4°C durante 24 horas las muestras se cen-
trifugaron. El contenido de Ca se determiné en el
sobrenadante por el método de la o-cresolftaleina
complexona (Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU.), y
el pellet se resuspendié en tampon de lisis (125
mM Tris y 2% de SDS, pH 6,8) para la extraccion
de proteinas y cuantificacion por el método de
Lowry (Bio-Rad, Hércules, EE.UU.). El contenido
de Ca se normaliz6 expresindose como pg de Ca
por mg de proteina.

Estudio de expresion génica

La extraccion de ARN se realizo mediante el méto-
do del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo.
El ADN copia (ADNc) se sintetizé usando
Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.). La
expresion génica del miR-377 se analiz6 por PCR
a tiempo real (gPCR) en el equipo Stratagene
Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies,
Santa Clara, EE.UU.). Para la PCR se utiliz6 un
ensayo “assay on-demand” disehado por Applied
Biosystems que emplean oligos especificos y son-

das Tagman fluorescentes. Para la cuantificacion y
normalizacion se utilizd la expresion del ARN
nuclear U6.

Western Blot

Después de la transferencia, las membranas se
incubaron durante 12 horas con anticuerpos anti
SOD-2 (1:1000, Cell Signaling Technology,
Danvers, EE.UU.), y anti-GAPDH (1:5000, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, EE.UU.). La unién del
anticuerpo secundario se detecté con el kit de
deteccion para Western Blot ECL Advance
(Amersham Bioscience, Buckinghamshire, Reino
Unido) y con el sistema de modelo de imagenes
VersaDoc 4000 (Bio-Rad).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se
empleé el programa SPSS 17.0. En el caso de
variables con distribucién normal la comparacion
de los grupos de tratamiento se realizé por medio
del analisis de la varianza (ANOVA) con el test de
Bonferroni. En el caso de variables con distribu-
cién no normal, se utilizo el test de Kruskal-Wallis.

Resultados

La nefrectomia disminuyé el aclaramiento de crea-
tinina, efecto que no se agravé en los animales
que recibieron la dieta con alto contenido en P
(Tabla 1). Hubo un discreto, pero no significativo,
aumento del P sérico en los animales nefrectomi-
zados que se hizo mas notorio en los que recibie-
ron la dieta con alto P. Sin embargo, pequefnos
aumentos en P sérico se asociaron con aumentos
mas significativos en los niveles séricos de FGF23.
Los niveles séricos de FGF23 aumentaron el doble
con la nefrectomia, mientras el aumento en P séri-
co fue inferior al 50%. De forma similar, en los ani-
males que recibieron la dieta alta en P (IRC+PA)
los niveles de FGF23 aumentaron el doble respec-
to a los de la dieta normal (IRC+PN), siendo el
aumento en el P sérico inferior al 25%.

La nefrectomia no tuvo efecto alguno sobre los
cambios de DMO en tibia, si bien en el grupo
IRC+PA la DMO en tibia proximal disminuyé sig-
nificativamente respecto al grupo IRC+PN vy res-
pecto al grupo Sham (Tabla 1).

En el grupo IRC+PN, el contenido de Ca en la
aorta se incrementd 3 veces con respecto al grupo
Sham. El aumento con respecto al grupo Sham se
increment6 hasta 17 veces en el grupo IRC+PA. La
expresion del miR-377 disminuy6 un 65% con la
nefrectomia, sin observarse ningin efecto adicio-
nal con la dieta con alto P. De hecho, el aclara-
miento de creatinina fue el parimetro bioquimico
que se asoci6 de forma mds marcada con la expre-
sion de este miR (r=0,83; p=0,001). Por el contra-
rio, el P sérico no se asocioé con la expresion del
miR-377 (1=-0,302; p=0,34).

