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(Las mediciones de masa 0sea en fémures

son simétricas?

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/S1889-836X2020000400001

Del Rio Barquero L

Centro de Tecnologia Diagndstica S.A. Mutua de Terrassa. Terrassa (Espafia)

En este numero de la revista se publica un interesante
articulo sobre posibles diferencias en las densitometrias
de fémures relacionadas con la dominancia de las extre-
midades superiores entre zurdos y diestros?.

La absorciometria radiolégica de doble energia (DXA)
se basa en la medicién de la densidad mineral dsea su-
perficial (DMO en g/cm?) en fémur proximal y columna
lumbar. Los artefactos, como la osteoartritis y las calcifi-
caciones osteofiticas influyen en la DMO de la columna y
confieren gran valor a la medicién del fémur. Desde los
inicios de la aplicaciéon de la técnica DXA en las caderas
se ha mantenido la presuncion de que puede existir una
minima asimetria bilateral entre los fémures proximales,
pero sin trascendencia clinica. Esta cuestidn ha sido ob-
jetivo de estudio por varios grupos de investigadores al
no conocer con claridad si existen diferencias sistemati-
cas entre la DMO de las dos caderas e intentando respon-
der a las cuestiones: ;la densidad 6sea en uno de los
fémures es similar en el lado opuesto?, ;qué fémur ele-
gir?, si no es asi, ;se deben medir las dos caderas?

En este sentido es paradigmatico el ejemplo del an-
tebrazo, region de interés que ha quedado relegada a un
sector alternativo que se utiliza en aquellas situaciones
que las mediciones en las regiones convencionales no
son fiables. Debido a las diferencias conocidas de DMO
de los antebrazos dominantes y no dominantes, se reco-
mienda medir la DMO del antebrazo no dominante para
reducir la varianza.

La respuesta a la cuestion ;json simétricos los fémures
proximales izquierdo y derecho?, es importante, ya que el
resultado de la medicién en la cadera elegida condiciona la
estimacion del riesgo de fractura del sujeto. Los cirujanos
ortopédicos en su busqueda de una artroplastia de cadera
ideal y mejorar la técnica quirtrgica, se han interesado es-
pecialmente en las potenciales diferencias anatomicas.

La investigacion sobre la variabilidad anatémica del
fémur proximal ha revelado algunas diferencias entre fé-
mures relacionadas con el género y etnia. Se han identi-

ficado diferencias en las dimensiones y compensaciones
femorales entre hombres y mujeres?®. Otros estudios han
comprobado diferencias en algunas caracteristicas mor-
folégicas de fémures de poblaciones europea y asiatica,
en concreto en el didmetro de la cabeza femoral, el des-
plazamiento femoral y didmetro de la diafisis®. Otras pro-
piedades como la densidad mineral dsea, la resistencia
mecanica, el grosor cortical, los d&ngulos o la longitud del
fémur han sido también estudiadas’!!. La evaluacién de
las posibles diferencias entre fémures mediante un mé-
todo fotografico en 160 fémures de ambos lados empa-
rejados, provenientes de cadaveres, no revelaron
diferencias absolutas de cualquier medida femoral que
excediera 1,5 mm®. El porcentaje de asimetria no excedié
el 4% para todas las mediciones antropométricas y no
encontraron asociacidn entre las diferencias absolutas y
el porcentaje de asimetria, género y/o la etnia. La edad o
el peso tampoco se asociaban con las diferencias absolu-
tas o el porcentaje de asimetria. Este estudio respalda la
suposicién de un alto grado de simetria en los fémures
proximales izquierdo y derecho a pesar de la forma y la
forma del cuerpo, que también esta respaldada en otras
publicaciones'?!3, La simetria generalmente es indepen-
diente de los datos demograficos y las dimensiones ge-
nerales del fémur proximal.

Otros grupos, aplicando método DXA con diferentes
enfoques tecnoldgicos, han evaluado las variaciones de
DMO femoral y las caracteristicas geométricas como la
longitud del eje de la cadera (HAL) entre fémur iz-
quierdo/derecho, encontrando una alta correlacién (r =
0,81-0,96) en las regiones de interés relevantes. No de-
tectaron diferencias significativas entre ambos lados,
por lo que, a pesar de que hay un antebrazo dominante,
no parece haber una cadera dominante. Los autores de
estos estudios!*!° han llegado a la conclusién de que la
medicion de un unico fémur suele ser suficiente para la
evaluacion clinica de la DMO y/o la longitud del eje de
la cadera.

