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Métodos de determinacion de vitamina D
y sus metabolitos. Valor umbral de las

manifestaciones 6seas

Quesada Gomez JM
Instituto Maiménides de Investigacion Biomédica de Cérdoba (IMIBIC). Hospital Universitario Reina Sofia. Universidad de Cérdoba. Fundacién
Progreso y Salud. CIBER de Fragilidad y Envejecimiento Saludable (CIBERFES). Cérdoba (Espaia)

Resumen

El sistema endocrino de la vitamina D (SEVD), por mediacidn del calcitriol regula mas del 3% de todos los genes del or-
ganismo, con multiples efectos tanto a nivel dseo como extradseo. La concentracion total de 250HD circulante, (expresion
de la suma de las concentraciones de 250HD3 y 250HD2), constituye un biomarcador robusto y confiable del estatus
nutricional del SEVD, empleado por autoridades sanitarias y Sociedades Cientificas en América y Europa. Los métodos
actuales para medir los metabolitos del SEVD se clasifican basicamente en dos tipos: métodos de deteccion fisica, que
incluyen cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y cromatografia liquida de espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS) y métodos de inmunoensayo. Atin, hoy en dia, no disponemos de un consenso internacional uniforme que
defina deficiencia y suficiencia de vitamina D para la salud dsea. Las personas en riesgo de deficiencia de 250HD deben
ser siempre analizadas para detectar la deficiencia, o insuficiencia e intensidad de estas, sin embargo no hay evidencia

de un beneficio en el cribado poblacional general en personas sanas.

METABOLISMO DEL SISTEMA ENDOCRINO DE LA VITAMINA D

Desde su descubrimiento, hace un siglo, hemos avanzado
en el conocimiento de la que fue denominada errénea-
mente “vitamina” D. Actualmente sabemos que no es una
vitamina, la seguimos denominando asf por costumbre y
consenso tacito. De hecho, se trata de un sistema endo-
crino, el sistema endocrino de la vitamina D (SEVD), se-
mejante al de otras hormonas esteroideas. El colecalciferol
o “vitamina” D3, es el nutriente umbral (fisioldgico) del sis-
tema, sintetizado a partir del 7-dehidrocolesterol, que se
produce, y encuentra, desde organismos unicelulares
hasta la piel de animales superiores, incluyendo seres hu-
manos. Esta via representa alrededor del 90% del aporte
fisiologico al organismo, el resto se obtiene dietéticamente.
Existe otra isoforma, de aporte nutricional, o farmacold-
gica, el ergocalciferol la “vitamina” D, o producida por irra-
diacién ultravioleta del ergosterol contenido en hongos,
levaduras, etc...k.

La “vitamina” D3 para ser activa hormonalmente precisa
activaciones metabolicas secuenciales: mediante la accién
dela enzima 25 hidroxilasa (CYP2ZR1 y otros) fundamental-
mente en el higado, no regulada hormonalmente, pero su-
jeta a diversas influencias se convierte en calcifediol (o
250HD3), el cual tiene una vida media larga (dos tres se-
manas). El 250HD3 es sustrato para, mediante la accion de
la enzima 1 alfa hidroxilasa (CYP27B1), sintetizar 1,25 dihi-
droxivitamina D3 (calcitriol; 1,25(0H)2D3), hormona del
sistema, en el rifién para su accién endocrina sistémicay en
multiples células y tejidos del organismo para su accién

»

local auto/paracrina. La 1,25(0H)2D3, tiene una vida media
corta y estd hormonalmente regulada para mantener una
concentraciéon constante dentro de un margen estrecho. La
1,25(0H)2D estimula la 24 hidroxilasa (CYP24A1) para for-
mar 24,25 hidroxivitamina D3 o 1,24,25 trihidroxivitamina.

El calcitriol 0 1,25(0H)2D3 se une con alta afinidad a su
receptor (VDR), mientras que 250HD3, 24,25 hidroxivita-
mina D3 0 1,24,25 trihidroxivitamina D y otros metabolitos
tienen una afinidad mucho menor. El VDR pertenece a la
superfamilia de receptores nucleares esteroideos que usan
el mismo compaiiero heterodimero (RXR) y co-activadores
0 represores, y se unen a secuencias hexanucleotidicas si-
milares en el ADN (elementos que responden ala hormona
directa repetida) separados por tres o cuatro nucledtidos,
respectivamente!. Los metabolitos del SEVD, poco hidro-
solubles, precisan unirse para su transporte a su proteina
transportadora “vitamin D-binding protein” (o DBP), con
distintos grados de afinidad, mayor para calcitriol y menor
y decreciente para calcifediol, 24,25 hidroxivitamina D3 o
colecalciferol o albumina'.

El SEVD, por mediacion del calcitriol regula mas del
3% de todos los genes del organismo, con multiples efec-
tos, interactuando no solo sobre la salud 6sea, y la ho-
meostasis fosfo-calcica, sino sobre multiples procesos
fisiolégicos en musculo, sistema inmune innato y adap-
tativo, sistema cardiovascular; controlando el creci-
miento y la diferenciacion celular, la secrecion hormonal,
el metabolismo de xenobidticos y numerosos procesos
bioldgicos en todo el organismo! (Figura 1).

Correspondencia: José Manuel Quesada Gémez (md1qugoj@uco.es)
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Figura 1. Sistema endocrino de la vitamina D
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Por lo cual, hoy en dia, la deficiencia funcional del sis-
tema deberia relacionarse no solo con raquitismo u os-
teomalacia y osteoporosis, sino también con un riesgo
potencial mayor de padecer enfermedades cardiovascu-
lares, autoinmunes, diabetes, oncoldgicas, e infecciosas,
entre otras? Actualmente, sabemos que la deficiencia
de “vitamina D” es muy prevalente, incluso en paises
desarrollados o con gran potencialidad de adquisicién
de la misma, por exposicion al sol, o por facilidad para
acceder a la suplementacion, como sucede en Espafa?.

Por ello, la demanda de medicién de los metabolitos
de vitamina D empleados para el diagndstico clinico e
investigacion del papel del SEVD en la salud humana ha
aumentado significativamente en los ultimos veinte
afios*.

MEDICION DE METABOLITOS DEL SISTEMA ENDOCRINO DE LA
VITAMINA D

El suero es la matriz habitual empleada para la medicion
de los metabolitos del SEVD. Tiene la ventaja de no estar
contaminado con los anticoagulantes utilizados para la
obtencidn de plasma, como la heparina, EDTA, o citrato.
Los ensayos de los metabolitos del sistema son muy sen-
sibles a las interferencias generadas por esas sustancias
por lo que debe realizarse una validacién apropiada
cuando se considere emplear plasma para las determi-
naciones*.

Pese a que la vitamina D3 es el nutriente umbral del
SEVD la medida directa de vitamina D3 (y/o D), propia-
mente dicha, circulante no constituye un buen marcador
del estado nutricional del mismo. Inmediatamente des-
pués de su sintesis cutanea o absorcion intestinal desapa-
rece rapidamente de la circulacion. A partir de entonces,
reaparece como 250HD, intensamente ligada a DBP, el
cual tiene una vida media larga y una mayor concentra-
cién y ademas es el sustrato imprescindible para la sinte-
sis de 1,25(0H)2D3, la hormona del sistema®*.

Por lo cual, la mediciéon de la concentracion total de
250HD circulante, (expresién de la suma de las concen-
traciones de 250HD3 y 250HD2), constituye un biomar-

cador robusto y confiable del estatus nutricional del
SEVD, empleado por autoridades sanitarias y Socieda-
des Cientificas en América y Europa para establecer el
estatus de normalidad, la definicién de deficiencia de
“vitamina” D y los grados de insuficiencia de la misma,
sobre los cuales establecer valores de ingesta de refe-
rencia dietética para la “vitamina” D, asi como el control
en la poblacién de la deficiencia, insuficiencia o exceso
de “vitamina”®>”. Es conveniente destacar que, en Espafia,
donde salvo muy puntuales excepciones no se toma vi-
tamina D,, cuando se dan resultados de 250HD en la
practica se estan indicando niveles de 250HD3.

A veces en la practica clinica habitual se solicita la
cuantificacion de niveles séricos de 1,25(0H)2D3 para
evaluar el estatus nutricional del SEVD. Esto constituye
una practica errénea e inadecuada. La medicion de
1,25(0H)2D no es un marcador fiable para ese objetivo.
Al regularse sus niveles circulantes, estrictamente, de
modo endocrino, el organismo tiende a mantener sus va-
lores dentro de un rango muy estrecho de normalidad
(20-50 pg/mL, mas de mil veces menor que la concen-
tracién sérica de 250HD), incluso en situaciones de in-
tensa deficiencia de sustrato (250HD) imprescindible
para su sintesis.

Por lo cual, no debe emplearse nunca para evaluar el
estado nutricional del SEVD. La determinacién de
250HD es el marcador del estatus nutricional del sis-
tema, o lo que coloquialmente damos en llamar de la vi-
tamina D.

Sin embargo, la cuantificacién de 1,25(0H)2D puede
ser util como prueba de segundo nivel en la evaluacién
del SEVD especialmente en pacientes con enfermedad
renal severa®, y nos permite identificar una serie de
afecciones, incluida la deficiencia de 1a-hidroxilasa o
raquitismo vitamina D dependiente tipo 1, por defecto
de la enzima la-hidroxilasa, el raquitismo vitamina D
dependiente tipo 2, o defecto del VDR, y en una serie de
enfermedades granulomatosas o linfoproliferativas
acompafadas de hipercalcemia. También en diagnéstico
del hipo y pseudohipoparatiroidismo. La medicién de
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1,25(0H)2D también ayuda a discernir
entre los sindromes hipofosfatémicos me-
diados y no mediados por FGF23°.

La cuantificacion de la fraccién
250HD3 libre, que representa alrededor
del 0,04% de la concentracion total de
250HD no constituye una practica clinica
habitual. La fraccion libre y ligada a la al-
bumina se denomina 250HD biodisponi-
ble!?. El conjunto de las tres fracciones es
la denominada 250HD total, aunque el
término "total” se refiere a menudo en la
literatura a la suma de las formas 250HD2
y 250HD3. Las concentraciones de 250HD
libre medidas directamente generalmente
oscilan entre 1,2y 7,9 pg/mLy estan fuer-
temente correlacionadas con las concen-
traciones totales de 250HD y se ha
informado que suponen entre el 0,02% y
el 0,09% de las concentraciones totales de
250HD* (Figura 2).

En la denominada hipdtesis de la hormona libre se
postula que solo la hormona libre atraviesa la membrana
celular. En la medida en que esto sea valido, plantea la
cuestion de si es la concentracion libre la que deberia me-
dirse en lugar de la 250HD total, especialmente en cir-
cunstancias en las que los niveles y/o afinidades de las
proteinas de unidn se alteran fisiolégicamente (p. ej. em-
barazo), o fisiopatolégicamente (enfermedad hepatica,
sindrome nefrotico, enfermedad aguda), o por mutacio-
nes genéticas de la DBP1011,

El embarazo o la toma de anticonceptivos lleva a un
aumento de los niveles de DBP en alrededor del 50%,
mientras que, por ejemplo, la insuficiencia hepatica y la
enfermedad renal crénica dan lugar a una disminuciéon
de la concentracion de DBP, también de alrededor del
50%. En el caso de una concentracion elevada de prote-
inas de union, la fraccion de 250HD libre es menor, y vi-
ceversa en el caso de una concentracion baja de
proteinas de unién. En estas condiciones, la medicién de
la 250HD libre podria ser un mejor marcador del estatus
nutricional en vitamina D que la medicién clasica de la
250HD total'®!!, La medicién directa de la 250HD libre
esta disponible desde el 2013 mediante un ELISA stiper
sensible!2. El método presenta un limite de deteccién de
<3 pg/mL y un rango de medicién que cubre 0,2-35
pg/mL. La repetibilidad y la reproducibilidad son repre-
sentativas de la tecnologia ELISA.

La determinacién de 24,25(0H)2D, ha suscitado poco
interés en clinica y no demasiada en investigacién. Este
metabolito se forma mediante hidroxilacién de 250HD
por la enzima CYP24A1 de la familia del citocromo P450,
y se ha considerado durante mucho tiempo como un ca-
tabolito puro de la via catabdlica del SEVD (Figura 1).

La determinacion de 24,25(0H)2D es util en el diag-
ndstico de la hipercalcemia infantil idiopatica donde
estd muy elevado (80-100 ng/mL) y tiene la potencial
utilidad en la identificaciéon de otras enfermedades, solo
o como parte de una ratio de 24,25(0H)2D/250HD. Esta
proporcion es inferior a 0,09 en los pacientes con insu-
ficiencia y/o deficiencia de vitamina D (niveles séricos
de 250HD <20 ng/mL)*3. Histéricamente, se ha utilizado
la relacién de PTH a 250HD para estimar la suficiencia
nutricional del SEVD, recientemente se ha propuesto
que la proporcién molar de la 250HD/24,25(0H)2D
tiene mayor potencial. La disminucién del catabolismo
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Figura 2. Biodisponibilidad de la vitamina D

250H vitamin D biodisponible = libre + ligada a albumina ~ 2-5 ng/mL

250H Vitamin D libr

250H vitamin D ‘total’ = medido rutinariamente: 10-50 ng/mL

de la 250HD también puede medirse mediante una
menor concentraciéon de 24,25(0H)2D y se asocia con
mayor riesgo de hiperparatiroidismo secundario y po-
siblemente de muerte!“.

La C3-epi-250Hvitamina D, también llamado epimero
C3, es un estereoisémero que se diferencia por un solo
centro quiral. La funcion hidroxilo en la posicion 3 de la
molécula se invierte mientras que los otros centros qui-
rales permanecen inalterados. C3-epi-250HD se forma
a través de una via de epimerizacioén, paralela a la via
metabdlica convencional®®. El C3-epi-250H D es mas
abundante en lactantes menores de un afo y es de
menor amplitud en adolescentes y adultos. Durante mu-
chos afios se cuestioné si la C3-epi-250HD era tan im-
portante como su andlogo 250HD en la actividad
biolégica de la vitamina D en el organismo. Sin embargo,
varios grupos han informado de concentraciones y pre-
valencias variables, lo que dificulta la evaluacién de su
verdadera importancia!®'’.

TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE LOS METABOLITOS
pE SEVD

Las primeras mediciones de 250HD se remontan a prin-
cipios los afios 70 del pasado siglo, mediante el empleo
de ensayos competitivos de unién a proteinas.
Los métodos actuales para medir los metabolitos del
SEVD se clasifican basicamente en dos tipos:
1) Métodos de deteccion fisica, que incluyen croma-
tografia liquida de alta presiéon (HPLC) y cromatogra-
fia liquida de espectrometria de masas en tdndem
(LC-MS/MS);
2) Métodos de inmunoensayo, que abarcan radioin-
munoensayos (RIA), actualmente obsoletos, y los en-
sayos inmuno absorbentes ligados a las enzimas
(ELISA), inmunoensayos por quimioluminiscencia
(CLIA), inmunoensayos de flujo lateral y los ensayos
para analizadores de quimica clinica (CCA) (Figura 3).

Métodos de deteccion fisica

La cromatografia liquida (LC) de alta presion o de alto
rendimiento (HPLC) y la LC-MS/MS son los métodos de
deteccion fisica empleados, cada uno con sus fortalezas
y debilidades*. En la primera, la deteccién ultravioleta
(UV) gracias a su fuerte absorcidon a 264 nm es un pode-
roso método de deteccidon para metabolitos del SEVD,
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Figura 3. Métodos para medir 250H vitamina D
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pero diversos metabolitos del SEVD exhiben patrones
UV similares y necesitan estar completamente separa-
dos por el paso de LC para al ser detectados, ser cuanti-
ficados adecuadamente. En la espectrometria de masas
en tdndem (LC-MS/MS) se procede a la fragmentaciéon
de las moléculas que tienen la misma masa y afinidades
similares que dificultan su separacién cromatografica,
produciendo patrones de fragmentacion diferentes para
cada compuesto individual que permiten la deteccién y
cuantificacion de los metabolitos por separado; este es
el caso, entre otros de la 1,25(0H)2D y la 24,25(0H)2D.

Los beneficios de usar estas técnicas para la medicion
de la 250HD patrén oro de la determinacion del estatus
nutricional del SEVD son su alta sensibilidad (<1 ng/mL
para LC-MS), alta precision y excelente perfil de repro-
ducibilidad (los coeficientes de variaciéon van del 2% al
7-8%). Gracias a sus excelentes resultados, la LC-MS esta
reconocida actualmente como la referencia para la me-
dicién de la 250HD.

La HPLC y la LC-MS también presentan inconvenien-
tes, principalmente de naturaleza técnica. El coste ins-
trumental y su mantenimiento son también a menudo
un obstaculo. Ambas requieren el acceso a agua, disol-
ventes y productos quimicos de alta calidad y el suero o
plasma necesita ser limpiado, antes de ser analizado*.

La presencia en el suero de C3-epi-250H sigue siendo
un problema incluso para muchos métodos de HPLC y LC-
MS*°. Debido a su similar patrén UV e idénticos patrones
de masa mono isotdpica y de fragmentacién no puede ser
adecuadamente separada de la 250HD por las técnicas de
deteccion de UV o MS. Por lo tanto, se requiere el desarro-
llo de un protocolo de LC que separe completamente el
metabolito C3-epi de la vitamina D 250H deseada. Aun-
que existen soluciones técnicas y son utilizadas por varios
laboratorios, la vitamina D C3-epi-250H todavia interfiere
en muchos métodos de HPLC y LC-MS*.