La expresion proteica de la SOD-2 aument6
claramente con la nefrectomia (mas de 3 veces),
efecto que se hizo mids marcado en los animales
nefrectomizados con la dieta con alto contenido
en P (mds de 6 veces).
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Tabla 1. Marcadores bioquimicos y del metabolismo 6seo en los distintos grupos de tratamiento. Valores de
DMO en los tres segmentos tibiales analizados en los distintos grupos de tratamiento

Sham (n=5) IRC+PN (n=5) IRC+PA (n=5)
Aclaramiento creatinina (mL/min) 29+29 0,8 £ 0,3 1,0 £ 0,5
Calcio (mg/dL) 10,3 £ 0,1 11,6 + 0,4 10,8 + 0,6
Fésforo (mg/dL) 4,1+03 5,9 £0,8 7,3 +4,0
PTH (pg/mL) 317D 83 (37-96) 95 (52-610)"
FGF23 (pg/mL) 272 + 140 589 + 198" 1013 + 40
DMO tibia proximal (mg/cm?) 325 + 12 327 + 21 273 + 26"
DMO tibia distal (mg/cm? 256 + 15 255+ 9 234 + 11
DMO tibia total (mg/cm?) 270 + 12 269 + 12 243 + 15

*p<0,05 respecto a al grupo Sham; *p<0,05 respecto al grupo IRC+PN.

Figura 1. Contenido de Ca en las aortas de ratas con
nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido nor-
mal en P (0,6%) (IRC+PN) y alto contenido en P (0,9%)
(IRC+PA), sacrificadas a las 20 semanas. Los datos repre-
sentan la media + desviacion estandar. *p<0,05 respecto al
grupo Sham; "p<0,05 respecto al grupo IRC+PN
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Figura 2. Niveles relativos de miR-377 en las aortas de ratas con
nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal
en P (0,6%) (IRC+PN) y alto contenido en P (0,9%) (IRC+PA),
sacrificadas a las 20 semanas. Los datos representan la media
+ desviacion estindar. *p<0,05 respecto al grupo Sham
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Discusion

En este estudio se ha observado un descen-
so en la expresion aortica del miR-377 con la
nefrectomia paralelo al aumento de la expre-
siébn proteica de SOD-2 como un posible
mecanismo compensador para eliminar radi-
cales libres superéxido producidos como
consecuencia del estrés oxidativo generado
por la nefrectomia.

Hasta la fecha, varios cientos de miRs han
sido identificados en el genoma humano pro-
poniéndose que al menos el 50% de los
genes que codifican para proteinas son regu-
lados por miRs"™™.

El aumento en la expresion proteica de
SOD-2, como un posible efecto compensador
para frenar el estrés oxidativo y la apoptosis
celular en la mitocondria*>", lo hemos observa-
do en otros trabajos in vitro de nuestro grupo
exponiendo CMLV a medios calcificantes. De
hecho, en un reciente articulo hemos observa-
do por técnicas de protedmica mediante geles
bidimensionales que, ante la presencia de un
estimulo calcificante con altas dosis de calci-
triol, la expresion de esta proteina aumenta 3
veces respecto a las células cultivadas con un
medio control®. Otro estudio in vitro en CMLV
sometidas a un estimulo calcificante por exce-
so de Ca y P muestra un aumento de la expre-
sién proteica de SOD-2 mediante Western blot.

Sin embargo, a diferencia de lo que ocu-
rre en nuestros trabajos, en la mayoria de
estudios de la literatura se observan descen-
sos de la SOD-2 en presencia de un aumen-
to del estrés oxidativo. De hecho, en un
reciente estudio en ratas con IRC se ha
encontrado que la administracion de una
dieta con alto contenido en P suplementada
con calcitriol induce el descenso de la expre-
siébn proteica de SOD-2 a nivel adrtico®.
Otros estudios en otros modelos tisulares
(podocitos renales y células mesangiales)



han encontrado que, ante estimulos que indu-
cen estrés oxidativo, se produce un descenso
en la SOD-2 con aumentos del miR-377%,
aumentos que también se han implicado con
el incremento de la senescencia celular'*?.