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

»

Correspondencia: Luis del Rio Barquero (delriobarquero@gmail.com)
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Resumen

Objetivo: La actividad fisica es un determinante de la densidad mineral dsea. Las personas zurdas ejercitan mas los
miembros izquierdos que las diestras, quienes lo hacen con los derechos. El objetivo de este trabajo fue estudiar si los
sujetos zurdos tienen valores mas elevados de DMO en el miembro inferior izquierdo (fémur proximal) y los diestros
en el derecho.

Material y métodos: Estudio observacional, transversal realizado en sujetos jévenes sanos de ambos sexos que no reali-
zaban actividad deportiva, que fueron agrupados en zurdos o diestros segtin su lateralidad, la cual se estableci6 aplicando
el cuestionario de Edimburgo. A todos ellos se les midi6 la densidad mineral dsea en la columna lumbar y en la extremidad
proximal de ambos fémures por medio de un densitometro Hologic QDR 4500, Discovery®.

Resultados: De los 122 sujetos estudiados, 62 eran diestros y 60 zurdos. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los casos y controles en la edad, proporcién de varones y mujeres, indice de masa corporal y distri-
bucién de los estilos de vida: consumo de alcohol, tabaco y actividad fisica en el tiempo libre. Los zurdos y los diestros
mostraron valores similares de densidad mineral 6sea en la columna y en todas las localizaciones anatdmicas medidas
(cuello femoral, total de cadera, trocanter e intertrocanter) de ambos fémures, derecho e izquierdo. Sin embargo, en el
fémur izquierdo se obtuvieron valores mas bajos de DMO en comparacion con el derecho en todas las localizaciones
medidas (diferencias que fueron estadisticamente significativas) tanto al considerar a todos los sujetos juntos como al
agruparlos segtn su lateralidad.

Conclusion: No se observd diferencias en la DMO de las distintas localizaciones medidas entre los sujetos zurdos y los
diestros estudiados. Sin embargo, los valores de DMO en el lado izquierdo fueron significativamente mas bajos en com-
paracion con el derecho en todos los sujetos, independientemente de la lateralidad.

Palabras clave: densidad mineral 6sea, lateralidad, zurdos, diestros, prevalencia.

INTRODUCCION

La absorciometria radiolégica dual, comiinmente cono-
cida como densitometria 6seal, es una técnica amplia-
mente utilizada en la practica clinica diaria que es
considerada el patréon oro para la estimacion de la den-
sidad mineral 6sea (DMO)**, Al realizar una densitome-
tria, los valores obtenidos, habitualmente en la columna
lumbar y en la extremidad proximal del fémur, son com-
parados con los valores de referencia para la poblacion

»

de cada pais, pudiéndose calcular de esta manera los va-
lores T-score y Z-score®°. Por consenso, la Organizacion
Mundial de la Salud recomend6 que el diagnéstico den-
sitométrico de osteoporosis se realizara ante la presencia
de una T-score inferior a -2,5 desviaciones tipicas del pico
de DMOZ? Aunque este criterio ha sido un tema de con-
troversia, también se ha convertido en una referencia
mundial que ha permitido la homogenizacion de los es-
tudios aleatorizados, entre otras muchas ventajas’®.

Correspondencia: Manuel Sosa Henriquez (manuel.sosa@ulpgc.es)
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Por otra parte, es conocido el efecto beneficioso que
tiene el estimulo mecanico sobre hueso. Los ejercicios
de carga constituyen una de las mejores maneras de au-
mentar la DMO, como se ha constatado en los deportis-
tas en los que existe una carga asimétrica sobre uno de
los miembros que es lo que ocurre, por ejemplo, en los
jugadores de tenis, o en futbolistas, en quienes se ha
constatado diferencias significativas en la DMO a favor
de la extremidad dominante’'5.