Inmunoensayos competitivos para la medida de 250H
vitamina D y otros metabolitos del sistema

En los inmunoensayos competitivos cada metabolito, por
ejemplo el 250HD presente en la muestra, compite con un
250HD marcado con un ntimero limitado de sitios de unién
en un anticuerpo. Se diferencian en el marcado del 250HD
competitivo y en el método de deteccidon. El RIA se basaba
en el yodo radiactivo marcando la 250HD y empleaba para
la deteccion contadores de rayos gamma. En el ELISA el
marcado se efectila con una enzima, la deteccion se basa

— Cromatografia liquida de alta presion (HPCL)
Deteccion
,

Cromatografia liquida de espectrometria de masas
en tandem (LC-MS)

Radioinmunoensayos (RIA)

Ensayos inmuno absorbentes ligados a las

Inmunoensayos por quimioluminiscencia (CLIA)

Inmunoensayos de flujo lateral (LFIA)

Ensayos para analizadores de quimica clinica (CCA)

en una reaccion colorimétrica y se
cuantifica midiendo la absorbancia
en un lector ELISA. Los métodos
CLIA también se basan en 250HD
marcados con una enzima, pero la
deteccidn se basa en la emision de
luz por un sustrato especifico y se
cuantifica mediante un fotémetro.

Técnicamente los inmunoensa-
yos precisan de la liberacion de
250HD de sus proteinas transpor-
tadoras DBP y albimina, seguido
inmediatamente de la unién del
250HD por el anticuerpo y su com-
petencia con el 250HD marcado,
pudiendo emplear en los inmuno-
ensayos anticuerpos policlonales,
monoclonales en incluso utilizar
distintos tipos de DBP.

Después de 250H la vitamina D ha sido liberada de sus
proteinas aglutinantes diferentes moléculas biolégicas
pueden participar en inmunoensayos, incluyendo anti-
cuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales y VDBP.

La especificidad de los anticuerpos, es decir, la reacti-
vidad cruzada contra los diversos metabolitos del SEVD
es uno de los aspectos clave para la cuantificacion del
250HD y otros metabolitos en los inmunoensayos porque
en el suero coexisten la vitamina D3, excepcionalmente en
Espafia la 25(0H)D2; 24,25(0H)2D3/; 25,26(0H)2D y
C3-epi-250HD. Los anticuerpos policlonales por lo gene-
ral suelen carecer de la especificidad necesaria, lo que li-
mita la calidad de las determinaciones.

Para cualquier tipo de método a emplear en la valora-
cion del estatus en vitamina D debe ser un objetivo de
agencias estatales, de las sociedades cientificas y de los
laboratorios implicados participar en procesos eficientes
de estandarizacién, como por ejemplo el DEQAS (acro-
nimo en ingles de Esquema de Evaluacién de la Calidad
Externa de la Vitamina D), para obtener resultados con
precision y exactitud, fundamentales en investigacion y
asistencia, que nos permitan definir adecuadamente los
niveles deficientes e insuficientes de vitamina D, en todos
los rangos de edad sexo y para cualquier objetivo de
salud.

Actualmente el Programa de Estandarizacion de Vi-
tamina D (VDSP) reconoce tres Procedimientos de Me-
dicion de Referencia (RMP) (Gante, NIST y CDC), que son
todos ellos métodos de LC-MS*.

Definiciones de deficiencia y suficiencia de vitamina D
para la salud 6sea

Atn, hoy en dia, no disponemos de un consenso inter-
nacional uniforme que defina deficiencia y suficiencia
de vitamina D para la salud 6sea®®. Un grave problema
para obtener estas definiciones es que dependen en gran
medida de la precision de la cuantificacién de niveles en
sangre de 250HD y las discusiones sobre este aspecto
contindan, sin avanzar constructivamente?®.

El Reino Unido fue el primer pais en 1998 que adoptd
un punto de corte de niveles séricos de 250HD para de-
finir estatus deficiente, Committee on Medical Aspects of
Food and Nutrition Policy (COMA). Mas recientemente el
Comité Asesor Cientifico sobre Nutriciéon (SACN) del
Reino Unido, valorando objetivos de salud musculo es-
quelética (raquitismo, osteomalacia, caidas, fuerzay fun-
cién muscular), propuso que el riesgo de una mala salud
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Figura 4. Definiciones de deficiencia y suficiencia de vitamina D para la salud ésea

25-30 nmol 50 nmol 75 nmol
1 1 1

>100 nmol

10-12 ng/ml 20 ng/ml 30 ng/ml

musculoesquelética era mayor con concentraciones sé-
ricas de 250HD inferiores a ~ 10-12 ng/ml.

Sobre esta base, el SACN definié en 2016 que las con-
centraciones séricas de 250HD por debajo de 12 ng/ml
eran deficientes para todos los grupos de edad, y con-
cluyeron que este umbral es el Gnico que ha demostrado
ser beneficioso para cualquier resultado de salud rela-
cionado con niveles de 250HD y que no habia pruebas
suficientes para definir que niveles de 250HD mas altos
fueran 6ptimos para la salud dsea o incluso general del
organismo?’. Aunque Holanda adopt6 estas recomenda-
ciones, esta no es la opinién de la mayoria de las socie-
dades o expertos®®.

El Instituto de Medicina (I0M) de los EE.UU. (renom-
brado posteriormente Academia Nacional de Medicina),
selecciond en 2011 la absorcién de calcio, la densidad mi-
neral 6sea (BMD) y el raquitismo en nifios u osteomalacia
en adultos, para establecer niveles séricos adecuados de
250HD y facilitar el desarrollo de sus recomendaciones
de ingesta de vitamina D, las denominadas Dietary Refe-
rence Intakes (DRI)?.. Definié una concentracién sérica
de 250HD de 12 ng/ml (30 nmol/L) como el umbral por
debajo del cual puede ocurrir una deficiencia clinica de
vitamina D (deficiencia severa), y establecieron niveles
de 250HD de 12-20 ng/ml (30-50 nmol/1), para definir
un estatus inadecuado, que representa un rango incierto
que puede ser suficiente o no para un determinado indi-
viduo. Propone una concentracion de 250HD de 20
ng/mL (50 nmol/L) como el umbral de suficiencia, en
términos de salud 6sea, para el 97,5% de la poblacion.
Define suficiencia para niveles de 250HD entre 20 y 30
ng/ml (50-75 nmol/1), e indica que niveles superiores a
20 ng/ml de 250HD en suero satisfarian las necesidades
fisioldgicas en vitamina D, sin que hubiera ningiin bene-
ficio afiadido por encima de los 30 ng/ml (75 nmol/1),
pero advierte que podria existir un dafio potencial con
niveles superiores a 50 ng/ml (>125 nmol/1)?2 Poste-
riormente, los paises nordicos, la Comisioén Federal Suiza
de Nutricién y la European Food Safety Authority (EFSA)
adoptaron las directrices de laIOM 2011 para interpretar
las concentraciones de 250HD?’. Aunque es importante
destacar que los 20 ng/ml (50 nmol/L) sugeridos por la
Academia Nacional de Medicina de Estados Unidos, no
fueron propuestos con fines de diagndstico de deficiencia
de vitamina D, sino que se indicaron para respaldar la re-
lacién entre ingesta de vitamina D y el estatus de 250HD,
sobre la cual se establecen las recomendaciones dietéti-
CaSZI’ZZ.

La Endocrine Society (ES) de EE.UU.” publicé en 2011
otro conjunto de directrices que, desde entonces, se han

10M; Australia-New Zeland; Nordic
T ond DACH countries; AAP

1
1
_ Vitamin D Council and “a few experts”
1

>40 ng/ml

convertido en centro del debate y controversia con las di-
rectrices de Reino Unido e IOM. La ES estableci6 a través
de su Grupo de Trabajo sobre vitamina D en los Estados
Unidos una concentraciéon de 250HD para definir la defi-
ciencia como niveles séricos de 250HD <20 ng/ml (50
nmol/1), insuficiencia 21-29 ng/ml (52,5-72,5), suficiencia
30-100 ng/ml (75-250 nmol/1)) y posible dafio >100
ng/ml (>250 nmol/1)), respectivamente. En resumen, la
ES ha definido niveles séricos de 250HD de 20 ng/mL (50
nmol/L) como el umbral de deficiencia y 75 nmol/L (30
ng/mL) como el umbral de suficiencia, para 97,5% de la
poblacién’. Varias sociedades médicas y organizaciones
no gubernamentales han adoptado las directrices de la ES
(Figura 4)2.

Las pautas de la ES’ fueron bastante diferentes de las
propuestas por las pautas de Reino Unido en 19912° 0 IOM
2011222 por lo que desencadenaron un intenso debate, que
contintia desde entonces. La Endocrine Society declar6 que
sus guias fueron disefiadas para la practica clinica y estan
dirigidas principalmente a pacientes con una amplia varie-
dad de enfermedades y, por lo general, con un mayor riesgo
de deficiencia de 250HD, mas que a la poblacion sana (el
principal grupo objetivo de la mayoria de las organizacio-
nes gubernamentales). Sin embargo, no ofrecen argumen-
tos consistentes, que justifiquen por qué el estado 6ptimo
de vitamina D en los pacientes seria diferente del de la po-
blacién sana’. Para mayor confusion, en 2016 el SACN ob-
jetd al afirmar que sus guias no eran para uso en la practica
clinica, sino guias de salud publica para la poblacién gene-
ral sana, no enferma?.

Ambas directrices acuerdan que las recomendaciones
requerirdn una reconsideracion en el futuro a medida
que estén disponibles datos adicionales de estandariza-
cién de la cuantificacion de niveles de 250HD y ensayos
aleatorios en curso.

Una minoria de expertos y organizaciones de base re-
comiendan niveles de 250HD atin més altos (por encima
de 40 ng/ml (100 nmol/1)), basado en el concepto que
el estado "6ptimo de vitamina D" se define mejor usando
el presunto estatus de vitamina D de los primeros Homo
sapiens que vivian en Africa ecuatorial. Estos niveles ob-
jetivo propuestos implican también que mas del 90% de
la poblacion humana actual seria "deficiente o insufi-
ciente de vitamina D" y requeriria suplementaciéon con
dosis elevadas de vitamina D por via oral. Pero, debemos
considerar, que es muy posible que las elevadas concen-
traciones séricas de 250HD que se encuentran en tribus
africanas primitivas no representen concentraciones sé-
ricas éptimas, sino las maximas toleradas en la evolu-
cion para evitar la toxicidad crénica de la vitamina D?3.
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Tabla 1. Casos que deben ser siempre analizados para
detectar la deficiencia de 250HD

» Raquitismo-osteomalacia
» Osteoporosis
* Enfermedad renal cronica
» Insuficiencia hepatica
» Hiperparatiroidismo
» Sindromes de malabsorcion:
- Fibrosis quistica
- Enfermedad inflamatoria intestinal
- Enfermedad de Crohn
- Cirugia bariatrica
- Enteritis por radiaciéon
* Farmacos:
- Anticonvulsivos
- Glucocorticoides
- Anti-HIV
- Antifungicos, vg. Ketoconazol
- Colestiramina
* Color oscuro de piel
* Embarazadas y mujeres lactando
» Ancianos con antecedentes de caidas
» Ancianos con antecedentes de fracturas
no traumaticas
 Obesos (ninos y adultos IMC: >30 kg/m?)
* Granulomas
» Sarcoidosis
» Tuberculosis
« Histoplasmosis
« Beriliosis
¢ Linfomas

Ademas de las recomendaciones citadas para la po-
blacién general y con distintas patologias?*, los princi-
pales ensayos clinicos aleatorizados de farmacos
antiosteoporosis, osteo activos, utilizaron suplementos

de vitamina D y calcio en ambos brazos de estos estu-
dios, lo que indica que se deben administrar suplemen-
tos de vitamina D/calcio a todos los pacientes que
reciben bifosfonatos o denosumab?>25,

Cuantificacién de niveles de 250HD

Las personas en riesgo de deficiencia de 250HD deben
ser siempre analizadas para detectar la deficiencia, o in-
suficiencia e intensidad de estas (Tabla 1). Como en estos
pacientes se espera que el tratamiento de sustitucion de
vitamina D produzca un rapido efecto favorable de salud.
Desde la perspectiva de la salud publica, 1a determinaciéon
de niveles de 250HD es absolutamente rentable.

Aunque se describe con frecuencia, en todo el mundo,
niveles séricos de 250HD disminuidos en personas sanas,
no hay evidencia de un beneficio en el cribado poblacional
general en personas sanas en busca de deficiencia en
250HD por lo que se recomiendan estudios de deteccion
selectiva de deficiencia de vitamina D en pacientes perte-
necientes a poblaciones de riesgo’.

Por tanto, se recomienda realizar mediciones de 250HD
ademas de en osteopordéticos con antecedentes o no de
fracturas no traumaticas (particularmente antes de comen-
zar tratamiento con agentes osteo activos, anticatabdlicos
o0 anabolicos?>?°), en los procesos recogidos en la tabla 177.
Pacientes con el diagnéstico clinico de raquitismo u osteo-
malacia; ancianos con antecedentes de caidas; mujeres em-
barazadas y lactantes, obesos (nifios y adultos); personas
con insuficiente exposicién al sol; pacientes con sindromes
de malabsorcién (congénitos o adquiridos); maldigestion
y sometidos a cirugia bariatrica; enfermedad renal crénica,
insuficiencia hepatica, fibrosis quistica; hiperparatiroi-
dismo primario y o secundario. También es conveniente
evaluar niveles de 250HD en pacientes sometidos a trata-
mientos que interfieren con el metabolismo del sistema en-
docrino de la vitamina D (firmacos anticonvulsivos,
glucocorticoides, medicamentos para el SIDA, antimicdti-
cosy colestiramina, entre otros) y en granulomas y algunos
linfomas (en estos casos, también se aconseja evaluar ni-
veles séricos de 1,25 (OH)2D).

}}l Conflicto de intereses: El autor declara no tener conflicto de intereses.
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Papel de las nuevas técnicas de imagen en la
prediccion del riesgo de fractura

Del Rio Barquero L
CETIR Centro Médico. Grupo Ascires (Esparia)

Resumen

La incorporacion de la absorciometria radiolégica de doble energia (DXA) al arsenal de técnicas diagndsticas desenca-
dend una cascada de avances en el manejo de las osteopatias metabdlicas. El uso extenso de la DXA ha permitido reco-
nocer sus indicaciones y detectar limitaciones en la evaluacion del riesgo de fractura 6sea. En la ultima década se han
desarrollado nuevos avances aplicables a la técnica original. Estos son el Trabecular Bone Score (TBS) y la reconstruccién
en 3D de las imagenes DXA. Con enfoques diferentes permiten valorar la microarquitectura del hueso trabecular (TBS)
y las medicién con gran exactitud del hueso trabecular y cortical, alcanzando las mediciones de densidad 6sea volumé-
trica, grosor cortical y variables geométricas. Esta nueva informacion ahora accesible permite el calculo de la resistencia
6sea sujeto-especifica y abre la posibilidad de predecir el comportamiento biomecénico ante los traumas y sobrecargas,
avanzando el diagnéstico de fragilidad antes de la aparicion de las fracturas.

INTRODUCCION

En 1994, la OMS defini6 criterios para el diagnéstico de la
osteoporosis usando la medicion de la densidad mineral
osea (DMO). La técnica DXA se ha impuesto como la tecno-
logia dominante para cuantificacién de la DMO debido a:

a) Una correlacidn sélida entre la DMO medida por

DXA y la resistencia 6sea en estudios biomecanicos,

b) Estudios epidemiolégicos que muestran una fuerte

relacion entre el riesgo de fractura y la DMO,

¢) Por su uso en ensayos clinicos de tratamientos para

la seleccién de sujetos y monitorizacién en funcion

de su excelente precision y baja dosis de radiacion.

La DXA esta indicada para diagnosticar la osteoporo-
sis, evaluar el riesgo de fractura y monitorear los cam-
bios enla DMO alo largo del tiempo. En los Gltimos afios,
se han producido mejoras de la tecnologia DXA inicial y
se usa para otras mediciones, mas alla de la DMO (p. ej.
geometria de fémur, deteccidn de fracturas vertebrales,
analisis de composicién corporal).

Una de las limitaciones en el enfoque diagnoéstico de
la medicion de la masa ésea es la superposicion de va-
lores de DMO de sujetos con y sin fracturas!. El valor
predictivo de la medicién de la DMO es limitado y el um-
bral diagnoéstico de la OMS del T-score <-2,5 se toma
como un factor mas (si bien, el mas potente), pero no el
Unico, en la toma de decisiones clinicas. La ultima defi-
nicién de osteoporosis integraba el concepto de altera-
cién de la calidad estructural del hueso.