A la SOD-2 se la conoce también como
superoxido dismutasa mitocondrial o manga-
neso superdxido dismutasa (MnSOD) y es la
responsable de la reduccion de especies reac-
tivas de oxigeno téxicas en la mitocondria.

El hecho de que en nuestro caso se obser-
ve un aumento de SOD-2, en un intento de la
célula de defenderse al estrés oxidativo,
acompanado por un descenso de la expresion
del miR-377, tal vez pueda deberse a diferen-
tes condiciones experimentales a las del resto
de estudios, asi como a la duracion temporal
del dano renal, que en nuestro caso siempre
es a muy largo plazo. Lo que si concuerda
con todos los estudios publicados es el efec-
to opuesto entre el miR-377 y la SOD-21421,
Es decir, aumentos en la SOD-2 conllevan
descensos en la expresion del miR-377 y vice-
versa, por lo que se deduce la posible utilidad
del miR-377 como biomarcador de estrés oxi-
dativo y de dano vascular.

A pesar de utilizar una dieta con alto conte-
nido en P, los niveles séricos de P fueron muy
similares en los grupos de animales nefrectomi-
zados con dieta normal o con alto P. Una posi-
ble explicacion es que la nefrectomia 7/8 no
haya sido lo suficientemente agresiva y que
pueda hablarse de un menor grado de nefrec-
tomia como una 5/6 o menor. Eso indicaria el
mantenimiento de una funcién renal residual
que evitaria el agravamiento del dano renal
producido por el P%. Sin embargo, es de desta-
car los aumentos de FGF23 con la nefrectomia
y también en los animales que recibieron la
dieta con alto P. Se sabe que el FGF23 es el pri-
mer pardmetro bioquimico que se eleva tras
instaurarse la IRC®. El FGF23 comienza a
aumentar en el plasma de los pacientes con
ERC desde situaciones muy precoces, y conti-
nda aumentando de una manera constante a
medida que va descendiendo el filtrado glome-
rular®. Durante las fases iniciales de la ERC, una
sobrecarga de P estimularia la sintesis de FGF23
a nivel de los osteocitos, y actuaria en las nefro-
nas restantes aumentando la excrecion fraccio-
nal de fosfato para mantener la normofosfate-
mia®. De hecho, en nuestro caso, aumentos
inferiores al 25% en P sérico se acompanaron
de variaciones de FGF23 muy superiores como
un mecanismo compensador del aumento de P
con el objeto de frenar su exceso.

El hecho de que la disfuncién renal obteni-
da mediante la nefrectomia haya sido inferior a
la inicialmente prevista queda reflejado en los
resultados de la DMO en tibia. No hubo dife-
rencias en la DMO entre los animales Sham y
los nefrectomizados, a pesar del tiempo de
evolucion de la IRC (20 semanas)®. En los ani-
males nefrectomizados que recibieron la dieta
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Figura 3. Expresion proteica de SOD-2 en las aortas de ratas con
nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal
en P (0,6%) (IRC+PN) y alto contenido en P (0,9%) (IRC+PA),
sacrificadas a las 20 semanas. A) Imagen de un Western blot
representativo de una aorta de cada grupo; B) representacion
grafica de la expresion proteica de la SOD-2 en los distintos
grupos como media + desviacion estandar. “p<0,05 respecto al
grupo Sham; "p<0,05 respecto al grupo IRC+PN
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con alto contenido en P hubo un descenso de la DMO
en tibia proximal respecto a los animales nefrectomiza-
dos con dieta normal en P y respecto al grupo Sham. Sin
embargo, otros estudios de nuestro grupo, con el mismo
tiempo de seguimiento, muestran un efecto mas negati-
vo sobre el hueso cortical (DMO en tibia distal) que
sobre el trabecular (DMO en tibia proximal) cuando la
dieta administrada es rica en P?. Este efecto se acompa-
fia de un hiperparatiroidismo secundario severo que
afecta fundamentalmente al hueso cortical, resultado
que no se observo en el presente estudio.