Aproximadamente el 10% de la poblacién es zurda'®.
A principios del siglo XX se realizaron varios estudios
que compararon la DMO en sujetos zurdos y diestros no
deportistas, con resultados diversos!’1%. Sin embargo,
no hemos encontrados estudios recientes que trataran
de ser mas concluyentes. Por ello hemos realizado el
presente trabajo, partiendo de la hipdtesis de trabajo
de que los individuos zurdos podrian efectuar durante
la actividad fisica diaria una mayor carga en el miembro
inferior izquierdo y, por ello, tener unos mayores nive-
les de DMO en el fémur izquierdo, mientras que en los
diestros deberia observarse justamente el fenémeno
contrario: cifras mas elevadas de DMO en el fémur de-
recho.

MATERIAL Y METODOS

Estilos de vida. Cuestionario

Se trata de un estudio observacional, transversal, en el
que incluimos a 122 estudiantes voluntarios de ambos
sexos de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Univer-
sidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC), sin pato-
logias conocidas. Fueron excluidos del estudio todos
aquellos sujetos que sufrieran cualquier enfermedad
que pudiera tener efecto sobre el metabolismo mineral
0seo, bien por la patologia o por su tratamiento. Para co-
nocer sus estilos de vida en general, se les realiz6 un
cuestionario, previamente validado?°.

El consumo de alcohol se establecié aplicando el
cuestionario AUDIT (alcohol use disorders identification
test), considerandose como consumo de riesgo la inges-
tién igual o superior a 35 UBE (unidades de bebida es-
tandar) por semana en varones y 21 en mujeres?’. La
UBE estd establecida en Espafia en 10 g, que equivale al
contenido medio de alcohol de una consumicién de vino
o cerveza, y a media de destilados?2.

La actividad fisica se estim6 aplicando la version
corta del cuestionario IPAQ (The International Physical
Activity Questionnaire - Short Form, IPAQ-SF)?3. Se consi-
der6 conducta sedentaria aquella en la que los indivi-
duos permanecen mas de 6 h sentados al dia.

Determinaciones antropométricas

Atodos se les practicé una exploracion fisica que incluy6
talla y peso con ropa ligera, y se les calculd el indice de
masa corporal o indice de Quetelet (IMC) definido como
el peso (en kg) dividido por la talla (en m) al cuadrado,
aceptandose la existencia de sobrepeso cuando el indice
fue igual o superior a 25 kg/m? y de obesidad cuando
dicho indice fue superior o igual a 30 kg/m?2*.

Lateralidad

Los participantes cumplimentaron el cuestionario sobre
la escala de lateralidad de Edimburgo?, el cual consta
de un total de 15 items en su version ampliada, que fue
la empleada en nuestro estudio y que puede obtenerse
desde el enlace: https://www.brainmapping.org/sha-
red/Edinburgh.php.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(4):115-121

Cada sujeto obtiene una puntuacién que oscila entre
-100 y +100. De acuerdo con esta escala, se consideran
sujetos zurdos a aquellos que muestran valores negati-
vos en dicha escala, entre -20 y -100 puntos, y diestros
a aquellos que mostraron valores positivos entre +20 y
+100. Con el fin de realizar las comparaciones exclusi-
vamente entre dos grupos, zurdos y diestros, excluimos
del estudio a los sujetos ambidiestros.

Consentimiento. Etica

A todos los participantes en el estudio se les explicd deta-
lladamente los objetivos del estudio y firmaron un consen-
timiento informado. El protocolo fue previamente aprobado
por el Comité de Ensayos Clinicos del Complejo Hospitalario
Universitario Insular Materno-Infantil.

Densitometria ésea
La DMO se midi6 por absorciometria dual de rayos X
(DXA) mediante un densitémetro Hologic 4500 Disco-
very® (Hologic Inc. Waltham, EE.UU.). Este utiliza un tubo
de rayos X (Rx) y la fuente de radiacién y de energia es
pulsada alternativamente a 70 KVp y 140 KVp, y transmi-
tida por un tubo que tiene un pico de 2 mA. En el estudio
multicéntrico realizado por el Grupo de Trabajo sobre Os-
teoporosis (GTO) se estableci6 para la densitometria con
este aparato un coeficiente de variacion del 0,75%=+0,16
con un rango entre 0,6 y 1,13%?2¢. Todas las determina-
ciones fueron realizadas por el mismo operador, por lo
que no existen variaciones interobservador. Las medicio-
nes se realizaron en la columna lumbar, en proyeccion AP,
de las vértebras L2-L4. Posteriormente se efectu6 la me-
dicién en ambas extremidades proximales del fémur, en
las siguientes regiones anatémicas: cuello femoral, total
de cadera, trocanter e intertrocanter.