La calidad 6sea engloba a multiples factores no rela-
cionados directamente con la masa 6sea. Han sido iden-
tificados factores macro y micro estructurales por su
relacion con la fortaleza 6sea y por tanto con las fractu-
ras por fragilidad.
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Para satisfacer la necesidad de evaluacion de estos
factores estructurales se han desarrollado nuevos pro-
cedimientos de evaluacién ésea usando la técnica mas
ampliamente difundida como es la DXA. Este documento
va a revisar someramente la aplicaciéon de la técnica TBS
(Trabecular Bone Score, indice o puntuacion del hueso
trabecular) y de la reconstruccion 3D de la imagen DXA,
que abre nuevos horizontes como es el calculo de la re-
sistencia 6sea con un método no-invasivo sencillo y se-
guro.

TBS

Fundamentos fisicos TBS

El TBS ha sido descrito por los desarrolladores como un
parametro de textura de imagen que refleja las diferen-
cias en el nivel de gris con la que son representadas las
celdillas (pixeles) en las imagenes DXA. El TBS se calcula
usando los datos no procesados de la adquisiciéon DXA
pero el calculo se realiza por separado y por métodos di-
ferentes al de la DMO. EI TBS se procesa al finalizar la me-
dicién y analisis de la exploracion de DMO y se aplica a
la misma regidn de interés. El principio de calculo TBS,
fue publicado en 20082, Las variaciones en la escala de
grises con que se representan los pixeles contiguos, en
multiples direcciones aleatorias constituyen el vario-
grama experimental. Una imagen 3D de una estrecha red
de trabéculas produce una imagen de proyeccién 2D con
muchas variaciones de nivel de gris de pequefia amplitud
y, por lo tanto, una pendiente empinada del variograma
lo que ofrece un valor de TBS alto (una microarquitectura
conservada asociada a buena resistencia mecénica). Por
el contrario, un valor bajo de TBS indica microarquitec-
tura de baja calidad con pocas variaciones de nivel de
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Figura 1. Sintesis del método de calculo del TBS. Diferencias entre TBS de un sujeto con hueso sano y otro con osteoporosis

Paciente sano
Hueso trabecular bien estructurado

TBS=1.360
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Paciente osteoporético

Estructura del hueso trabecular alterada

gris, de considerable amplitud, inherentes a una pen-
diente suave en el origen de la variograma. El software
para el célculo TBS (TBS InSight®) es una aplicacién dis-
tribuida por Med-imaps (Francia) (Figura 1).

Correlacion entre el TBS y pardmetros microarquitectura
ésea:

Las correlaciones en el estudio inicial? entre el TBS y los
principales parametros micro-arquitectdnicos 3D medi-
dos en muestras de hueso trabecular utilizando micro-
CT en distintos huesos del esqueleto. Se determinaron
los siguientes parametros de microarquitectura: volu-
men 6seo/volumen total (BV/TV), el grosor trabecular
(TbTh), el espaciado entre trabeculas (TbSp), el nimero
de trabeculas (TBN), y su conectividad (Conn.) (Tabla 1).

TBS en el envejecimiento:

Las primeras curvas de evolucién del TBS en relacién a
la edad se establecieron sobre los resultados de 5.942
mujeres francesas®. En la actualidad se han efectuado es-
tudios normativos en multiples paises, incluido en Es-
pafla (Proyecto SEIOMM-TBS) que confirma una gran
similitud de los valores de TBS en ambos sexos*’. En po-
blacién espafiola (Proyecto SEIOMM-TBS), los valores de
TBS en mujeres y hombres adultos en el tramo de 20-30
afo, fueron muy similares y alcanzaban su valor mas ele-
vado. TBS disminuye con la edad en ambos sexos. La dis-
minuciéon de TBS y DMO es similar en la década 40-50
afios. En las mujeres la disminucién promedio de TBS
entre 20-80 afios fue del -18% y en los hombres fue del
-14%. Los valores de TBS mostraron pobre correlacion
con el indice de masa corporal (r=-0,1), el peso (r=-0,1)
y la DMO L1-L4 (r=0,2) (Figura 2).

Reproducibilidad:
El coeficiente de variacion es similar a las mediciones de
DMO del DXA, siendo de 1,5% para el TBS (1,2% para la

4o LS
’J‘-" el
ay s

Pyt "34"1

TBS=1.115

Tabla 1. Correlacion (r) entre valor TBS y parametros micro-
arquitectura usando micro-tomografia computarizada

Origen  \ymero BV/TV TbTh TbSp TbN Conn
muestra
Vértebra 20  -0,63 023 0,73 -0,84* -0,85%
Cuello 17 025 057 062 -052 -0,53
Fem.
Lt 20 0,00 0,83* 034 -046 -0,60
Ultr.

#p<0,01; p<0,0001.

DMO)8. La reproducibilidad in vivo de TBS utilizando el
protocolo ISCD en 30 pacientes no seleccionados (26
mujeres y cuatro hombres) que no tenian fracturas ver-
tebrales detectables. La media TBS fue 1,239+0,082, el
coeficiente de variacidn fue del 1,9%, y la diferencia
menos significativa fue 0,065. Por las mismas pacientes,
el coeficiente de variacidn fue del 1,2% para la DMO.

Estudios sobre la capacidad de la fractura-discriminacion
de la TBS:

Varios estudios han evaluado la capacidad de la TBS
para diferenciar los pacientes con fracturas por fragili-
dad de aquellos sin fracturas. E1 TBS en todos ellos fue
significativamente menor en los pacientes con fracturas
que en los controles. Estos estudios transversales indi-
can que TBS es capaz de discriminar los individuos con
fracturas de los controles y que el poder discriminatorio
de la TBS es similar o superior a la de la DMO y que la
combinacién de la TBS y la DMO proporcionan una
mejor discriminacién que la DMO en solitario®!,
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Figura 2. Evolucion de TBS en relacion a edad en ambos sexos representada por linea solida. Limites de + 1 desviacion
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El estudio poblacional mas citado con TBS es el rea-
lizado en la Cohorte MANITOBA. Se comparo prospecti-
vamente la TBS y DMO de columna lumbar en un amplio
grupo de poblacién femenina 29.407 mujeres mayores
de 50 afios!% Para un rango de DMO lumbar dado (nor-
mal o osteopenia u osteoporosis), el nimero anual de
fracturas de incidentes fue siempre mayor en el tercil
mas bajo TBS. La DMO de columna lumbar y la TBS se
correlacionaron débilmente (r=0,32). Los resultados
fueron similares para la prediccion de fracturas de ca-
dera o de cualquiera de los cuatro principales tipos de
fractura considerados. Para los cuatro tipos de fractura
juntos la capacidad predictiva mejoro significativamente
cuando se combinaba la DMO y TBS.

En los estudios de la cohorte OFELY*® y OPUS!* el ren-
dimiento de TBS fue significativamente mejor que la
DMO de columna lumbar para la prediccién de fracturas
osteoporoticas clinicas. En las fracturas vertebrales ra-
diolégicas, TBS y DMO de columna tenian un poder pre-
dictivo similar, pero la combinacién de TBS y DMO
aumentaron el rendimiento con una capacidad predic-
tiva similar a la DMO de area total de fémur y cuello fe-
moral. En las mujeres no osteoporéticas, el TBS predijo
las fracturas incidentes por fragilidad de manera similar
ala DMO. La combinacién de TBS y la DMO mejoraba en
todos los escenarios la predicciéon en comparaciéon con
el uso de la DMO unicamente.

Impacto de la osteoartritis en TBS:

La esclerosis 6sea relacionada con la osteoartritis ge-
nera contrastes mas o menos marcados, con el hueso
sano adyacente, y el método utilizado para calcular el
TBS detecta estas interfaces y parece s6lo minimamente
afectada por grandes masas de hueso osteoartritico. En
un estudio retrospectivo transversal de 141 densitome-
trias en pacientes con osteoartritis, s6lo en L4 (utili-
zando el criterio ISCD, a saber, una diferencia de mas de
1 DE entre los valores de la DMO entre L4 y L3) y 249
controles (define utilizando ISCD criterios como la DMO
de L1 <L2 <L3, y >L4), mostré que la osteoartritis no
tuvo ningun efecto significativo en los valores de TBS,
siempre y cuando el aumento de la DMO resultante fuera
en L3 menor de 3,5 desviaciones estandar?.

TBS como nuevo factor de riesgo del FRAX®:
Los desarrolladores del TBS y el grupo de investigadores
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de la Universidad de Sheffield determinaron el impacto
del TBS en la probabilidad de fractura, mas alla de la
proporcionada por los factores de riesgo clinicos utili-
zados en FRAX. Se utilizo la cohorte de Manitoba, Ca-
nada'® en un retrospectivo aplicando el TBS a la
exploracién DXA inicial y resto de variables de riesgo ya
usadas en el FRAX. Cuando estd completamente ajus-
tado por las variables de riesgo del FRAX, el TBS siguié
siendo un predictor estadisticamente significativo de las
principales fracturas osteoporéticas. Se han derivado
modelos de ajuste para las principales fracturas y frac-
tura de cadera, teniendo en cuenta la edad y el TBS. Se
ha determinado que el TBS es un factor de predictor del
riesgo de fractura osteoporoética, independiente de la
DMO del cuello femoral y de los factores de riesgo clinico
siendo un factor de riesgo de mortalidad.

Aplicacion en la prdctica clinica:

La valoracién de la microarquitectura dsea permite la
identificacion de pacientes con alto riesgo de fractura
que no han sido clasificados adecuadamente sélo por la
densidad mineral ésea. La aplicacién del TBS facilita el
manejo de los pacientes al reconocer los sujetos que
cuentan con una DMO baja y estructura 6sea alterada’®.
En este sentido, el sector de poblacién que puede bene-
ficiarse mas de la aplicacion del TBS son aquellas per-
sonas que tiene un T-score en la DMO <-1,0 y >-2,5
(Figura 3).

Enla rutina clinica, el TBS debe ser considerado como
un “factor de riesgo” adicional que ayudara en la orien-
tacién y manejo del paciente con riesgo de osteoporosis.

El TBS al verse menos afectado por los artefactos que
mas influyen en las mediciones de DMO, ya sean intrin-
secos, como las alteraciones degenerativas, calcificacio-
nes extra-esqueléticas, o extrinsecos, como elementos
ortopédicos, aumentan el rendimiento diagnostico de la
técnica DXA.

Umbrales diagndsticos:

Los valores de referencia utilizados han sido revalidados
tras la revision de varias cohortes de poblacién feme-
nina europea, en la que se han integrado también muje-
res de Espafia. Con los datos actuales se considera un
umbral de degradacion significativa de la microarquitec-
tura del hueso trabecular, un resultado de TBS inferior
a 1.200.
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CONCLUSIONES

El TBS es un nuevo método de aplicacion
de la técnica diagnéstica DXA que permite
evaluar la microarquitectura 6sea, deter-
minante clave de la resistencia 6sea. El TBS
puede ser calculado de manera sencilla,
utilizando la tecnologia DXA, ampliamente
disponible y siguiendo el mismo procedi-
miento convencional para la medicién de
la DMO. EI TBS es un valor cuantitativo re-
producible y por tanto monitorizable. Los
resultados clinicos obtenidos en grupos de
poblaciones amplios confirman que la
combinaciéon de DMO y TBS es capaz de
predecir fracturas por fragilidad y que me-
jora sustancialmente la capacidad predic-
tiva del riesgo de fractura.

DXA en 3D

La DXA, aunque ofrece una medicion precisa
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Figura 3. Ejemplo interpretacion de un resultado TBS

TBS L1-L4=1.145 Microarquitectura degradada
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W
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de la DMO, est4 limitada por su bidimensio-
nalidad y no alcanza a representar la distri-
bucion espacial de la DMO en las estructuras
del hueso explorado. Para superar esta limi-
tacién, la tomografia computarizada cuanti-
tativa (QCT) permite la reconstruccién en
3D y valorar la distribucién de la DMO en el
hueso. Varios parametros valorados en 3D
estan fuertemente correlacionados con la
fortaleza del fémur, como la DMO trabecular
y cortical, la DMO volumétrica en regiones
especificas, o parametros geométricos como
la longitud del eje del cuello y el grosor cor-
tical, y justifican la variacién de la fuerza ne-
cesaria para alcanzar el fallo mecanico,
mejorando la estimacion del riesgo de frac-
tura cuando complementa a la DMOa?. La
QCT, sin embargo, expone a una dosis de ra-
diacion significativamente mayor que la DXA
y tiene un coste mayor, motivos que limitan
su aplicacién a dmbitos de la investigacion.

En los dltimos afios se ha conseguido
reconstruir un modelo estadistico que
combina la forma del hueso en 3D y la dis-
tribucién de la DMO a partir de una base
de datos in vivo de exploraciones QCT del
fémur proximal!®'°, La reconstruccién se
realiza mediante un proceso de registro
3D-2D basado en intensidad y se maxi-
miza la similitud entre su proyeccién QCT
y laimagen DXA. La metodologia pone én-
fasis en conseguir una reconstruccién 3D
de la imagen DXA con un modelo de den-
sidad 6sea que se asemeja, mediante actualizacion ite-
rativa, a la informacién que tendria un QCT, resolviendo
la relacién con otras estructuras dseas (Figura 4).

Este método se ha concretado en un software comer-
cial conocido como 3D-Shaper® (Galgo Medical, Barce-
lona, Espafia), disponible para su aplicacién en gran
parte de los densitdmetros actualmente existentes (GE-
Lunar, Hologic, DMS). Uno de los aspectos mas intere-
santes de esta técnica es que utiliza la imagen DXA
obtenida de forma convencional, sin que condicione un
procedimiento diferente o mas tiempo o mayor dosis de
radiacién. En la actualidad esta disponible para la re-
construccién 3D de fémur proximal y columna lumbar.

columna 11.230 <TBS <1.310| Microarquitectura parcialmente degradada

TBS <1.230

Figura 4. Sintesis del procedimiento de reconstruccién 3D a partir de
imagen DXA 2D. La interaccién del proceso maximiza la similitud
entre la proyeccion simulada y DXA optimizando en: orientacién y
tamario, forma d6seay distribucion de DMO

Variables que calcula:

El software permite reconstruir en 3D y realizar medi-
ciones de densidad 6sea volumétrica (cm?) de forma ais-
lada del componente trabecular, del hueso cortical o
integrando ambos compartimentos (hueso integrado):
DMO volumétrica trabecular (vBMD trabecular, en
mg/cm?3), DMO volumétrica cortical (vBMD cortical, en
mg/cm?), DMO volumétrica hueso integrado (vBMD glo-
bal, en mg/cm3). La medicién del grosor cortical (Cth) en
mm y la DMO de la superficie cortical (sBMD cortical) se
calcula, en cada vértice de la malla de la superficie femo-
ral, como la multiplicacién de la Cth (en cm) por lavBMD
cortical (en g/cm?) observada a lo largo de este espesor.
La sBMD cortical se expresa en gramos por centimetro
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Figura 5. Diferencias promedio de grosor cortical en estudio casos-

controles de fracturas de cadera

—

Diferencia media de -8,2%

cuadrado. La sBMD cortical se ha utilizado en los estu-
dios que utilizan QCT en la literatura?’. En el contexto de
la monitorizacion del paciente, cualquier aumento de
Cth, vBMD cortical o ambas, dara como resultado un au-
mento de sSBMD cortical. Por otro lado, si Cth y vBMD cor-
tical varian de manera similar de forma opuesta (p. €j.,
aumento de Cth y disminuciéon de vBMD cortical), la
sBMD cortical permanecera sin cambios.

Si la regién explorada es el fémur, los valores medios
de las variables antes mencionadas se calculan sobre la
region de interés total del fémur (cuello, trocanter, region
inter-trocanterea, diafisis y area total), o en columna lum-
bar (en las vertebras L1 a L4 y sus promedios)?™.

Exactitud:

La exactitud de las mediciones y la potencial necesidad de
una exploracion de la regién 6sea tnica o multiple (distin-
tos angulos) se evalué in vivo comparando reconstruccio-
nes 3D obtenidas a partir de imagenes DXA simuladas
utilizando exploraciones DXA repetidas con reposicion del
paciente y diferentes inclinaciones, con reconstrucciones
QCT en 3D. La comparacion mostro que el uso de una tnica
DXA proporciona reconstrucciones 3D de gran exactitud
(precision de forma media de 1,0 mm y errores de distri-
bucién de la DMO del 7,0%)?2 En otro trabajo en el que se
analizaron los datos de micro-TC de alta resolucién de 23
fémures proximales de cadaveres para determinar una re-
lacion entre el grosor cortical y la densidad?® y se comple-
mento con un estudio de casos y controles que incluy6 a
pacientes con osteoporosis y controles pareados por edad
con densidad 6sea normal para evaluar el método en un
contexto clinico. Los errores de estimacion del espesor cor-
tical (densidad) fueron de 0,07+0,19 mm (-18+92 mg/cm?)
utilizando los volimenes de TC clinicos simulados con el
tamafio de véxel mas pequefio (0,33x0,33x0,5 mm?), y
0,10+0,24 mm (-10£115 mg/cm?) utilizando los volime-
nes con el tamario de voxel mas grande (1,0x1,0x3,0 mm?).
El estudio de casos y controles mostré que los pacientes
osteopordticos tenfan una corteza mas delgada y una den-
sidad cortical mas baja, con diferencias promedio de -0,8
mm y -58,6 mg/cm? en el fémur proximal en comparacién
con los controles de la misma edad (valor p<0,001).