A pesar del menor grado de disfuncion renal obser-
vado, si pudimos observar una relacion entre el
aumento de la CV y el descenso de la DMO, como ha
sido descrito previamente por nuestro grupo®. El
grupo de animales con IRC y dieta alta en P fue en el
que aument6 de forma mas clara el contenido de cal-
cio en la aorta, lo que se acompané de las mayores
pérdidas de DMO en tibia proximal.

De los resultados de este estudio se deduce que la
nefrectomia, independientemente de los niveles séri-
cos de P, es capaz de modificar la expresion del miR-
377. El alto contenido en P en la dieta indujo el aumen-
to de la expresion proteica de SOD-2, probablemente
COMO un mecanismo protector para evitar un mayor
dafno vascular como consecuencia del estrés oxidativo.
Estos resultados deberfan alertar sobre la conveniencia
de mantener niveles séricos de P cuando el deterioro
renal se acentia evitando de este modo la progresion
del dano vascular. La utilizacién del miR-377 como bio-
marcador de dano vascular por estrés oxidativo nece-
sita de estudios mecanisticos, pero abre una posible
via preventiva y terapéutica al desarrollo y progresion
de las lesiones vasculares en la ERC.
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Resumen

La afectacion esquelética en los pacientes con linfoma no hodgkiniano (LNH) no es infrecuente. Suele
ser una manifestacion tardia, y cuando aparece lo hace generalmente de forma secundaria por linfomas
en estadio avanzado y con alta carga tumoral. Sin embargo, tan solo en contadas ocasiones la afectacion
esquelética se debe a un linfoma 6seo primario y constituye, por tanto, la forma de presentacién de esta
enfermedad. Se describe el caso de un paciente con un linfoma 6seo primario de estirpe B que debut6
con lesiones vertebrales y compresion medular secundaria.

Palabras clave: linforna no Hodgkin B, linfoma dseo primario, compresion medular.

Primary bone lymphoma

Summary

Skeletal involvement in patients with non-Hodgkin's lymphoma (NHL) is not uncommon. It tends to be
a late manifestation and usually occurs secondary to lymphomas in advanced stage, with high tumor bur-
den. However, only in a few cases has skeletal involvement been attributed to a primary bone lympho-
ma and constitutes, therefore, the form of presentation of this disease. We describe the case of a patient
with primary B-cell lymphoma of the bone that appeared with vertebral lesions and secondary spinal
compression.

Key words: non-Hodgkins lymphoma B, primary bone lymphoma, spinal cord compression.



Introduccion
La afectacion esquelética en los linfomas no hodg-
kininianos (LNH) no es infrecuente, aunque cuando
aparece lo hace generalmente de forma secundaria
por linfomas en estadio avanzado y con alta carga
tumoral. La afectacion primaria 6sea (Linfoma 6seo
primario [LOP]) representa en torno al 1-5% de los
tumores malignos 6seos y tan solo supone el 5% de
los linfomas extranodales, y menos del 1% de los
linfomas en general?. Las lesiones, que pueden ser
Unicas o multiples, se localizan preferentemente en
los huesos largos, sobre todo en el fémur, y, mas
raramente, en la pelvis y las vértebras*.
Recientemente hemos tenido la oportunidad de
estudiar a un enfermo con un cuadro de lesiones
vertebrales y compresion medular secundaria a un
LNH de estirpe B. Dado que esta forma de presen-
tacion en un linfoma de esta naturaleza solo se ha
descrito en contadas ocasiones en la literatura®, nos
ha parecido de interés su comunicacion.