El valor medio tedrico y la desviacidn tipica de cada
grupo de edad se obtuvo de los valores considerados
como normales para la poblacién canaria?’.

Andlisis estadistico

Las variables categoricas se expresaron como frecuencias
y porcentajes, y las continuas como medias y desviaciones
tipicas cuando las variables segufan una distribucién nor-
mal, o como medianas con sus rangos intercuartilicos
(IQR = percentiles 25" - 75%) cuando la distribucion se
separaba de la normalidad. Los porcentajes se compara-
ron utilizando la prueba de la chi-cuadrado (x?) y el test
exacto de Fisher. Las medias se compararon aplicando
la prueba de la t de Student y las medianas se compara-
ron aplicando la prueba de Wilcoxon para datos inde-
pendientes.

RESULTADOS

Participaron en el estudio 122 sujetos voluntarios. En la
figura 1 se muestra el proceso de selecciéon de los parti-
cipantes.

En la tabla 1 se recogen las caracteristicas basales de
los participantes en el estudio, 60 zurdos y 62 diestros.
Dos sujetos ambidiestros fueron excluidos por las razo-
nes indicadas en material y métodos. Se trata de una po-
blacién joven con una edad media de alrededor de 24
afios (24,3 afios vs. 23,7 afios), con notable predominio
del sexo femenino, pues aproximadamente el 73% de los
participantes eran mujeres (73,3% en el grupo de zur-
dos vs. 72,6% en el de diestros). El indice de masa cor-
poral (IMC) fue similar en ambos grupos, estando el
mismo dentro de la normalidad. La mayor parte de los
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participantes eran no fumadores y bebian con mo-
deracién, sin observarse diferencias estadistica-
mente significativas entre los zurdos y diestros, con
prevalencias similares. Asimismo, la mayor parte de
los participantes eran sedentarios (mas del 40% en
ambos grupos) sin existir tampoco diferencias es-
tadisticamente significativas entre ellos.

En la tabla 2 se muestran los valores de DMO me-
didos por DXA entre los zurdos y los diestros; no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
en ninguno de los lugares anatémicos donde se efectu6
la medicién, tanto en la columna lumbar como en la ex-
tremidad proximal del fémur (cuello femoral, total de
cadera, trocanter e intertrocanter) de las dos extremi-
dades, derecha e izquierda. La lateralidad no condi-
ciono diferencias en la DMO. Sin embargo, se observo
que la DMO mostro valores superiores en el fémur de-
recho vs. el izquierdo en todas las localizaciones y en
ambos grupos (diferencias [derecho - izquierdo] posi-
tivas). Al comparar estas diferencias entre ambos gru-
pos, los zurdos mostraron una diferencia mayor que
los diestros, aunque solo en la zona intertrocantérea
fue significativa (p=0,203).

Ante este hallazgo, se analizaron las diferencias
entre valores densitométricos derechos e izquierdos
para ver si eran estadisticamente significativas. En la
tabla 3 se muestran los resultados densitométricos
obtenidos en el conjunto de los participantes, sin agrupar
por lalateralidad. Al comparar los valores densitométricos
del fémur derecho con los del fémur izquierdo, obtuvimos
que, al igual que al compararlos en los grupos por sepa-
rado, en todas las localizaciones anatdmicas (cuello femo-
ral, total de cadera, trocanter e intertrocanter) los valores
de DMO eran superiores en el lado derecho respecto al iz-
quierdo, siendo las diferencias estadisticamente significa-
tivas en todas las localizaciones.

En la tabla 4 se muestran los resultados de dicha com-
paracion en los grupos estudiados, zurdos y diestros, ob-
teniendo que las diferencias eran significativas en todas
las localizaciones excepto en cuello femoral, tanto en el
grupo de los zurdos como en el grupo de los diestros.

En la figura 2 se muestra la correlacion obtenida en
las determinaciones de DMO en el fémur proximal entre
ambos lados, derecho e izquierdo, en zurdos y en dies-
tros, y en cada localizacion.