Iw
- 0
o 10 tivo para un intervalo de confianza de
95%, los intervalos de tiempo recomenda-
dos para la evaluacion de tendencia en
mujeres postmenopdausicas fueron de 2,9
-20

En columna lumbar el error de exacti-
tud de la forma anatémica fue de 1,5 mm
en la vértebra total y 0,6 mm en el cuerpo
vertebral. Los coeficientes de correlacion
20% entre las mediciones derivadas de DXA y
QCT variaron de 0,8 a 0,921,

Precision:

La precisién in vivo a corto plazo de las
mediciones 3D efectuadas con adquisicio-
nes DXA efectuadas con sistemas HOLO-
GIC y GE en seguimiento de pacientes en
un intervalo de 18 meses entre explora-
cion basal y la DXA de monitorizacién?*.
Considerando el cambio minimo significa-

afios (DMO volumétrica integral), 2,6 afios
(DMO volumétrica trabecular) y 3,5 afios
(DMO de superficie cortical), utilizando el
densitometro Lunar iDXA. Los intervalos
de evaluacion de tendencias para la DMO
del area fueron de 2,8 afios en el cuello y 2,7 afios en el
fémur total. Los intervalos de tiempo en mujeres postme-
nopausicas fueron similares a los medidos para las me-
diciones de la DMOa en 2D en la region del fémur.

Relacion de los parametros 3D con resistencia 6sea
Estudios in vitro:

El método evalu6, en un experimento con muestras 6seas
ex vivo, la capacidad de prediccién de la resistencia 6sea
en examenes biomecanicos en conjunto de 90 fémures de
cadaveres que fueron previamente explorados con DXA,
obteniendo un coeficiente de correlacion de 0,85 entre la
carga de fractura pronosticada y la medida, mientras que
una regresion usando mediciones de DMOa (DXA) resulté
en un coeficiente de correlacién de 0,7725.

Estudios in vivo:

En un estudio retrospectivo de casos y controles?® se
evalud las mediciones 3D-DXA en una cohorte de muje-
res postmenopdausicas con fractura de cadera. La DMO
total del area total de cadera del grupo de fractura fue
un 10% menor en comparacién con el grupo control. Las
diferencias en la DMO volumétrica (cadera total) medida
por 3D-Shaper fueron mas pronunciadas en el compar-
timento trabecular (-23%) que en el cortical (-8%). El
area bajo la curva (curvas ROC) fue de 0,742 para la
DMO volumétrica trabecular, 0,706 para la DMO volu-
métrica cortical y 0,712 para la DMO total del area de la
cadera. Las diferencias en la cortical fueron localmente
mas pronunciadas en la cara media del eje, la cara lateral
del trocanter mayor y la cara supero-lateral del cuello.
Se observaron marcadas diferencias en la DMO volumé-
trica en el trocanter mayor (Figura 5).

En un estudio de casos (61 fracturas de cadera) y con-
troles se valord la capacidad predictiva de fracturas a
partir de mediciones 3D de columna lumbar evaluando
la asociacién de medidas 3D-DXA de columna lumbar en
sujetos que han sufrido fracturas de fémur osteoporoti-
cas. Se encontrd una asociacién mas fuerte entre las frac-
turas de cuello de fémur y las variables del hueso
cortical de columna lumbar en comparacién con las me-
diciones del hueso trabecular?’.
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Evaluando la asociacion de las medicio-
nes 3D-DXA con las fracturas vertebrales
en un estudio retrospectivo de casos y
controles?®. Las exploraciones DXA en la
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Figura 6. Procedimiento reconstruccion 3D de columna lumbar a partir
de imagenes DXA 2D. Enfoque inicial en el que se valoré integraciéon de
dos proyecciones PAy lateral (Tristan Whitmarsh, Ludovic Humbert,
Luis M. Del Rio Barquero, Silvana Di Gregorio, Alejandro F. Frangi.

columna lumbar se adquirieron al inicio
del estudio (es decir, antes del evento de
fractura para los sujetos fracturados). La
DMOa del grupo de fractura fue 9,3%
menor en comparacién con el grupo de
control (p<0,01); si bien, se encontrd una
mayor diferencia parala DMOv trabecular
en el cuerpo vertebral (-16,1%, p<0,001),
discriminando mejor los grupos de frac-
turay control, con un AUC de 0,733, frente
a 0,682 parala DMOa. Este estudio mostré
la capacidad de las mediciones 3D-DXA
para discriminar pacientes con fracturas
vertebrales y pacientes que no las han su-
frido (Figura 6).

Proyeccién de futuro:

La reconstruccién 3D de regiones éseas
con geometria compleja pueden benefi-
ciarse de los analisis biomecanicos basados
en elementos finitos (FE) que permiten me-
jorar la prediccion del riesgo de fractura in-
tegrando informacion definitiva sobre el
comportamiento biomecanico cuando el
hueso es sometido a cargas fisicas. En este
sentido cabe destacar el estudio?® en el que se incluye-
ron pacientes con fractura reciente de fémur y controles.
Se simul6 una caida lateral utilizando una carga maxima
estatica que dependia de la masa y la altura del paciente.
Los resultados mostraron que la variable biomecanica
estrés maximo principal fue mejor discriminador (AUC
>0,80) que la DMO volumétrica (AUC <0,70). Se logré
una alta capacidad de discriminacién cuando el analisis
se realiz6 por tipo de hueso, zona de fractura y

Anteroposterior

DXA

Medical Image Analysis 17 (2013) 475-487).

Lateral

Proyeccién Modelo  Proyeccién DXA

género/sexo (AUC de 0,91 para mujeres, hueso trabecu-
lar y area de trocanter). Los resultados sugirieron que
el hueso trabecular es fundamental para la discrimina-
cién de fracturas de fémur. La aplicacion del anélisis de
elementos finitos a los modelos derivados de las explo-
raciones DXA pueden mejorar significativamente la pre-
diccion del riesgo de fractura de sectores complejos
como el fémur; proporcionando una nueva perspectiva
para que los médicos utilicen esta nueva tecnologia.

}}l Conflicto de intereses: El autor declara no tener conflicto de intereses.
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Resumen

El estudio de la causa genética de un trastorno depende de las caracteristicas clinicas. Si se sospecha una alteracién ge-
nética puntual, la secuenciacion puede centrarse en un gen, en un panel de genes relacionados, o en todo el exoma, en
funcién de que se tenga o no un gen como claramente sospechoso. Las estrategias concretas dependen del cuadro en
estudio y los protocolos diagnésticos implementados en cada centro. No obstante, probablemente en los préximos afios,
cuando se abaraten los costes y se agilicen los procedimientos de andlisis, la secuenciacion de todo el exoma vaya sus-
tituyendo progresivamente los paneles de genes. Por el contrario, en caso de sospecha de alteraciones de una region
cromosomica mas amplia estan indicados los procedimientos que permiten detectar las variantes estructurales, en ge-
neral algtn tipo de “array”. A menudo la interpretacion de los resultados, sobre todo en el caso de las “variantes de sig-

nificado incierto” requiere la integracion juiciosa de los datos genéticos, bioinforméticos y clinicos.

ADN Y MUTACIONES

El ntcleo contiene la mayor parte de la informacion gené-
tica, distribuida a lo largo de los aproximadamente 3.000
millones de nucleétidos del ADN haploide humano. Ahi
estan representados los aproximadamente 21.000 genes
que codifican las proteinas necesarias para las diversas
funciones organicas, asi como un niimero indeterminado
de genes que se transcriben en ARNs que no codifican pro-
tefnas, sino que tienen funciones reguladoras.

El ADN mitocondrial es mas pequefio, tiene unos
16.000 nucleétidos, con genes para codificar 13 protei-
nas y 24 ARNs no codificantes (de transferencia y ribo-
sémicos)>.

Los cambios del ADN que dan lugar a enfermedades
se pueden clasificar de acuerdo a diversos criterios,
entre ellos:

Segun la frecuencia

e Polimorfismos. Son variaciones relativamente frecuen-
tes en la poblacién, presentes en mas del 1% de las per-
sonas. Su repercusion funcional es en general limitada.
Asi que de manera individual no suelen ser causantes de
enfermedad. Sin embargo, hay polimorfismos que estan
asociados a una mayor o menor respuesta a determina-
dos farmacos. Ademas, cuando se dan en combinacién
varios polimorfismos perjudiciales, o cuando coexisten
circunstancias ambientales adversas, pueden determi-
nar el riesgo de sufrir algunos procesos, como la osteo-
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porosis y otras enfermedades complejas prevalentes,
que tienen una herencia “poligénica”.

» Mutaciones. Son poco frecuentes. Dependiendo de la re-
gion concreta de ADN afectada, pueden inducir cambios
muy importantes en la actividad de los genes o de las pro-
teinas codificadas por ellos. De ahi que una mutacion
Unica puede ser suficiente para producir una enfermedad.
Es el caso habitual de las enfermedades hereditarias cla-
sicas, monogénicas o mendelianas.

Segun la transmision
e Heredadas. Son las variantes genéticas que estan ya
presentes en las células de los progenitores, incluyendo
las células germinales, tengan estos o no la enfermedad.
Légicamente, los progenitores portadores de estas mu-
taciones pueden transmitirlas a varios descendientes.
Como es bien conocido, en funcién de que sea necesaria
la presencia de 1 o 2 alelos mutados para que se desarrolle
la enfermedad, mostraran un patrén de herencia domi-
nante, recesiva o codominante. El andlisis cuidadoso del
arbol familiar ayudard a establecer cual de estos patrones
se da, y sila mutacién afecta a los autosomas (en ese caso
la enfermedad aparece por igual en varones y mujeres), a
los cromosomas sexuales (en los casos mas frecuentes, de
herencia recesiva ligada al cromosoma X, afecta preferen-
temente a los varones, pero es trasmitida por las mujeres)
o al ADN mitocondrial (ambos sexos estan afectos, pero
sélo se transmite por linea materna).
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» De novo. Estas mutaciones no estan presentes de forma
general en los tejidos de los progenitores, sino que apa-
recen durante la formacion de las células germinales y
persisten en el embridn si afectan el 6vulo o el esperma-
tozoide implicados en la fecundacion. Otras veces, estas
mutaciones no estan presentes en las células germinales
de los progenitores, sino que aparecen durante el desarro-
llo embrionario.

Segun los tejidos afectados

* Mutaciones germinales. Sean mutaciones heredadas o
de novo, estan presentes en las células germinales de los
progenitores, de manera que lo estdn también en todos
los tejidos del embrién y posteriormente del individuo
adulto. Son, por tanto, transmisibles a la descendencia

» Mutaciones postcigdticas o somdticas. Aparecen en al-
gunas células del embridn en desarrollo, por lo que sé6lo
los tejidos derivados de esas células presentan la muta-
cién. En funcién del momento de aparicion, pueden afec-
tar a la totalidad de un determinado tejido, o sélo a una
parte del mismo, ocasionando un mosaicismo, es decir
la coexistencia en el mismo individuo de células norma-
les y células con ADN mutado. Dependiendo de que las
células germinales porten o no la mutacién, podran ser
transmisibles a la descendencia.

Segin el nimero de nucledtidos implicados
» Mutaciones puntuales. La mutacion afecta sélo a un nu-
cleodtido, en el cual la base habitual cambia por otra.

« Pequerio grupo de nucleétidos. En estos casos, suele tra-
tarse de inserciones o deleciones de unos pocos nucleo-
tidos. Otras veces afecta a regiones repetitivas, de manera
que se produce un cambio en el nimero de repeticiones
de grupos de 3-5 nucleétidos.

« Regiones grandes. A veces, las deleciones o duplicaciones
afectan a regiones extensas del ADN, que pueden incluir
miles o millones de nucleétidos. Los casos extremos son
aquéllos en los que se pierde un cromosoma entero (como
el sindrome de Turner, en el que falta el cromosoma Y) o
se adquiere un cromosoma extra adicional (como ocurre
en la trisomia 21 del sindrome de Down).

Hay que tener en cuenta que durante la replicacion del
ADN a menudo se producen algunas mutaciones, la mayor
parte de las cuales no llegan a tener una repercusion nega-
tiva. Asi, se estima que en cada individuo se producen apro-
ximadamente unas 50 mutaciones de novo, de las cuales 1
0 2 estan localizadas en el exoma. El exoma es el conjunto
de las regiones codificantes. Aunque solo representa el 1%
del ADN (unas 30Mb), se supone que es lugar de asiento de
mas del 80% de las mutaciones causantes de enfermedades
monogénicas. La acumulacion alo largo de las generaciones,
hace que el exoma de un individuo promedio presente unas
20.000 variantes puntuales en comparacion con el genoma
de referencia. En el conjunto del genoma se acumulan mu-
chas mas variantes, incluyendo, como promedio en un in-
dividuo dado, unas 1.000 “variaciones en el nimero de
copias” (duplicaciones y deleciones extensas), unas 350.000
inserciones y deleciones de uno o unos pocos nucleétidos,
y mas de 3 millones de mutaciones y polimorfismos pun-
tuales. Ese grado de variacion, aunque es un porcentaje mi-
nimo en comparacién con los 3 x 10° nucleétidos del
genoma, representa una complejidad muy importante a la
hora de interpretar los resultados de los tests genéticos.

SECUENCIACION Y OTROS TESTS GENETICOS

Hay diversos tipos de tests genéticos, con objetivos y
procedimientos diferentes. S6lo comentaremos algunos
de los tests utilizados con mayor frecuencia, resaltando
los aspectos de interés para el clinico en el campo de las
alteraciones esqueléticas.

Cariotipo

Es uno de los procedimientos clasicos. Resulta util sobre
todo cuando se sospecha que hay un niimero anormal
de cromosomas u otras alteraciones estructurales exten-
sas (grandes deleciones o duplicaciones).

Genotipado mediante arrays

Las matrices o “arrays” exploran algunos nucleétidos
concretos. En general, se trata de 0,1-1 x 10° nucleétidos
distribuidos, bien a lo largo de todo el genoma, bien pre-
ferentemente en regiones codificantes o méas frecuente-
mente causantes de enfermedad. Pueden ser ttiles para
detectar algunas mutaciones concretas, pero en la cli-
nica su utilidad principal es la deteccion de variaciones
en el nimero de copias y otras anomalias cromos6micas
extensas, pues tienen mayor resolucién que otras técni-
cas, como el cariotipo.

Secuenciacién
En este caso se investiga de manera exhaustiva la se-
cuencia de una regién més o menos grande del ADN, de
manera que se obtiene la secuencia completa de la re-
gion estudiada.

Los métodos tradicionales de secuenciacién (secuen-
ciacién Sanger) eran costosos y muy laboriosos, por lo
que sdlo se podian aplicar a regiones relativamente pe-
queiias. Por eso, hoy en dia han sido desplazadas en
buena medida por las llamadas técnicas de “secuencia-
cién de nueva generacién” o “secuenciacién masiva” (NGS,
“next generation sequencing”). Estas técnicas se pueden
utilizar para secuenciar un gen, varios genes, todo el
exoma o incluso el genoma completo.

En la actualidad, la aproximacién mas habitual al em-
pleo de la secuenciaciéon masiva en la clinica se basa en
los siguientes criterios:

- Aunque no es lo mas frecuente, en algunos trastor-
nos (por ejemplo, la hemocromatosis) la mayor parte de
los pacientes presentan el mismo tipo de mutacién. En
€s0s casos, como primera aproximacion se puede anali-
zar s6lo uno o unos pocos nucleétidos, mediante secuen-
ciacién Sanger o mediante otros procedimientos simples
y baratos, como la PCR alelo-especifica.

- Si se tiene una fuerte sospecha de cual es el gen impli-
cado, pero existe heterogeneidad alélica (es decir, son mu-
chas las mutaciones que pueden causar la enfermedad), se
puede secuenciar (mediante procedimientos clasicos o
NGS) ese gen, bien sélo la zona codificante (que incluye los
exones y la parte adyacente de los intrones) o la totalidad
del gen. Un ejemplo de esta situacion es la hipofosfatasia,
cuyo biomarcador caracteristico son los niveles bajos de fos-
fatasa alcalina, y que se debe a mutaciones en el gen ALPL.