Caso Clinico

Varon de 67 anos, fumador, con antecedentes de
ateromatosis carotidea, que ingres6é en el Hospital
por presentar debilidad en extremidades inferiores.
Dos afos antes sufrié un infarto cerebral lacunar en
corona radiada izquierda que curso sin clinica resi-
dual. Desde hacia un ano referia un cuadro de dolor
lumbar, de tipo mecanico, que se irradiaba al costa-
do derecho, que habia aumentado en intensidad en
la dltima semana, haciéndose resistente al tratamien-
to analgésico y dificultindole conciliar el sueno.
Tres dias antes de acudir al Hospital, comenzé a
notar debilidad y parestesias en miembros inferio-
res, asi como dificultad para iniciar la miccion.
Desde hacia tres meses referia también astenia, ano-
rexia y pérdida no cuantificada de peso. En la
exploracion se apreci6 la existencia de una parapa-
resia de predominio proximal, con hiporreflexia e
hipoestesia, con nivel sensitivo en T8. No se palpa-
ban adenopatias ni visceromegalias, siendo el resto
de la exploracion fisica anodina. Entre los datos ana-
liticos destacaba una ligera leucocitosis (11.900/uL)
con 77% segmentados y 11% linfocitos. La hemoglo-
bina y las plaquetas eran normales, al igual que el
estudio bioquimico de rutina, incluyendo los nive-
les de calcio, albimina, fosfato y LDH. Tampoco se
observaron anomalias en el estudio electroforético
del suero, y los marcadores tumorales (incluyendo
la B2-microglobulina) fueron normales. El estudio
de la morfologia de sangre periférica fue asi mismo
normal.

En la resonancia magnética nuclear (RMN) de
columna dorso-lumbar (Figura 1A) se observo una
pérdida de altura de T8, que estaba ocupada por una
masa que se extendia a tejidos blandos paravertebra-
les, especialmente hacia los elementos posteriores
vertebrales y hacia el interior del canal raquideo, for-
mando un manguito de infiltracién epidural que lle-
gaba cranealmente hasta T7 y caudalmente hasta
T10. Todo ello condicionaba una estenosis segmen-
taria del canal raquideo, con deformidad del contor-
no anterior del cordén medular. También se obser-
vaban captaciones parcheadas en T7 y T9, compati-
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bles con afectacion de ambos cuerpos vertebrales.
En la tomograffa computadorizada (TC) de cuerpo
entero no se observaron masas ni nédulos sugesti-
vos de malignidad ni adenopatias significativas.

La tomografia por emision de positrones (PET/TC)
mostro la existencia de una intensa captacion sugesti-
va de malignidad en el pediculo izquierdo de T8 con
destruccion del mismo, asi como un ligero hiperme-
tabolismo en los cuerpos vertebrales T7, T9 y T11
(Figura 1B). No se apreciaron otros focos patologicos
de captacion en el resto del organismo.

Se realiz6 una biopsia percutinea guiada por TC
de la masa paravertebral dependiente de T8, cuyo
estudio histologico e inmunohistoquimico mostré la
existencia de un linfoma B difuso de célula grande
(Figura 2). No se detectaron reordenamientos de
MYC, BCL2 y BCL6. Tampoco se apreciaron datos de
infiltracion o displasia en la biopsia de médula 6sea,
siendo el estudio inmunofenotipico normal.

Inicialmente se plante6 la posibilidad de realizar
una descompresion quirdrgica, pero se desestimo
tras conocer el resultado histologico, iniciindose tra-
tamiento con quimioterapia (R-CHOP) y radiotera-
pia. Sin embargo, el paciente falleci6 tras el primer
ciclo por un shock séptico por Staphylococcus
Aureus, secundario a la infeccion de una tlcera
sacra grado TII.