Discusion

Aunque la influencia de la lateralidad en la DMO en indi-
viduos atletas se ha demostrado en diversos estudios’5,
no ha sido asi en sujetos que no realizan actividad fisica
intensa. Al igual que en otros estudios similares, hemos
estudiado a una poblacién sana y joven, en la que no pu-
diera haber influencias derivadas de la edad, menopau-
sia, patologias o terapias en su DMO. Aunque determinar
la lateralidad de un individuo es a veces dificil, la escala
lateralidad de Edimburgo? nos ha permitido una clasifi-
cacién objetiva, en contraste con lo observado en algunos
de los estudios publicados sobre zurdos o diestros, en los
que se acepta la autoevaluacidn del sujeto participante,
que casi siempre lo hace en funcién de la mano con la que
escribe. De hecho, la aplicacidn de esta escala nos obligd
a excluir a 2 participantes que, viéndose a si mismos
como zurdos, en realidad eran ambidiestros.

Al clasificar a los seleccionados en zurdos y diestros ob-
tuvimos 2 grupos muy homogéneos en cuanto a la edad,
proporcion de hombres y mujeres, el IMC y los estilos de

Figura 1. Diagrama de flujo que muestra el proceso de recogida
de los participantes en el estudio

Invitados: 350 sujetos

Excluidos: 226
- Recibian corticoides inhalados: 3
~«—| - No firmaron el consentimiento: 71
- No acudieron el dia citado: 142
- No realizaron el cuestionario de Edimburgo: 10

\i

Incluidos en el estudio:
124 sujetos

Ambidiestros, tras clasificacion
por escala de Edimburgo = 2

Completaron el estudio:
122 sujetos

vida que pueden influir en el hueso, como el consumo de
alcohol??°, de tabaco®*! y la realizacién de ejercicio fi-
sico®2%, Dado que eran todos jévenes sanos, sin medicacion
que pudiera afectar al metabolismo mineral dseo, podiamos
considerar la lateralidad como un factor determinante de
las diferencias observadas en la DMO entre ambos grupos.

Establecimos que nuestra hipotesis de trabajo fuera
que los zurdos deberian tener valores mas elevados de
DMO en todos los lugares anatémicos de la extremidad
inferior izquierda donde se midid esta, mientras que los
diestros deberian tener valores mas elevados en el fémur
proximal derecho, debido a una mayor carga en ellos, hi-
potesis que establecimos al observar en algunos estudios
de la literatura, realizados en deportistas, que al produ-
cirse una carga asimétrica en una extremidad los valores
densitométricos obtenidos eran mas elevados en el
miembro dominante, tanto en las extremidades superio-
res, como en los tenistas’-1%, como en las inferiores, el
caso de los futbolistas!!'3, Este hecho también se observé
en sujetos sedentarios®*. También partimos de la hipdte-
sis de que no deberian observarse diferencias en la DMO
de columna lumbar entre ambos grupos, por ser estruc-
tura de localizacién media sin influencia de la lateralidad,
en condiciones normales. Puesto que lo que quisimos va-
lorar fue el efecto de la carga sobre el hueso, no conside-
ramos la mediciéon de DMO en el antebrazo.

Los estudios similares realizados con anterioridad
mostraron resultados contradictorios: en 2001, Dane y
cols.” estudiaron la DMO en ambos fémures de 124 estu-
diantes diestros y 23 zurdos, obteniendo que en hombres
diestros la DMO es mayor en el fémur izquierdo, mientras
que en mujeres no hubo diferencias significativas. Tam-
bién encontraron que la DMO en el fémur no dominante
era mayor que en el dominante, tanto en los zurdos en
conjunto (fémur derecho) como en los diestros (fémur iz-
quierdo) en todas las localizaciones, salvo en trocanter
entre los diestros, que fue al revés. Estos resultados fue-
ron significativos entre los diestros, pero no entre los zur-
dos (salvo en trocanter, con resultado contrario).
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Tabla 1. Caracteristicas basales y estilos de vida de los participantes en el estudio

Zurdos N = 60 Diestros N = 62 Valor de p

Edad, afios 24,3 £8,3 23,7+8,5 0,675
Sexo femenino niimero (%) 44 (73,3) 45 (72,6) 0,925
Indice de masa corporal, kg/m? 23,5+3,7 22,7+3,1 0,192
Consumo de tabaco 0,593