- Si el cuadro clinico tiene caracteristicas que permiten
agruparlo dentro de un conjunto de procesos, pero el gen
concreto no es facilmente predecible, se puede secuenciar,
mediante NGS, un “panel” de genes que incluya los genes
habitualmente implicados en ese tipo de procesos. Depen-
diendo del caso, esos paneles pueden incluir s6lo unos pocos
genes, o varios cientos. Es la aproximacion a menudo utili-
zada, por ejemplo, en caso de sospecha de osteopetrosis.
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Tabla 1. Técnicas de analisis de uso frecuente en genética clinica

Resolucion Genes aelicabicetn
Test o Anomalias detectadas sospecha definida
tipica explorados P
de la causa genética
Cariotipo 5-10 Mb Aneuplodias, grandes alteraciones estructurales Todos Si
FISH 50-2000 Kb  Anomalias estructurales 1 o varios No (si)*
CGH 10-1000 Kb  Anomalias estructurales Todos Si
Array SNP 50-400 Kb  Anomalias estructurales, genotipado Todos Si
MLPA 50 b Variaciones estructurales de longitud intermedia 1/varios No
MS-MLPA 50 b Variaciones estructurales de longitud intermedia, 1/varios No
alteraciones de la metilacién
Genoma (NGS) 1b Mutaciones puntuales, inserciones/deleciones cortas, Todos Si
Variaciones en nimero de copias***
(costoso y de analisis complejo)
Exoma (NGS) 1b Mutaciones puntuales, inserciones/deleciones cortas, ~ 21000 St
Variaciones en nimero de copias***
(no detecta mutaciones en regiones reguladoras
no codificantes)
Exoma clinico (NGS) 1b Mutaciones puntuales, inserciones/deleciones cortas, ~ 6000 Si
Variaciones en nimero de copias***
(limitado a los genes mas comtinmente asociados
a enfermedad)
Paneles de genes 1b Mutaciones puntuales, inserciones/deleciones cortas, 2-400 No
orientados a la (no explora regiones reguladoras no codificantes)
enfermedad** (NGS)
Genes Unicos 1 kb Mutaciones puntuales, inserciones/deleciones cortas 1 No
(NGS o Sanger)
Genotipado 1 kb Mutaciones puntuales 1 nucleétido No
(varias técnicas)
Genotipado 1kb Mutaciones puntuales 2-50 nucledtidos No
(técnicas multiples) en 1 o varios
genes

B: base o nucleé6tido; NGS: secuenciacion de nueva generacion; *: los procedimientos basados en la hibridacién in situ de sondas fluores-
centes (FISH) se utilizan en principio para explorar un locus determinado. Sin embargo, pueden mezclarse varias sondas para explorar
multiples regiones e incluso “pintar” todos los cromosomas, pudiendo asi detectar anomalias estructurales con mayor sensibilidad que el
cariotipo convencional; **: en la actualidad la interpretacion de las secuencias es a menudo un paso mas costoso y laborioso que la propia
secuenciacion. Por eso a veces se lleva a cabo el andlisis de “paneles virtuales”. Se conoce también como “exoma dirigido”. Es decir, se se-
cuencia todo el exoma, pero sélo se analizan después las variantes en los genes potencialmente relacionados con el fenotipo; ***: no es la

técnica mas sensible, algunas pueden no ser detectadas.

- Si el cuadro clinico es dificilmente clasificable o se
trata de una situacidon con una elevada heterogeneidad
genética (por ejemplo, el retraso mental) o silos estudios
anteriores no permiten encontrar la base genética del
cuadro, se puede secuenciar todo el exoma, el “exoma cli-
nico” (versidn reducida que incluye s6lo los genes que se
conocen como asociados a enfermedades, unos 7.000) o
incluso el genoma completo.

Estos procedimientos plantean a menudo dificultad
para interpretar los resultados, puesto que normal-
mente se detectan numerosas diferencias con el genoma
de referencia), pero en muchos casos resulta dificil es-
tablecer si se trata de mutaciones patogénicas o no. Para
ello se utiliza una combinacién de estrategias bioinfor-
maticas, junto a la interpretacion juiciosa de los datos
clinicos. Asi, por ejemplo, se suele valorar:

o La frecuencia poblacional de las variantes (las
muy frecuentes probablemente no son patogénicas).

o Si esas variantes se han descrito previamente
como causa de enfermedad.

0 Si,alaluz de los sistemas de prediccion “in silico”,
las variantes producen cambios funcionales importan-
tes en la secuencia proteica. No obstante, en la actua-
lidad muchas de las variantes que se encuentran
quedan clasificadas como de significado incierto (VUS,
“variants of unknown significance”).

o Sila cigosidad se ajusta al patrén de herencia o no.
Asi, sila historia familiar sugiere un patrén de herencia
autosémica recesiva, las mutaciones que estén en he-
terocigosis posiblemente no sean patogénicas. No obs-
tante, en estos casos no hay que olvidar la posibilidad
de que se trate de un individuo heterocigoto com-
puesto (es decir, que presente dos mutaciones hetero-
cigotas distintas en cada uno de los alelos del gen).

Es también muy util secuenciar el genoma de los proge-
nitores (lo que a veces se conoce como “exoma trio”, pues
incluye los dos progenitores y el paciente en estudio) para
facilitar la interpretacion de las variantes encontradas. Silos
progenitores son sanos, las variantes del paciente que estén
presentes en alguno de ellos no deben de ser patogénicas.
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Para confirmar la patogenicidad, a menudo hay que
proceder a realizar un estudio de “segregacidn”, es decir
a analizar la variante sospechosa en otros familiares,
para comprobar si dicha mutacidn esté presente en los
enfermos y ausente en los sanos.

Deteccion de variantes estructurales y otras limitaciones
de la secuenciacién

Las técnicas de secuenciacién masiva han supuesto una
auténtica revolucidn en los estudios genéticos. Permiten
determinar secuencias extensas de ADN en un tiempo
corto y a un coste relativamente reducido y decreciente.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que esas técnicas
permiten conocer la secuencia de nucle6tidos en el ADN
analizado, pero tienen algunas limitaciones:

1. Aunque existen algoritmos que permiten determinar
si hay alteraciones en el nimero de copias de las regiones
analizadas, estos procedimientos no son completamente
efectivos para detectar las variantes estructurales. Por
eso, en caso de sospecha, estd indicado llevar a cabo pro-
cedimientos que son mas sensibles para detectar ese tipo
de alteraciones. Entre ellos merece la pena destacar:

a. Arrays de hibridacion gendmica comparativa o hi-
bridacion diferencial (CGH arrays). Llevan sondas dis-
tribuidas por todo el genoma. Se comparan los
resultados obtenidos en el paciente con los obtenidos
en un sujeto sano. Habitualmente tienen un resolu-
cion entre 40 y 400 kilobases.
b. Arrays de SNPs. Analizan nucleétidos dispersos a
todo lo largo del genoma y permiten determinar si
hay o no dos copias de cada uno de ellos, detectando
asi las deleciones y duplicaciones que puedan existir.
Hay que tener en cuenta que estas técnicas no detec-
tan algunas variantes estructurales que no implican
cambios en el nimero de copias, como reordena-
mientos e inversiones.
b. Amplificacion de sondas tras ligaciéon multiple
(MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifica-
tion). Es una técnica multiplex que permite hacer una
cuantificacion relativa del nimero de copias de varias
decenas de regiones diferentes. Esta indicada cuando
se sospechan variantes estructurales de una o unas
pocas regiones gendémicas.

2. Los casos de mosaicismo representan una dificul-
tad adicional. El mosaicismo puede darse a nivel de las
células germinales, de las células somaticas o de ambas.
Entre los trastornos genéticos del esqueleto que pueden
estar en relacién con un mosaicismo germinal se en-
cuentran la osteogénesis imperfecta y el sindrome de
Down?. Las técnicas habituales de secuenciacion (clasica
o NGS) no suelen poder detectar mosaicismos en los
cuales menos del 5-10% de la poblacién celular anali-
zada presente la mutacién. A veces, en esos casos es util
repetir los estudios que se hayan realizado con ADN ex-
traido de células sanguineas en otras muestras, como las
células de la mucosa bucal o de la piel.

3. Ladeteccion de alteraciones epigenéticas (sobre todo,
la metilacion de citosinas) mediante técnicas de secuencia-
cion, requiere el tratamiento previo del ADN con bisulfito,
que convierte las citosinas en uracilos, mientras que las ci-
tosinas metiladas permanecen sin cambio. Para detectar el
estado de metilacién de secuencias gendmicas especificas,
se utiliza también una variante de la MLPA conocida como
MS-MLPA (Methylation-Specific MLPA) que combina el uso
de MLPA con el de enzimas de restriccién que permiten de-
tectar si la secuencia de ADN estd metilada o no.

4. Las técnicas mencionadas (excepto la secuencia-
cién del genoma completo) no suelen permitir identifi-
car mutaciones que afectan a regiones reguladoras que
estan fuera de la region codificante, ni algunas de las que
provocan alteraciones en el “splicing” (proceso de corte
y eliminacién de las regiones intrdénicas en el ARN y
union de las regiones exdnicas para formar el ARN men-
sajero maduro). En caso de sospecha de estas ultimas,
se debe secuenciar no el ADN gendémico, sino el sinteti-
zado in vitro a partir del ARN (cADN).

5. La mayor parte de los procedimientos de secuen-
ciacion y genotipado estan dirigidos a examinar el ADN
gendmico. En caso de sospecha de una alteracién del
ADN mitocondrial, se necesitan procedimientos dirigi-
dos especificamente a tal fin*.

6. Los tests genéticos se realizan habitualmente en
muestras sanguineas, que son facilmente accesibles y
utiles para detectar las mutaciones germinales, es decir,
las presentes en todos los tejidos del organismo. Sin em-
bargo, como se ha comentado, algunos procesos se
deben a mutaciones somaticas o postcigéticas, de ma-
nera que s6lo algunas células llevan la mutacién. En esos
casos, es necesario realizar el estudio en el tejido afecto,
pues los resultados serdn normales en la sangre y otros
tejidos no involucrados.

OSTEOPOROSIS Y OTROS PROCESOS CON DISMINUCION DE
LA MASA OSEA

En la gran mayoria de los pacientes con osteoporosis, la en-
fermedad aparece en adultos mayores o ancianos y es el
resultado de la interaccion entre factores de predisposicion
genética y factores ambientales, junto al deterioro esque-
lético inducido por la disminucién de hormonas sexuales
y otros fendmenos asociados al envejecimiento. En general,
la susceptibilidad tiene una base poligénica, determinada
por varias decenas o centenares de variantes genéticas que,
aunque con una influencia funcional limitada de forma ais-
lada, conjuntamente tienen una notable influencia en la
masa 6sea. Asi, los estudios de genoma completo (GWAS,
“genome-wide association studies”) y algunos estudios de
asociacién de genes candidatos han permitido identificar
mas de 500 loci asociados con la densidad mineral ésea o
el riesgo de fractura®”. Se estan haciendo esfuerzos por tra-
tar de combinar esos loci en indices (a menudo denomina-
dos indices de riesgo poligénico) que ayuden a determinar
el riesgo individual de osteoporosis®. Sin embargo, su apli-
cabilidad a la clinica es todavia muy limitada.
Ocasionalmente, la osteoporosis es el resultado de
una mutacién puntual que tiene una marcada repercu-
sién funcional y altera algtin gen con un papel esencial
en la homeostasis esquelética. Entre las formas “mono-
génicas” de osteoporosis, se han descrito casos debidos
a mutaciones en los genes LRP5, WNT1, DKK1 o PLS3°®.
Los casos de osteoporosis juvenil o en la infancia, asi
como aquéllos que presentan una historia familiar par-
ticularmente marcada, sobre todo si aparecen en edades
tempranas, es mas probable que se deban a mutaciones
puntuales. Los estudios genéticos en osteoporosis juve-
nil y del adulto joven no han permitido establecer una
base genética de manera consistente. No obstante, en al-
gunos pacientes se han detectado mutaciones en genes
implicados en la homeostasis esquelética, en particular,
algunos relacionados con la via Wnt, como LRP5, WNT1
0 DKK1, o en la sintesis del colageno®. Por tanto, en estos
pacientes puede ser interesante analizar un panel de
genes que englobe aquéllos mas frecuentemente rela-
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cionados con trastornos esqueléticos. Por supuesto,
antes del estudio genético estd indicado descartar que
la osteoporosis sea secundaria a otros trastornos sisté-
micos (malabsorcidn, hipertiroidismo, etc.).

Sino existe una causa de osteoporosis secundaria, con-
viene también asegurarse de que no existe otro trastorno
genético que se asocie a osteoporosis. Entre ellos, el mas
importante es la osteogénesis imperfecta. Cursa con frac-
turas por fragilidad y, en algunos casos, deformidades
Oseasy escleras azules o grises. En la mayoria de los casos
se debe a mutaciones en los genes que codifican las cade-
nas alfa y beta del colageno tipo 1 (COL1A1 y COL1A2),
por lo que el estudio puede comenzar por el andlisis de
esos genes. En una serie reciente de 364 pacientes con di-
versas formas clinicas de O], el 50-66% presentaban mu-
taciones en COL1A1y el 18-37% en COL1A2. No obstante,
en un 20% de los casos no se encontraron mutaciones en
los genes del colageno tipo 1'°. Esos casos pueden de-
berse a mutaciones en regiones reguladoras no analiza-
das, pero se deben descartar mutaciones en otros genes,
que también se asocian a formas menos frecuentes de os-
teogénesis imperfecta'!? (Tabla 2).

En cualquier caso, siempre hay que prestar atencion
a la presencia de otras manifestaciones asociadas que
hagan pensar en cuadros en los que la osteoporosis
forma parte de un proceso sistémico o sindrémico (por
ejemplo, sindrome de Turner, neurofibromatosis tipo 1,
sindrome de Marfan, etc.), que requieren una aproxima-
cién diagndstica diferente.

OSTEOPETROSIS Y OTROS TRASTORNOS CON OSTEOESCLEROSIS

Los trastornos que cursan con osteoesclerosis son
mucho menos frecuentes que los que cursan con dismi-
nucién de la masa 6sea. Junto a algunos adquiridos (me-
tastasis osteoblasticas, mielofibrosis, fluorosis, etc.),
otros tienen un origen genético'. Pueden ser generali-
zados o localizados.

Entre las formas de osteoesclerosis generalizada, la
osteopetrosis es el trastorno mas comun. Puede deberse
a mutaciones en varios de los genes con un papel impor-
tante en la actividad osteoclastica, sobre todo CLCN7 y
TCIRG1 (que codifica la ATPasa transportadora de pro-
tones). Otros trastornos que cursan con aumento difuso
de la masa 6sea son la esclerosteosis y la enfermedad de
Van Buchem, debidas a mutaciones en el gen SOST, que
codifica la esclerostinal*. Probablemente, la aproxima-
cién mas eficaz al estudio genético de la osteoesclerosis
difusa incluye el analisis de un panel de genes que in-
cluye los mas frecuentemente implicados en estos pro-
cesos (Tabla 3). Si los resultados son negativos, el
siguiente paso seria la secuenciacion de todo el exoma.

Entre las formas de osteoesclerosis localizada se in-
cluyen diversos trastornos, cuya diagnéstico se basa en
general en las caracteristicas clinicas y radiograficas del
proceso, pero cuya base genética en general no esta bien
establecida®®.

TRASTORNOS DEL METABOLISMO MINERAL

La aproximacion a la identificacion de la base genética
de los trastornos hereditarios del metabolismo mineral
depende del trastorno concreto de que se trate.

Hipocalcemia

La causa genética mas frecuente es el seudohipoparatiroi-
dismo, debido a una pérdida de funcién del gen GNAS417.
Este gen, que codifica una proteina relacionada con la via
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Tabla 2. Genes involucrados en formas monogénicas de
osteoporosis y osteogénesis imperfecta

COL1A1
COL1A2
CRTAP
PPIB
P3H1
FKBP10
PLOD2
SERPINH1
BMP1

Genes relacionados con la sintesis
y la maduracién del colageno

SPARC
SERPINF1
IFITM5
PLS3
TMEM38B

Genes relacionados con otras proteinas ~ WNT1

de la matriz o la actividad osteoblastica  SP7 (osterix)
CREB3L1
MBTPS2
TENT5A
(FAM46A)
CCDC134

Tabla 3. Genes causantes de algunos procesos que cursan
con aumento de densidad dsea

Gene Enfermedad del;:::t:g:cia
CLCN7 Osteopetrosis AD/AR
TCIRG1 Osteopetrosis AD/AR

CA2 Osteopetrosis AR
0STM1 Osteopetrosis AR
SNX10 Osteopetrosis AR

LRP4,LRP5  Varias formas de hiperostosis AD/AR

SOST Esclerg:ts;)rslllsg,fcnhfgnmedad AD/AR

CTSK Picnodisostosis AR
FAM20C Sindrome de Raine AR

GJA1 Displasia oculodentodigital AD/AR
LEMD3 Osteopoiquilosis AD
TGFB1 Enfermedad de Camurati- AD

Engelmann

de sefializacion de la proteina G, se caracteriza por presen-
tar impronta genética. Es decir, en la mayoria de los tejidos
se expresan los alelos transmitidos por los dos progenito-
res, pero en algunos (como el rifién, la hipéfisis, las géna-
das o el tiroides) so6lo se expresa el alelo materno. Por eso,
las mutaciones inactivadoras del alelo materno causan re-
sistencia a la PTH y otras hormonas, asi como un fenotipo
esquelético caracteristico (talla baja, cara redondeada, me-
tacarpianos cortos), que constituye la llamada “osteodis-
trofia hereditaria de Albright”. Sin embargo, cuando el
alelo mutado es de origen paterno, aparece la osteodistro-
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fia, pero sin alteraciones hormonales (seudo-seudohipo-
paratiroidismo). Las alteraciones del gen GNAS que oca-
sionan estos cuadros son de diversos tipos, incluyendo
mutaciones puntuales, anomalias estructurales y altera-
ciones de los patrones habituales de metilacion. Por eso,
en casos sospechosos, si el analisis convencional de la se-
cuencia de GNAS no revele anomalias, se debe profundizar
el estudio recurriendo a otras técnicas (MLPA y MS-MLPA,
sobre todo)*®.

Hipercalcemia

Entre las causas genéticas de hipercalcemia se encuen-
tra la hipercalcemia hipocalcitrica familiar, que suele
deberse a mutaciones inactivadoras del gen que codifica
el canal sensor del calcio (CASR). En caso de sospecha,
pues, el estudio comenzara con el analisis de este gen.
Sino se detectan mutaciones en CASR, se ampliaré el es-
tudio a otros genes (GNA11, AP2S1), que son responsa-
bles de una tercera parte de los casos. Curiosamente, las
mutaciones activadoras de los genes CASR o GNA11 dan
lugar a raros cuadros de hipocalcemia de herencia auto-
sémica dominante?®.