Discusion

El linfoma 6seo primario (LOP), definido por la pre-
sencia de una o varias lesiones 6seas sin evidencia
de afectacion ganglionar o visceral, es poco frecuen-
te, ya que segin algunos estudios representa tnica-
mente el 0,9-5% de los tumores Gseos malignos'?,
menos del 1% de los linfomas, y alrededor del 5%
de los linfomas con afectacion extraganglionar®>. No
obstante, hay que tener en cuenta que la definicion
de LOP es controvertida. En la mayoria de los estu-
dios se han incluido solo pacientes con estadio Iy
II de Ann Arbor, aunque en otros se han incluido
también a pacientes con enfermedad en estadio IV
(compromiso de médula 6sea). Ademas, con la
mejora de los procedimientos de estadificacion,
especialmente con el uso combinado de tomografia
computarizada, resonancia magnética, y mas recien-
temente la tomografia por emision de positrones
(PET), la proporcion de pacientes con diagndstico
sistémico (Estadio IV, clasificacion de Ann Arbor) ha
aumentado. Se presenta habitualmente entre la
sexta y séptima década de la vida y es mas frecuen-
te en los varones que en las mujeres (relacion 3:2).
Puede manifestarse como una fractura patoldgica,
especialmente cuando asientan en huesos largos,
como el fémur. Sin embargo, en los casos en que se
afecta la columna, la presentacion clinica mas fre-
cuente es la lumbalgia, que puede acompanarse de
manifestaciones neuroldgicas secundarias a compre-
sion medular, como ocurrié en nuestro paciente™. A
diferencia de otros tipos de linfomas, el LOP no
suele acompanarse de afectacion del estado general,
sintomas B, ni alteraciones en sangre periférica. En
la mayoria de los casos el examen histopatolégico
demuestra la existencia de un linfoma difuso B de
células grandes®”.
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Figura 1. RMN columna dorso-lumbar en la que se aprecia una masa paravertebral derecha dependiente de T8
que se extiende desde T7 hasta T10 (A). PET/TC en el que se observa la existencia de una lesion hipercaptante
en pediculo izquierdo de T7, con ligero hipermetabolismo en cuerpos vertebrales T8, T10 y T12 y ausencia de
captacion patologica a otros niveles (B)

Figura 2. Masa paravertebral HE, (40x) en el que se observa una poblacién monomorfa linfocitaria de células
grandes de tipo centroblastico con aislados nucléolos eosinoéfilos y escotaduras nucleares (linfoma B). Estudio
inmunohistoquimico (40x) en el que se observa de CD20 y BCL2, con negatividad para CD3, CD10, BCL6,

MUM1 y ¢-MYC. El Indice proliferativo (ki-67) fue del 60%

T T

Las lesiones Oseas por el linfoma pueden
adoptar distintos patrones. El aumento de densi-
dad en un cuerpo vertebral (“vértebra en marfil”)
es probablemente la lesion blastica mas caracteris-
tica, aunque también pueden apreciarse areas
osteoesclerdticas mas o menos difusas, que en
ocasiones se asocian a fendémenos osteoliticos'.
Sin embargo, son mas frecuentes las imagenes
destructivas que pueden ser multifocales o aisla-
das. Asientan predominantemente en la pelvis, las
vértebras y los huesos largos, llegando en estos
casos a romper la cortical, infiltrando los tejidos
blandos adyacentes!.

El tratamiento de los LOP se basa en inmuno-
quimioterapia y radioterapia, quedando la cirugia
limitada a la obtencion de muestras para diagnés-
tico y estabilizacion y fijacion de las posibles frac-
turas'"®.

Cuando hay afectacion vertebral y compromiso
medular, como ocurria en nuestro paciente, puede
ser necesaria la reseccion quirdrgica en bloque,
especialmente cuando el diagnéstico es incierto,
pero, si la biopsia preoperatoria confirma la pre-
sencia de un LNH, la radioterapia y/o la quimiote-
rapia por si solas pueden solucionar la compre-
sion espinal, no siendo necesaria la intervencion
quirdrgica>#1+1,

La respuesta terapéutica y por tanto el pronos-
tico suele ser mejor en el LOP que en los linfomas
con afectacion 6sea secundaria, especialmente en
las personas jovenes y con lesiones poco extensas,
lo que refuerza la importancia de realizar un diag-
nostico precoz de estos tumores'”,
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