Fumadores (%) 7 (11,7) 11 (17,7)

No fumadores (%) 48 (80,0) 45 (72,6)

Exfumadores (%) 5(8,3) 6(9,7)
Consumo de alcohol 0,292

Bebedores habituales de riesgo (%) 2(3,3) 0(0,0)

Abstemios (%) 19 (31,7) 16 (25,8)

Bebedores moderados (%) 39 (65,0) 46 (74,2)
Ejercicio fisico habitual 0,905

Actividad intensa (%) 23 (38,3) 26 (41,9)

Actividad moderada (%) 11 (18,3) 10 (16,1)

Sedentarios (%) 26 (43,3) 26 (41,9)

Los datos se expresan como medias + desviacion tipica y nimero (porcentaje).

Tabla 2. Valores densitométricos obtenidos en la columna lumbar y en la extremidad proximal de ambos fémures
en zurdos y diestros. Valores netos y tras restar a los valores del lado derecho los del izquierdo

Zurdos N = 60 Diestros N = 62 Valor de p

L2-L4, g/cm? 1,047 + 0,105 1,044 + 0,131 0,883
Cuello femoral, g/cm?

Derecho 0,889 + 0,134 0,889 + 0,122 0,998

Izquierdo 0,876 + 0,120 0,879 £ 0,127 0,863

Derecho - izquierdo 0,013 + 0,053 0,009 + 0,042 0,651
Total de cadera, g/cm?

Derecho 0,999 + 0,130 0,996 + 0,120 0,882

Izquierdo 0,984 + 0,130 0,982 + 0,120 0,933

Derecho - izquierdo 0,015 + 0,037 0,013 + 0,035 0,826
Trocanter, g/cm?

Derecho 0,756 + 0,119 0,752 + 0,105 0,853

Izquierdo 0,733+ 0,108 0,733 £ 0,098 0,988

Derecho - izquierdo 0,023 + 0,046 0,019 + 0,034 0,634
Intertrocanter g/cm?

Derecho 1,156 £ 0,152 1,146 £ 0,143 0,685

Izquierdo 1,128 £ 0,146 1,131 £ 0,143 0,903

Derecho - izquierdo 0,029 + 0,070 0,014 + 0,050 0,203

Los datos se expresan como medias + desviacion tipica.

Tabla 3. Densidad mineral 6sea en las distintas localizaciones de la extremidad proximal del fémur, comparando
globalmente ambos lados en todos los participantes del estudio

Lado derecho Lado izquierdo Valor de p
Cuello femoral g/cm? 0,889 0,127 0,878 + 0,123 0,011
Cadera total g/cm? 0,997 + 0,124 0,983 + 0,124 <0,001
Trocanter g/cm? 0,754 £ 0,111 0,733+ 0,103 <0,001
Intertrocanter g/cm? 1,151 + 0,147 1,130 £ 0,144 <0,001

Los datos se expresan como media * desviacion tipica.
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Tabla 4. Comparacion entre los valores de densidad mineral dsea (g/cm?) en las distintas localizaciones del fémur
proximal izquierdo con las del derecho en cada grupo estudiado, zurdos y diestros

Zurdos Diestros
Lado derecho Lado izquierdo Valor de p Lado derecho Lado izquierdo Valor de p
Cuello femoral 0,889 + 0,134 0,876 + 0,120 0,060 0,889 + 0,122 0,879 + 0,127 0,094
Cadera total 0,999 + 0,130 0,984 + 0,130 0,003 0,996 + 0,120 0,982 + 0,120 0,004
Trocanter 0,756 + 0,119 0,733+0,108 <0,001 0,752 + 0,105 0,733 £ 0,098 <0,001
Intertrocanter 1,156 + 0,152 1,128 + 0,146 0,002 1,146 + 0,143 1,131+ 0,143 0,026

Los datos se expresan como media * desviacion tipica.