El hiperparatiroidismo de caracter familiar puede
darse en el seno de un sindrome de neoplasias endocri-
nas multiples (MEN1 o 2, a menudo con anomalias en
los genes MEN1 o RET, respectivamente) o de manera
aislada. La base genética de estos ultimos casos no siem-
pre se conoce, pero algunos pacientes presentan muta-
ciones en el gen HRPT2 (CDC73) o en el CASR.

Hipofosfatasemia

La disminucidn persistente de los niveles de fosfatasa al-
calina, en ausencia de tratamiento anti-resortivo u otras
causas adquiridas que lo expliquen, debe hacer sospechar
una alteracion del gen ALPL, que codifica la fosfatasa al-
calina no especifica de tejido (6sea, hepatica). Por tanto,
en estos casos el estudio inicial debe ir dirigido a la se-
cuenciacién de dicho gen. Las mutaciones de este gen dan
origen a la hipofosfatasia, que puede tener graves reper-
cusiones fenotipicas cuando se da en nifios, pero suele ser
mucho mas leve si aparece en adultos. De hecho, muchos
casos en adultos son asintomaticos o presentan sélo sin-
tomas leves inespecificos. Sin embargo, el estudio deta-
llado puede revelar alteraciones sutiles del remodelado
que pueden asociarse a un mayor riesgo de efectos adver-
sos con los farmacos anti-resortivos®2L,

Hipofosfatemia y otros raquitismos

El andlisis del arbol familiar suele dar informacién muy im-
portante sobre el tipo de herencia. La forma mas frecuente
de raquitismo hereditario es el raquitismo hipofosfatémico
ligado al cromosoma X, debido a mutaciones en el gen
PHEX. Los raquitismos de herencia autosémica incluyen,
entre otros, los debidos a mutaciones en genes relaciona-
dos con la vitamina D (raquitismos vitamina D-dependien-
tes), como los que codifican la hidroxilasa renal implicada
en la sintesis de 1,25-dihidroxivitamina D (CYP27B1) y el
receptor de la vitamina D (VDR). Otros cuadros de raqui-
tismo de herencia autosémica se deben a mutaciones en
los genes FGF23, DMP1, ENPP1y SCLC34A3%,

TRASTORNOS DEL DESARROLLO

Muchos trastornos del desarrollo incluyen anomalias del
crecimiento o la forma de los huesos. En algunos casos
forman parte de sindromes complejos, con afectacién de
multiples 6rganos y sistemas. El estudio detallado del

fenotipo es esencial para enfocar el estudio genético. En
muchos casos estos trastornos se deben a alteraciones
de grandes regiones cromosomicas que afectan a varios
genes, en cuyo caso el primer paso puede ir dirigido a
identificar alteraciones estructurales, mediante cario-
tipo, CGH arrays o arrays de SNP. Las condrodisplasias
son un extenso grupo que incluye mas 350 trastornos
en los que la alteracion de la osificacion endocondral o
endomembranosa provoca alteraciones a menudo gra-
ves del esqueleto?®?*. Pueden o no acompaiarse de le-
siones a otros niveles. El fenotipo puede ser muy
orientativo en algunos casos con caracteristicas tipicas
(por ejemplo, en la acondroplasia) y el diagnéstico se
podra confirmar mediante el andlisis dirigido de uno o
unos pocos genes. Sin embargo, en otros casos con feno-
tipo menos caracteristico, sera necesario estudiar, me-
diante procedimientos de secuenciacién masiva, un
amplio panel de unos 50-100 genes, o incluso secuenciar
todo el exoma.

LESIONES LOCALIZADAS

Algunas lesiones esqueléticas focales, inicas o multiples,
pueden tener también una causa genética.

Enfermedad de Paget

Aunque la enfermedad de Paget puede mostrar una agre-
gacion familiar, en la mayor parte de los casos no se iden-
tifica el gen responsable de la susceptibilidad genética.
Sin embargo, en algunos casos puede ser el resultado de
mutaciones puntuales en genes relacionados con el se-
questosoma (SQSTM1/p62) o con la via RANKL. En apro-
ximadamente un 25-40% de los casos familiares de Paget
y un 4-8% de los casos esporadicos se identifican muta-
ciones en sequestosoma?>?¢, Por otro lado, hay formas de
enfermedad de Paget juvenil y otros cuadros con afecta-
cion esquelética y extraesquelética debidos a mutaciones
de los genes TNFRSF11A y TNFRSF11B (que codifican el
RANK y la osteoprotegerina, respectivamente)?’.

Exdstosis multiples

Los pacientes con exdstosis multiples desarrollan lesio-
nes excrecentes (osteocondromas) a nivel de las metafi-
sis desde los primeros afios de vida. Pueden ser
asintomaticas, producir dolor o afectar el crecimiento,
sobre todo de los huesos largos de las extremidades. Se
debe generalmente a mutaciones en el gen EXT1, o,
menos veces, del gen EXT2, con herencia autosémica do-
minante?®,

Encondromatosis multiple

Cursa también con lesiones esqueléticas multiples en
nifios y jévenes, pero, a diferencia de las exdstosis (os-
teocondromas), los encondromas tipicamente crecen en
el interior del hueso. La causa no esta firmemente esta-
blecida, pero en los encondromas de algunos pacientes
se han encontrado mutaciones somaticas de los genes
PTHR1, IDH1 o IDH2?.

Displasia fibrosa dsea

La displasia fibrosa ésea puede manifestrase como le-
siones 6seas Unicas o multiples. A veces forma parte del
sindrome de McCune-Albright, que incluye, ademas, ma-
culas cutaneas hiperpigmentadas y/o alteraciones debi-
das a un aumento en la produccién de algunas hormonas
(pubertad precoz, hipertiroidismo, hipercortisolismo,
exceso de GH). La produccidn excesiva de FGF23 en las
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Figura 1. Aproximacion inicial a los trastornos esqueléticos de causa genética

Sindrome complejo
(afectacion multiorganica)

Descartar alteraciones
cromosomicas
(cariotipo/CGH, array SNP)

Diagnéstico

Diagndstico  No diagnéstico

Sospecha de alteracion esquelética de base genética

Fenotipo caracteristico

Secuenciacion dirigida
gen sospechoso

Descartar variantes estructurales/
epigenéticas (ej. MLPA)

Diagnéstico

Fenotipo no caracteristico

Secuenciacion panel
genes

No diagnéstico Diagnéstico  No diagnostico

{

No diagnéstico

Y

»- Secuenciacion exoma ~«——

lesiones hace de la hipofosfatemia una manifestacion
frecuente. Se debe a una mutacién somatica (postzigo-
tica) activadora en el gen GNAS, que codifica una proteina
implicada en la via de sefializacion de la proteina G*°. Por
tanto, si se plantea hacer un estudio genético, es preciso
realizarlo con tejido afecto, pues el resultado en las cé-
lulas sanguineas suele ser normal.

CONCLUSION

El estudio de la causa genética de un trastorno depende
del cuadro sospechado a partir de un analisis detallado
del fenotipo. Una de las primeras cuestiones a responder
es si se sospecha un trastorno debido a una mutacién
que afecta a un gen, o una alteracién cromosémica mas
amplia. En el primer caso, la aproximacion suele comen-
zar con la secuenciacion del gen o genes sospechosos,
mientras en el segundo caso estan indicados los proce-
dimientos que permiten detectar las variantes estructu-
rales, en general algun tipo de array.

Si se sospecha una alteracién genética puntual, la se-
cuenciacién puede centrarse en un gen, en un panel de

genes relacionados, o en todo el exoma, en funciéon de que
se tenga un gen como claramente sospechoso, o sea un cua-
dro con heterogeneidad genética (Figura 1). Las estrategias
concretas dependen no sélo del cuadro en estudio, sino de
la disponibilidad de las pruebas y los protocolos diagnos-
ticos implementados en cada centro. No obstante, es pro-
bable que en los préximos anos, cuando se abaraten los
costes y se agilicen los procedimientos de analisis, la se-
cuenciacion de todo el exoma vaya sustituyendo progresi-
vamente los paneles de genes. De hecho, ya en este
momento puede resultar mas eficiente en muchos casos la
realizacion de “paneles virtuales”®!. Es decir, se secuencia
todo el exoma, aunque después en un primer momento
sélo se analizan las variantes existentes en los genes po-
tencialmente relacionados con el fenotipo, con lo que el nt-
mero de mutaciones a valorar por medios bioinformaticos
y andlisis de la literatura se reduce mucho. Sin embargo,
como en realidad se secuencio todo el exoma, si el analisis
inicial de los genes seleccionados no revela mutaciones pa-
togénicas, se puede ir ampliando el estudio a otros genes,
sin necesidad de secuenciar de nuevo la muestra.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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Resumen

FGF-23 y PTH son dos proteinas fundamentales en el metabolismo del hueso y mantienen una estrecha relacién ya que
FGF-23 regula de forma directa tanto la expresion como la secreciéon de PTH.

La PTH es el regulador principal del sistema RANK/RANKL/OPG, considerado como un regulador esencial del modelado
y remodelado 6seo, pero también es un importante regulador de la via Wnt en el hueso, via fundamental para la formacién
6sea. La disminucién de los inhibidores de la via de Wnt en el hueso por altos niveles de PTH podria contribuir a mantener
la salud dsea, pero también favorecer la calcificacion vascular en los vasos. Por el contrario, la accion del FGF-23 seria
opuesta a la de la PTH inhibiendo la via de Wnt en el hueso contribuyendo a la pérdida de masa dsea, mientras que en el

vaso FGF-23 podria atenuar la calcificacién vascular.

INTRODUCCION

Clasicamente se consideraba al calcio, foésforo, calcitriol
y PTH como los tnicos reguladores del metabolismo
6seo y mineral. En los tltimos afios, se ha complicado
este eje de regulacién emergiendo otros factores con un
papel crucial en el metabolismo 6seo y mineral como el
factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23) y la de-
nominada proteina antienvejecimiento klotho.

Acciones BloLOGICAS DEL FGF-23 Y PTH

Accién bioldgica del FGF-23

FGF-23 es una proteina de 251 aminodacidos sintetizada
y secretada por las células éseas, principalmente el os-
teoblasto'. FGF-23 ha sido identificado como el principal
factor regulador del metabolismo del fosforo?, elemento
critico para el mantenimiento de la integridad del esque-
leto y para el desarrollo de multiples procesos enzima-
ticos. Ademas, en la ultima década se le ha reconocido
un papel destacable en la fisiopatologia de la calcifica-
cién vascular® y de la enfermedad cardiovascular (CV),
tanto en poblacién general*¢, como en pacientes con en-
fermedad renal crénica’.

La acci6n biolégica del FGF-23 depende de la expre-
sién de un gen llamado klotho® que acttia como su co-
receptor. Klotho es una proteina transmembrana de
130-kDa que se expresa predominantemente en el tu-
bulo distal renal y en menor medida en la glandula pa-
ratiroides y el plexo coroideo®. Klotho incrementa la
afinidad de FGF-23 por sus receptores FGFRs formando
un complejo klotho/FGFR'. La accién final del FGF-23
se realiza mediante su unién al complejo klotho/FGFR,

»

si bien FGF-23 es capaz en tejido cardiaco y hepatico de
actuar de forma independiente de klotho a través del re-
ceptor FGFR4 por la via de la calcineurina'*-'3,

Las acciones bioldgicas del FGF-23 tienen lugar en dis-
tintos érganos: rifién, glandula paratiroides, plexo coroi-
deo e hipdfisis, siendo el rifién el principal érgano diana.
Anivel 6seo, FGF-23 influye en la mineralizacion de forma
indirecta a través del control de los niveles séricos de f6s-
foro y de calcitriol. A su vez, los niveles séricos de calcitriol
son uno de los principales reguladores de la produccién
de FGF-23. En modelos animales, se ha objetivado que el
calcitriol estimula de una forma directa y dosis-depen-
diente la secrecién de FGF-23 por el osteoblasto!*. Este sis-
tema permite mantener los niveles de fosforo sérico
dentro de unos margenes estrechos'. En aquellas situa-
ciones en las que se produzca un incremento de los niveles
de calcitriol y, por tanto, de la absorcién gastrointestinal
del fésforo, el estimulo de la produccion del FGF-23 por
parte del osteoblasto favorecera la fosfaturia para evitar
la hiperfosfatemia.

El incremento de los niveles de fosforo sérico estimula
la produccién de FGF-23 por el hueso y viceversat. Si bien
en modelos murinos, los incrementos de fosforo en la dieta
influyen en la concentracién sérica de FGF-23'*1, los en-
sayos clinicos evaluando el efecto de la ingesta de fosforo
en los niveles de FGF-23 y fosfaturia han mostrado resul-
tados contradictorios. Mientras unos autores no han en-
contrado una asociacion entre los niveles de FGF-23 y la
sobrecarga con fosforo'’18, otros han descrito incrementos
destacables en los niveles de circulantes de FGF-23 tras
varios dias de una dieta con alto contenido en fésforo'*-2.,
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Esta discrepancia entre estudios se ha atribuido a las di-
ferencias en el tamarfio muestral, a la duracion de la sobre-
carga de fésforo, al momento de la determinacion de los
niveles de FGF-23 y al control de la dieta de los pacientes.
Una posible explicacién a estos resultados quiza sea el
hecho de que la sobrecarga aguda de fésforo conduce a
una rapida respuesta en la secrecién de PTH, la cual incre-
menta la fosfaturia en unas pocas horas, mientras que la
secrecion de FGF-23 se reduciria con la sobrecarga crénica
y mantenida de fosforo®22,

Accién bioldgica de la PTH

La hormona paratiroidea (PTH) es una hormona pepti-
dica de 84 aminoacidos sintetizada en las células prin-
cipales de las glandulas paratiroides. Es esencial para el
mantenimiento de la concentracién de calcio sérico den-
tro de limites estrechos a través de acciones directas
sobre el hueso y el rifién, e indirectamente a través de
acciones sobre el tracto gastrointestinal?®. La PTH tam-
bién regula el metabolismo del f6sforo?, disminuyendo
sus niveles séricos mediante la inhibicién de la reabsor-
cién renal de fosfato en los tibulos proximales y distales,
aunque el efecto en el tibulo proximal es cuantitativa-
mente el mas importante?°.

La PTH se libera de las células paratiroideas de forma
pulsatil y circadiana. La sintesis y secrecion de PTH
estan controladas por el receptor sensor de calcio
(CaSR) expresado en la membrana de las células parati-
roideas?®. La sefial para la produccién y secreciéon de
PTH es una reduccién en la concentracién de calcio i6-
nico extracelular, mientras que la sefial para la reduccion
en su produccién y secrecion es un aumento del calcio
iénico extracelular. En menor medida la secrecién de
PTH también puede estimularse mediante un aumento
de los niveles de fosforo, ya sea directamente o mediante
una reduccion de los niveles de calcio?.

Uno de los mecanismos clave por los que la PTH re-
gula la homeostasis del calcio esté relacionado mediante
las acciones directas de la PTH sobre los osteoblastos y
osteocitos y los efectos indirectos sobre los osteoclastos.
Si bien la PTH estimula tanto la resorcién como la for-
macién 6sea, el resultado final del balance neto de hueso
dependera de la dosis y la periodicidad de la sefial de
PTH. La exposicion continua a PTH produce efectos ca-
tabolicos en el esqueleto, mientras que las dosis bajas e
intermitentes de PTH producen efectos anabélicos en el
hueso?’. El efecto catabdlico mejor caracterizado de un
exceso PTH ocurre en el hiperparatiroidismo primario,
con pérdidas 6seas tanto a nivel cortical como trabecu-
lar?8-32, Por el contrario, el péptido amino terminal 1-34
de la PTH, denominado teriparatida, y la molécula in-
tacta (PTH 1-84) tienen una accién anabélica para el tra-
tamiento de la osteoporosis cuando se administran en
dosis bajas de forma pulsatil o intermitente3334,

Las acciones de la PTH estan mediadas principalmente
por un receptor denominado PTH1R. Las dos formas de
administracién de PTH, continua e intermitente, pueden
regular a nivel 6seo distintos genes de forma diferente, fa-
voreciendo por tanto la resorcién o la formacién 6sea3>2°.

Interaccion entre FGF-23 y PTH

FGF-23 regula la secreciéon de PTH. Varios estudios,
tanto in vivo como in vitro, han demostrado que FGF-23
tiene un efecto directo inhibitorio sobre la PTH, dismi-
nuyendo la expresién y secrecién proteica de PTH, de
manera dosis-dependiente3”:38.

Aligual que con el calcitriol, los niveles séricos de PTH
regulan los niveles de FGF-23. La PTH puede estimular la
secrecion de FGF-23 por el osteoblasto?. Estudios en mo-
delos murinos con hiperparatiroidismo primario mues-
tran incrementos en los niveles de FGF-23 que se revierten
tras la paratiroidectomia. Estos mismos resultados han
sido comunicados por Carrillo-Lépez y cols. en modelos
de rata con hiperparatiroidismo secundario, donde la pa-
ratiroidectomia es capaz de disminuir tres veces los nive-
les de FGF-23%. La PTH actuaria como estimulador de la
produccion de FGF-23 ante la hipercalcemia causada por
hipersecrecién de PTH. El incremento de FGF-23 aumen-
tarfa la eliminacién renal del fésforo, evitando el dafio ti-
sular al impedir la potencial aparicion de calcificacion
extradsea causada por la peligrosa asociacion de hiper-
calcemia e hiperfosfatemia.

FGF-23 Y PTH. Su REGULACION EN EL METABOLISMO OSEO

Sistema RANK/RANKL/OPG

La PTH es el regulador principal del sistema receptor ac-
tivador de NFkappa beta (RANK)/ligando de RANK
(RANKL)/osteoprotegerina (OPG) que controla el remo-
delado 6seo al inducir la sintesis de RANKL por los os-
teoblastos y regular negativamente la produccién de
OPG. Ambos mecanismos favorecen la osteoclastogéne-
sis y la resorcién 6sea a través de un mecanismo impul-
sado por la proteina quinasa A (PKA)**3, ya que los
agonistas de PKA imitan la regulacién de la PTH de la
expresion de los genes RANKL y OPG*244,

El sistema RANK/RANKL/OPG se descubri6 a media-
dos de los 90 como un regulador esencial del modelado
y remodelado 6seo®. Su papel en el mantenimiento 6seo
es bien conocido, pero trabajos recientes le atribuyen un
papel importante en la calcificacién de células de mus-
culo liso vascular.

En el hueso, los osteoblastos y los osteocitos sintetizan
y secretan RANKL, que se une a su receptor transmem-
brana RANK en los progenitores de osteoclastos derivados
de la médula dsea, lo que permite la maduracion, activa-
cién y supervivencia de los osteoclastos para iniciar la re-
sorcién 6sea. Ademas, los osteoblastos secretan OPG, un
receptor sefiuelo soluble para RANKL, que evita la union
de RANKL a RANK, atenuando asi la osteoclastogénesis*®.

Via Wnt/f-catenina

La PTH también es un importante regulador de la via
Wnt/B-catenina en el hueso*’. La activacion de la sefa-
lizacién de la via Wnt/B-catenina es fundamental para
la formaci6n 6sea*®*° y también se le ha implicado en el
proceso de calcificacién vascular4®5°-52,

La actuacién sobre los inhibidores de la via Wnt en
hueso es una de las dianas terapéuticas mas promete-
doras en la prevencién y tratamiento de la reduccién de
la masa 6sea, ya que la actividad de esta via es funda-
mental para una adecuada remodelaciéon y mineraliza-
cion del esqueleto.

La eficacia probada de rosozumab (un anticuerpo con-
tra el inhibidor méas conocido de la via Wnt, la esclerostina
(SOST)), parareducir la pérdida 6sea en mujeres postme-
nopAausicas representa otra opcion terapéutica en el tra-
tamiento de estos trastornos®®. Las acciones de SOST
podrian incluir el sistema vascular. Es importante desta-
car que, ademas de su control directo del remodelado y
mineralizacion ésea, SOST influye en las concentraciones
séricas de calcitriol y FGF-23, ambos implicados en el pro-
ceso de mineralizacién®®.
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La SOST sérica aumenta en paralelo con los aumen-
tos de foésforo, PTH y FGF-23495657, posiblemente debido
a su aclaramiento renal reducido®®, y el uso de anticuer-
pos monoclonales anti-SOST ha sido eficaz para preve-
nir la pérdida ésea en ratas normales o con insuficiencia
renal crénica y con PTH baja®. Sin embargo, la terapia
anti-SOST no pudo prevenir el dafio 6seo en ratas con
el mismo grado de dafio renal, pero con PTH elevada.
Estos resultados contradicen el hallazgo de Cejka y
cols.?, que sugirié que los valores séricos de SOST, un
inhibidor de la via Wnt, podrian ser un marcador de re-
modelado 6seo atin mas sensible y preciso que la PTH
circulante.

Los estudios en humanos®?, en un modelo de ratén de
enfermedad poliquistica de desarrollo lento®®%” y en un
modelo de enfermedad renal crénica con hiperfosfate-
mia*, han demostrado que los aumentos de SOST en el
hueso preceden a los aumentos séricos de fosforo, PTH
y FGF-23. Los aumentos séricos de fésforo, PTH y FGF-
23 en paralelo con la inhibicion dsea de la sefializacion
de la via de Wnt coinciden con disminuciones en la SOST
Osea, pero con aumentos en otros inhibidores de la via
Wnt**5657, De hecho, las biopsias dseas de pacientes con
enfermedad renal crénica han demostrado que una
mayor inhibicién de la via Wnt se asocia con niveles
bajos de SOST en los osteocitos®, lo que sugiere la con-
tribucion de otros inhibidores de la via Wnt.

Estudios recientes de nuestro grupo, que analizan el
efecto directo de la PTH y FGF-23 sobre los osteoblastos,
han revelado que la PTH elevada inhibe no solo los au-
mentos de SOST, sino también de otros inhibidores de la
via de Wnty que FGF-23 puede tener un efecto inhibidor
directo sobre la via de Wnt en osteoblastos a través de
la induccion de DKK1%°.
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La inhibicién de SOST y otros inhibidores de la via de
Wnt en el hueso por los altos niveles de PTH podria con-
tribuir a mantener la salud ésea, pero es importante resal-
tar que la reduccion de PTH de los inhibidores de la via Wnt
en los vasos podria favorecer la calcificacién vascular. De
hecho, como se mencion6 anteriormente, estudios recien-
tes en ratas con enfermedad renal crénica alimentadas con
una dieta alta en fésforo, con niveles de PTH tanto elevados
como normales (paratiroidectomia con suplementacién de
PTH 1-34 para evitar la hipocalcemia) sugieren que la PTH
elevada favorece la calcificacion vascular. En cambio, los ni-
veles normales de PTH circulante fueron protectores de la
calcificacion adrtica a pesar del fosforo sérico elevado®. Es-
tudios in vitro confirmaron este hecho, objetivindose como
dosis elevadas de PTH en células de musculo liso vascular
sometidas a un estimulo calcificante agravaron el proceso
calcificante, mientras dosis bajas de PTH fueron capaces de
inhibir el proceso de calcificacion, mostrando un contenido
en calcio y una expresion de genes osteogénicos similar a
la de las células no sometidas al estimulo calcificante®.

Por el contrario, la accién del FGF-23 serfa opuestaala
de la PTH, ya que el FGF-23, mediante la induccion de au-
mentos de DKK1, inhibiria la via de Wnt en el hueso con-
tribuyendo a la pérdida de masa ésea, mientras que en el
vaso FGF-23 podria atenuar la calcificacién vascular.

ConcLusION

En conclusion, el papel que el eje regulatorio calcio, fos-
foro, calcitriol, PTH, FGF-23 y klotho ejerce sobre la ac-
tivacién o inactivacion de la via Wnt, asi como, la
precision de los niveles séricos de activadores e inhibi-
dores de Wnt para reflejar sus cambios a nivel dseo y
vascular podria permitir el disefio de estrategias tera-
péuticas para prevenir el deterioro del eje hueso-vaso.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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Resumen

Objetivos: Las politicas de salud sobre programas de prevencién de fracturas deben de considerar el impacto econémico
y sanitario de estrategias como el consumo de suplementos o alimentos fortificados con vitamina D/calcio. Nuestra re-
vision, pretende resumir la evidencia disponible sobre estas estrategias en términos de beneficios en salud y de coste-
efectividad.

Material y métodos: Se realiz6 una busqueda en la base de datos PubMed/MedLine para identificar estudios publicados
en los ultimos 10 afios (hasta diciembre de 2020) que evaluaran el impacto de la toma de suplementos o alimentos for-
tificados con vitamina D/calcio para la prevencion de fracturas en un contexto de beneficios en salud y coste-efectivi-
dad.

Resultados: Un total de 11 articulos fueron incluidos. Los estudios identificados sugieren un beneficio sustancial en tér-
minos de prevencién de fracturas, mortalidad, afios de vida ganados y afios de vida ajustados por calidad. Por su parte,
las evaluaciones econémicas revelan que el uso de suplementos o alimentos fortificados con vitamina D/calcio son coste-
efectivos, al menos en poblacién adulta mayor de 70 afios o con alto riesgo de fractura. Ademas, estas estrategias parecen
generar un ahorro de costes directos, especialmente en el perfil de mujer anciana con alto riesgo de fractura.
Conclusiones: El uso de suplementos o alimentos fortificados con vitamina D/calcio reduce la carga de las fracturas por
fragilidad siendo una estrategia potencialmente favorable en términos econémicos.

Palabras clave: vitamina D, calcio, costes y analisis de costes, salud publica, suplementos dietéticos, alimentos enriquecidos.

INTRODUCCION

Las fracturas osteopordticas, especialmente de cadera,
son una de las principales causas de discapacidad en po-
blacién anciana, originando una pérdida considerable de
cantidad y calidad de vida. Ademas, mas del 30% de las
personas que las padecen mueren en el primer afio tras
la fractura®. En 2010 la Unién Europea registré cerca de
3,5 millones de fracturas por fragilidad que derivaron en
43.000 muertes. Desde un punto de vista econdmico,
estas fracturas supusieron un gasto de 37 billones de
euros, esperandose un aumento del 25% en 20252

La vitamina D y el calcio son compuestos esenciales
para el metabolismo 6seo y la prevencién de fracturas
osteopordticas. Dos recientes meta-analisis han corrobo-
rado que los niveles bajos de 25(0OH)D en sangre estan
relacionados con un aumento del riesgo de fractura por
fragilidad como consecuencia de la pérdida de masa 6sea
y deterioro de la estructura 6sea*.

Se estima que en Europa la prevalencia de la deficien-
cia de vitamina D (definida como 25(0OH)D <20 ng/ml)
es del 40%>. De manera natural, una de las fuentes prin-

»

cipales de vitamina D proviene de la exposicion solar.
Sin embargo, debido a factores como la latitud, el seden-
tarismo o el uso de cremas solares, la sintesis de vita-
mina D por esta via suele ser insuficiente. De hecho, al
contrario de lo que se podria pensar, la prevalencia de
esta deficiencia es menor en el norte de Europa que en
el sur (<20% vs. 30-60%, respectivamente)®, a pesar de
recibir una menor radiacién solar. Uno de los motivos de
esta diferencia es que los paises nérdicos han generali-
zado el consumo de alimentos enriquecidos en vitamina D
y/o suplementos®.

Con el fin de revertir esta situaciéon es fundamental
asegurar una ingesta adecuada de vitamina D y calcio.
La Sociedad Espafiola de Investigacién Osea y del Meta-
bolismo Mineral (SEIOMM), la Sociedad Espafiola de
Reumatologia (SER) y la Sociedad Espafiola de Endocri-
nologia y Nutricién (SEEN), consideran fundamental
asegurar unos niveles de 25(OH)D de al menos 30
ng/ml”. Se considera que para mantener unos niveles
adecuados de 25(0H)D es necesario ingerir, preferente-
mente en la dieta, entre 400 y 1.000 Ul/dia de vitamina D
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Figura 1. Estrategia de busqueda y diagrama PRISMA
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Términos y estrategia de busqueda:

(vitamin D [Title/Abstract] OR Cholecalciferol [Title/Abstract] OR Vitamin D [MeSH Terms] OR
Calcifediol [Title/Abstract] OR Ergocalciferol [Title/Abstract] AND (Cost and Cost Analysis [MeSH
Terms] OR cost [Title/Abstract] OR cost-effectiveness [Title/Abstract] OR economics [Title/Abstract] OR
pharmacoeconomics [Title/Abstract] OR cost-benefit [Title/Abstract] OR public health [Title/Abstract]
AND (fracture bone [MeSH Terms] OR fracture [Title/Abstract]

(n=30)

Idoneidad

y entre 500 y 1.200 mg/dia de calcio. Estas cantidades
varian en funcién de la edad, tipo de paciente y guias
consultadas’”®. En el caso de pacientes con osteoporosis
y déficit de vitamina D la SER recomienda la suplemen-
tacién con 800-2.000 Ul/dia de vitamina D, segin su
valor basal®. Desafortunadamente, el consumo de cal-
cio, y en especial el de vitamina D es insuficiente, obser-
vandose que hasta el 38% y el 93% de las personas no
consume, respectivamente, el calcio y la vitamina D re-
comendada®®.

El objetivo de la suplementacion con vitamina D /cal-
cio es reducir el riesgo de fracturas por fragilidad. Sin
embargo, existe debate sobre el beneficio de la suple-
mentacion en poblacién general. Mientras algunos estu-
dios sugieren que la ingesta adecuada de vitamina
D/calcio reduce el riesgo de fractura''!?, otros apuntan
aque lareduccién del riesgo no es estadisticamente sig-
nificativa'®>!*. No obstante, es importante sefialar que
muchos de los trabajos que analizan el efecto de la su-
plementacién incluyen una proporcién considerable de
personas con valores 6ptimos de vitamina D. Por ello, no
se podria concluir que la suplementacion no es efectiva
en personas con hipovitaminosis. De hecho, cuanto
menor es la concentracién de 25(0OH)D mayor es la res-
puesta'®. Del mismo modo, analisis combinados sugieren
que la prevencidn de fracturas gracias a la suplementa-
cion de vitamina D solo seria efectiva en personas con
déficit de vitamina D3,

Los suplementos de vitamina D no son costosos. Sin
embargo, el alto nimero de personas que los necesitaria
y la monitorizacién de los niveles séricos de 25(0H)D
podrian suponer un gasto considerable. Para ayudar a

=

©

= o 2 .

2 S Numero de registros
] identificados
£5 (n=163)

o >

=

Numero de articulos de texto completo
evaluados para su elegibilidad

=

i Namero de estudios
@ . .

B incluidos

= (n=11)

Numero de registros excluidos
por titulo y abstract
(n=133)

Numero de articulos de texto
completo excluidos (n=19)
- Modelo animal (n=8)

- Idioma (n=8)

- Carta editor (n=1)

- Otros tratamientos
osteopordticos (n=2)

los responsables de la toma de decisiones en la elabora-
cién de politicas de salud sobre programas de nutricién
preventiva, es importante evaluar el impacto econémico
y sanitario del consumo de suplementos o alimentos for-
tificados de vitamina D/calcio.

Esta revision pretende identificar y resumir la evi-
dencia disponible sobre la suplementacién con vitamina
D/Caen la prevencién de fracturas por fragilidad en tér-
minos de beneficios en salud y de coste-efectividad.

MMATERIALES Y METODOS

Serealizd unarevision en la base de datos internacional
PubMed para identificar estudios que evaltian el im-
pacto en términos econ6émicos y/o de beneficios en
salud del uso de suplementos o alimentos fortificados
con vitamina D/calcio. Para ello se ha utilizado la com-
binacién de términos MeSH y abiertos relacionados con
vitamina D, costes y fractura por fragilidad.

Todos los articulos publicados en inglés o espaiiol du-
rante los tltimos 10 afios (hasta diciembre 2020) fueron
elegibles. Aquellos articulos en los que se evaluaba la su-
plementacion de vitamina D/calcio en combinacién con
otros medicamentos fueron excluidos. Del mismo modo,
los estudios que solo analizaban el efecto de la suple-
mentacién con calcio, ensayos clinicos, cartas al editor
y comunicaciones a congresos fueron excluidos.

RESULTADOS

Caracteristicas de los estudios

Un total de 163 articulos fueron identificados, de los
cuales 11 fueron finalmente incluidos (Figura 1)'6-26, Sus
caracteristicas se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los articulos seleccionados

Autor, ailo Pais Método Edad Sexo
Childs, Econémico
2016 EE.UU. retrospectivo e
Hiligsmann, Paises Markov
2015Y Bajos microsimulation e
ggiljz; UK Econémico 265 M/H
Weaver, UE Analisis
>
2019% EE.UU. coste-beneficio LU A
Zarca, . Markov
201426 Francia microsimulation =L M
Hagen, Markov
2016 Noruega state-transitoin 33 M
Population-based
Ethgen, Paises
20157 Bajos ~ (Markov SR
microsimulation)
Ethgen, Paises Markov
2016 Bajos microsimulation 265 M
Sandmann, .
20152 Alemania Spreadsheet 265 M
Hiligsmann, . Markov
2017/20182 Francia o osimulation 220 M/H

Patologia Estudio Intervencion Dosis RRFc
Suplementaciéon VitD: 1.600 Ul/dia o
kP E VitD + Ca Ca: 1.200 mg/dia R
Suplementacion VitD: 800 Ul/dia o
0 SP/E VitD + Ca Ca: 1.000 mg/dia =
G sp/g  Suplementacion yip gooyr/dia 30%
VitD
Suplementaciéon VitD: 600 Ul/dia o
0 SP/E VitD + Ca Ca: 1.000 mg/dia B
Suplementacién VitD: 100.000 UI/ 3
G SP/E VitD + Ca 15-90 dias R0
Suplementaciéon VitD: 200 Ul/dia 3
G SP/E VitD + Ca Ca: 1.000 mg/dia L
Fortificacion VitD: 800 Ul/dia o
C S/ VitD + Ca Ca: 1.000 mg/dia -0
Fortificacion VitD: 400 UI/dia
G/O/RF E VitD + Ca Ca: 800 mg/dia 18
Fortificacion VitD: 800 Ul/dia o
G SP/E VitD + Ca Ca: 200 mg/dia 120
G SP/E Fortificacion VitD: 800 UI/dia 16%

VitD + Ca Ca: 1.000 mg/dia

RRFc: reduccién riesgo de fractura cadera; M: mujer; H: hombre; FP: fractura previa; O: osteoporosis; G: poblacidon general; RF: riesgo alto
de fractura; SP: salud publica; E: evaluaciéon econémica; VitD: vitamina D; Ca: calcio; Ul: unidades internacionales; *: fractura no soldada.

Los estudios analizan la suplementacién con vitamina D
[n=1], vitamina D y calcio [n=5] y alimentos enriqueci-
dos con vitamina D y calcio [n=5] en la prevencién de
fracturas, desde dos perspectivas:

1) Beneficios en salud [n=10] (muertes evitadas, frac-

turas evitadas, afios de vida ganados, afos de vida

ajustados por calidad -AVACs- y coste neto).

2) Evaluacién econémica [n=11] (€/AVAC ganado,

€/afios de vida ganados -AVG- y ratio de coste efecti-

vidad incremental -RCEI-).

Los trabajos se llevaron a cabo en Francia (n=3), Pai-
ses Bajos (n=3), Alemania (n=1), Reino Unido (n=1),
Noruega (n=1), EE.UU. (n=1) y EE.UU./Europa (n=1). No
se ha identificado ningtn estudio realizado en Espaiia.

Entre los estudios existe una gran heterogeneidad en la
metodologia seguida: tipo de modelo econdmico, caracteris-
ticas de la poblacion, tipo de suplementacion, dosis, eficacia
de la estrategia y umbral de coste-efectividad (Tabla 1).

Beneficios en salud

Diferentes autores han estimado el ndmero de fracturas
prevenidas anualmente gracias a la suplementacion/forti-
ficacion con vitamina D/calcio: 323.566 (EE.UU.), 544.687
(UE), 64.932 (Francia), 45.800 (Reino Unido), 36.705 (Ale-
mania), 30.376 (Paises Bajos), 16.130 (Noruega) (Tabla 2).
Teniendo en cuenta la mortalidad asociada a la fractura de
cadera (ajustada por edad y género) Poole et al. estimaron
que la suplementacién con vitamina D podria prevenir
1.700 muertes anuales en el Reino Unido?. Por su parte,
Ethgen et al. y Hiligsmann et al. basandose en el exceso de
mortalidad sugieren que se habrian ganado 6.605 afios
(Paises Bajos) y 29.169 afios (Francia)”2%.

Uno de los indicadores de salud publica mas utiliza-
dos son los AVACs, que tiene en cuenta la cantidad y la
calidad de la vida ganada. Un AVAC corresponderia a un
afio vivido con maxima calidad. Tres de los estudios pre-
dicen una ganancia de AVACs de 0,008 a 0,022 AVACs
por paciente gracias a la suplementacion/fortificacion
con vitamina D/calcio!225, Esta variabilidad parece de-
pender de diferentes factores como la edad y el sexo.
Ethgen et al. describieron que a mayor edad los AVACs
ganados eran superiores, independientemente de la co-
horte de mujeres observada (sin osteoporosis, con baja
densidad 6sea o con riesgo alto de fractura)'’. Resulta-
dos similares fueron reportados por Hiligsmann et al.,
observandose ademas que los AVACs ganados por la in-
tervencién eran mayores en mujeres que en hombres
(23.067 vs. 9.502, respectivamente)?°.

Hagen et al. tuvieron en cuenta tres escenarios de
riesgo cardiovascular debido a la suplementaciéon con
vitamina D/calcio:

1) Sin riesgo

2) Riesgo moderado

3) Riesgo alto.

Como resultado, en el primer escenario se observo
una ganancia de 0,022 AVACs por paciente. Por el con-
trario, con riesgo moderado y alto se produciria una pér-
dida de salud neta (-0,052 y -0,078, respectivamente)®.

Impacto econémico

Desde el punto de vista econémico, la suplementacion/for-
tificacion dirigida a la poblacion general parece ser coste-
efectiva a partir de los 70%721-80%8 afios. En el caso de
personas con osteoporosis esta intervencién podria ser
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Tabla 2. Principales resultados en salud publica

. Intervencién - Fracturas
Autor Pais 2 q .
poblacién  prevenidas/afio
Childs?® EE.UU. S-FP NE
Hiligsmann?®  Paises Bajos S-0 NE
Poole?? UK S-G 45.800 (cadera)
544.687 (UE)
UE (cadera)
25 ~
Weaver EE.UU. 5-0 323.566 (EE.UU.)
(cadera)
Zarca?® Francia S-G NE
Hagen!® Noruega S-G 16.130* (todas)
p . 30.376 (cadera
17 =
Ethgen Paises Bajos = F-G/O/RF e
Ethgen'® Paises Bajos  F-G/O/RF NE
Sandmann?* Alemania F-G 36.705 (todas)
Hlligsmann?"??  Francia F-G 64.932 (todas)
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. Ganancia
Fractu~ras prevenidas/ Mu.ertes ) AVG incremental
afio/100.000 prevenidas/afio de AVACs
NE NE NE NE
NE NE NE 0,008-0,021
71,2* 1.700 NE NE
122,1* (UE) 98,6*
(EE.UU) NE NE NE
NE NE NE 0,015-0,020
Sin ECV: 0,022
RECV moderado:
*
306,8 NE NE 0,077
RECV alto: -0,078
178,9* NE 6.605 NE
2 raciones diarias:
NE NE NE 0,006-0,026
45,2* NE NE NE
97,2% NE 29.169 NE

AVG: afios de vida ganados; AVACs: afios de vida ajustados por calidad; S: suplementacion; F: fortificacion; FP: fractura previa; O: osteoporosis;
G: poblacién general; RF: riesgo alto de fractura; NE: no evaluado o especificado; ECV: evento cardiovascular; RECV: riesgo de evento car-
diovascular *: calculado a partir de los datos originales del estudio y la poblacién del estudio en el afio de realizacién.

coste-efectiva a partir 602°-70'8afios, y en personas con alto
riesgo de fractura a partir de los 50-60 afios'’. Por sexos,
las estrategias evaluadas resultaron mas coste-efectivas en
la cohorte de mujeres, excepto en hombres con alto riesgo
de fractura (Tabla 3).

Zarca et al. analizaron el RCEI de 4 estrategias dife-
rentes:

1) No tratar (comparador)

2) Tratamiento general sin monitorizar la efectividad

3) Tratar y monitorizar

4) Cribar y tratar a la poblacion con deficiencia de

vitamina D.

Como resultado, “tratar y monitorizar” y “cribar y tra-
tar” resultaron estrategias coste-efectivas (5.219y 9.104
€/AVACs, respectivamente) y dominantes frente a “tratar
sin monitorizar”. Las curvas de aceptabilidad mostraron
asuvez que el cribado era la intervencién que mayor pro-
babilidad tenia de ser coste-efectiva (alrededor de los
6.000 €/AVACs)?¢. La curva de aceptabilidad es una esti-
macion de la probabilidad de que una estrategia sea
coste-efectiva con un umbral determinado. Para ello, se
calcula el porcentaje de simulaciones en las que la alter-
nativa estudiada tiene coste-efectividad incremental in-
ferior al umbral para distintos valores de éste.

El coste neto del uso de suplementos o alimentos for-
tificados en vitamina D/calcio para la prevencién de
fracturas por fragilidad ha sido analizado en 7 de los 11
articulos incluidos en la revision, observandose diversi-
dad de resultados entre estudios!®9-2123-25 Hiligsmann
et al. estimaron que en Francia la ingesta de alimentos
fortificados en poblacién general a partir de los 65 afios
tendria un coste neto de 1.556 millones de euros. Por el

contrario, Poole et al. observaron un coste neto de -22
millones de libras, debido especialmente al ahorro ge-
nerado en mayores de 80 afios. En pacientes con osteo-
porosis o riesgo elevado de fractura tres estudios
predicen un ahorro en poblacién de 50-65 afios en ade-
lante!®?425, mientras que el modelo de Hiligsmann et al.,
lo predice a partir de los 80 afios?’. Por el contrario,
Hagen et al., estimaron un coste neto de 322 €/paciente,
que ascenderia a 1.033 €/paciente en el caso de que
existiera un riesgo alto de eventos cardiovasculares de-
bido a la suplementacion con calcio?®.

Por ultimo, Hiligsmann et al. evaluaron el impacto
econdmico de la fortificacidon con vitamina D y calcio en
Francia durante los préximos 40 afios, observando un
aumento progresivo del beneficio. Concretamente, en
2060 el coste por AVAC ganado se reduciria de los
58.244 € de 2015 alos 42.616 €22,

Discusion

La presente revision de la literatura ha identificado 11
estudios en los que se evalta los beneficios en salud y el
impacto econémico de la suplementacién o fortificacion
de alimentos con vitamina D/calcio.

La evidencia disponible sugiere que la ingesta de can-
tidades adecuadas de vitamina D y calcio mediante suple-
mentacion o alimentacién fortificada, tendria beneficios
sustanciales en el ambito de la salud publica (fracturas y
muertes prevenidas, AVG y AVACs). Desde el punto de vista
econdmico, todos los modelos indican que estas interven-
ciones serian coste-efectivas, al menos en la poblacién de
mayor edad o con mayor riesgo de fractura, derivando in-
cluso en un ahorro econémico.
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Tabla 3. Principales resultados econémicos

Autor Pais Intervencion-  Umbral
poblacion  coste-efectivo
Childs?® EE.UU. S-FP NA
Hiligsmann? Paises S-0 45.000 €
Bajos /AVAC
Poole? UK S-G NA
Weaver?® UE S-0 NA
EE.UU.
Zarca?® Francia S-FP Umbral OMS
Hagen'” Noruega S-0 60.000 €
/AVAC
Ethgen'” Paises F-G/O/RF 120.000 €
Bajos /AVG
Ethgen'® Paises F-G/O/RF 45.000 €
Bajos /AVAC
Sandmann?  Alemania F-0 NA
Hiligsmann?! Francia F-G 30.000 €
/AVAC
Hiligsmann? Francia F-G 30.000 €
/AVAC

RCEI

NE

60 afios: 40.578 (M)/23.477 (H) €/AVAC
65 afios: 16.266 (M)/19.695(H) €/AVAC
70 afios: 7.912 (M)/10.250 (H) €/AVAC

80 afios: -12.815 (M)/-6.723 (H) €/AVAC

NE

NE

“Tratar y monitorizar”: 5.219 €/AVAC
“Cribado y tratar”: 9.104 €/AVAC

Sin ECV: 14.453 €/AVAC
RECV moderado: Dominado
RECV alto: Dominado

2 raciones diarias (G/0/RF), mujeres:

50 afios: 296.532/300.277/168.701 €/AVG
60 afos: 184.479/174.359/96.744 €/AVG
70 afios: 91.430/74.707/35.687 €/AVG
80 afios: 30.759/19.910/3.369 €/AVG

2 raciones diarias (G/O/RF), hombres:

50 afios: 255.753/203.563/118.823 €/AVG
60 afios: 151.392/121.582/70.057 €/AVG
70 afos: 85.627/61.349/31.423 €/AVG
80 afos: 37.048/24.231/8.916 €/AVG

2 raciones diarias (G/O/RF):

65 afos: 123.122/56.498/48.018 €/AVAC
70 afios: 62.975/32.467/32.685 €/AVAC
80 afos: 15.576/6.868/3.390 €/AVAC

NE

2 raciones diarias:
60-69 afios: 155.006 (M)/218.176 (H) €/AVAC

70-79 afios: 24.997 (M)/92.676 (H) €/AVAC

280 afios: 1.907 (M)/27.683 (H) €/AVAC
260 afios: 38.256 (M)/106.113 (H) €/AVAC

2 raciones diarias, 260 afios
(2015/2040/2060): 58.244/45.732/
42.616 €/AVAC

Coste neto

-65 866$/hospital/afio
-27,9 $/paciente/afios*

60 afos: 316 (M) /274 (H) €/paciente
65 afios: 211 (M)/230 (H) €/paciente
70 afos: 127 (M)/138 (H) €/paciente
80 afos: -270 (M)/-99 (H) €/paciente

65-69 afios: 10.115 millones £/afio
70-74 afios: 56,1 millones £/afo
75-79 afios: 12,6 millones £/afio
80-84 afios: -39,0 millones £/afo
>85 afios: -153,6 millones £/afio
265 afios: -22.4 millones £/afio

50-59 afos: -1.011 millones €/afio (UE);
-700 millones $/aiio (EE.UU.)

60-69 afios: -1.323 millones €/afo (UE);
-729 millones $/aiio (EE.UU.)

70-79 afos: -1.911 millones €/aio (UE);
-904 millones $/aiio (EE.UU.)

>80 afios: -1.462 millones €/afo (UE);
-978 millones $/aiio (EE.UU.)

Total: -5.710 millones €/afio (UE);
-3.312 millones $/aiio (EE.UU.)

NE

65 afos:

a) 322 €/paciente (sin ECV)
b) 322 €/paciente (ECVm)
c) 1.033 €/paciente (ECVa)

NE

NE

265 afios: -314,8 millones €/afio

260 afos: 1.556 millones €

NE

Negrita: coste-efectivo u ahorro neto; RCEI: ratio de coste efectividad incremental; S: suplementacién; F: fortificacion; FP: fractura previa; O: os-
teoporosis; G: poblacion general; RF: riesgo alto de fractura; NE: no evaluado o especificado; NA: no aplica; M: mujer; H: hombre; AVAC: afios de
vida ajustados por calidad; AVG: afios de vida ganados; ECV: evento cardiovascular; RECV: riesgo de evento cardiovascular; OMS: Organizacién

Mundial de la Salud.
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Un aspecto a considerar en la evaluacién econémica
es el papel de estrategias complementarias como el cri-
bado y monitorizacidn de niveles de 25(0H)D. De esta
manera, se podria tratar exclusivamente a personas con
deficiencia de vitamina D o monitorizar la efectividad
del tratamiento para adaptar la dosificacion. Zarca et
al.?® abordan esta perspectiva, observando que el cri-
bado de hipovitaminosis D, seguido del tratamiento,
seria la estrategia mas coste-efectiva.

Actualmente, existe cierta controversia sobre el
efecto que podrian tener los suplementos de calcio en el
riesgo cardiovascular?’. Interesantemente, Hagen et al.
analizaron tres escenarios de riesgo, llegando a la con-
clusién de que los beneficios (en salud y econémicos)
s6lo se producirian si la suplementacion con vitamina D
y calcio no supone un incremento del riesgo cardiovas-
cular®. En cualquier caso, es importante sefialar que el
efecto negativo de la suplementacion/fortificacion en el
riesgo cardiovascular no ha sido demostrado, y de existir
podria estar relacionado con niveles de vitamina D y/o
calcio superiores a los recomendados?¥2°. Por otro lado,
los posibles beneficios extradseos de la vitamina D (ej.
preeclampsia, diabetes, cancer, etc.), y que actualmente
son motivo de debate, podrian mejorar los datos obser-
vados o compensar potenciales efectos adversos.

En las politicas sanitarias a largo plazo, las proyeccio-
nes a futuro pueden tener mucho interés. Mas aun te-
niendo en cuenta que debido al envejecimiento de la
poblacion se espera un aumento de la prevalencia de la
osteoporosis, y por tanto de fracturas por fragilidad® En
este sentido Hiligsmann et al. observaron una tendencia
clara de incremento del beneficio en salud (evitdndose
hasta el 78% de las fracturas) y un aumento de la coste-
efectividad?2.
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Nuestra revision de la literatura tiene una serie de li-
mitaciones potenciales. Por un lado, se delimitd la bus-
queda a una unica base de datos (PubMed/Medline) y no
se evaluo la calidad de la evidencia. Ademas, debido a la
gran heterogeneidad metodolégica de los estudios no es
posible establecer comparaciones directas entre estudios.

A suvez, muchos de los estudios identificados presen-
tan sus propias limitaciones:

1) Los estudios asumen la efectividad de la suplementacién
con vitamina D y calcio de la literatura, extrapolando
estos efectos a la fortificacion de alimentos, y en ocasiones
a dosis diferentes.
2) No se tienen en cuenta posibles efectos adversos
(excepto un estudio), ni otros beneficios potenciales
de la suplementacion/fortificacion.
3) La mayoria de los estudios han asumido una adherencia
del 100%.
4) Los articulos que evaldan la fortificacion de alimentos
computan el coste al sistema sanitario y no se incluyen
los habitos preestablecidos en las personas. Es decir,
el porcentaje de personas que ya consume las raciones
fortificadas recomendadas, asi como las que lo hacen
de productos no fortificados. En este ultimo caso, se
deberia computar exclusivamente la diferencia del coste
entre el producto fortificado y no fortificado.

En conclusién, la evidencia disponible sugiere que la
ingesta de suplementos de vitamina D/calcio o de alimen-
tos fortificados, reduce el riesgo de fractura (con los con-
siguientes beneficios en salud) siendo una estrategia
coste-efectiva, que incluso permite ahorrar costes en cier-
tas subpoblaciones. No obstante, serian necesarios mas
estudios, especialmente observacionales y en el contexto
espafiol, para evaluar el impacto real de estas estrategias
en el marco de la salud publica espafiola.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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