Figura 2. Correlacion de los valores de DMO obtenidos en las distintas localizaciones de ambas extremidades proximales
del fémur en ambos grupos, zurdos y diestros

Cuello femoral Total de cadera

11,3

1,1

0,9

0,7

0,7 0,9 1,1 1,3 0,8 1,0 1,2 1,4

Trocanter Intertrocanter

Densidad mineral dsea en lado izquierdo

0,6 0,8 1,0 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Densidad mineral 6sea en lado derecho
LATERALIDAD: ® Diestros A Zurdos

En el trabajo de Guimiistekin y cols.'8, realizado en todas las localizaciones, siendo la diferencia significativa
2004 también en estudiantes (32 diestros y 26 zurdos), las mediciones total (e intertrocantérea en los hom-
se obtuvieron resultados parecidos: los participantes bres); mientras que los zurdos mostraron mayor DMO
diestros, hombres y mujeres juntos, y separados por en todas las localizaciones del fémur derecho (aunque

sexo, mostraron mayor DMO en el fémur izquierdo en solo significativo en la zona intertrocantérea), salvo en
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zona de Ward en el conjunto, y cuello femoral y zona de
Ward en hombres, que fue al contrario (mayor DMO en
el lado dominante). Al igual que Dane y cols., pues, en-
contraron que la DMO en el fémur no dominante era
mayor, tanto en los zurdos como en los diestros, si bien
las diferencias no eran significativas en general.

En 2009 Sahin y cols.'® publicaron un estudio reali-
zado con 113 estudiantes, 66 hombres y 47 mujeres (66
diestros y 47 zurdos en total) en el que se report6 que
la DMO de ambos fémures (derecho e izquierdo) en los
sujetos diestros era mayor que en los sujetos zurdos y
de forma significativa (salvo en zona de Ward de ambos
fémures). Estos autores no valoraron las diferencias
entre los valores de DMO entre fémur izquierdo y dere-
cho de cada grupo.

En nuestro estudio no consideramos analizar los re-
sultados por sexo, debido a que, al obtener subgrupos de
pequeio tamaiio, las diferencias no serian concluyentes.
Al contrario de lo reportado en los anteriores estudios
mencionados, no obtuvimos diferencias estadisticamente
significativas entre zurdos y diestros en los valores den-
sitométricos obtenidos en ninguno de las localizaciones
anatémicas donde los medimos de la extremidad proxi-
mal de los fémures derecho e izquierdo. Obviamente, tam-
poco las obtuvimos en la columna lumbar. Ello indica que,
en la poblacién que estudiamos, la lateralidad no influy6
en los valores de DMO y que, o bien no hay diferencia en
la carga de ambos miembros inferiores o que esta no es
suficiente para afectar ala DMO. Nuestros voluntarios lle-
vaban una vida sedentaria en su mayoria, y esto puede
justificar la explicacién anterior. En los trabajos de Dane'’,
Glimiistekin'® y Sahin'® no se hace una valoracion del ejer-
cicio fisico de los sujetos estudiados, por lo que no sabe-
mos si pudiera haber influido en la diferencia de DMO
hallada.

Sin embargo, nos llamo la atencién la mayor DMO en-
contrada en todas las localizaciones del fémur derecho res-
pecto a las del izquierdo, tanto en diestros (que seria lo
esperable) y en zurdos por separados, como en el total de
participantes, y en algunos casos significativamente, resul-
tados contrarios a los reportados por otros autores!”18,
Nuestros resultados fueron mas homogéneos que en estos
otros estudios, en el sentido de que fue igual todas las lo-
calizaciones (no asi en los estudios de Dane y Gluimiiste-
kin'718). Por otro lado, no encontramos explicacién a esa
mayor DMO en el fémur proximal derecho de forma gene-
ralizada; otros estudios publicados en poblaciones mas am-
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plias de edad, obtienen resultados contrarios; asf, Rao y
cols. realizaron un trabajo en 131 mujeres caucasicas os-
teopordticas, encontrando que la DMO de la cadera iz-
quierda fue significativamente mayor que la de la derecha
en todas las localizaciones, no pudiendo determinar la in-
fluencia de la lateralidad al tener un bajo nimero de muje-
res zurdas (solo 7, el 5%)%. Por el contrario, Bonnick y cols.
realizaron mediciones de DMO en ambos fémures proxi-
males a 198 mujeres de un rango de edad de 16 a 73 afios,
sin considerar su lateralidad, y solo encontraron diferen-
cias significativas en la zona trocantérea, siendo en general
las medias de las diferencias bajas (cuello = 0,7%, zona de
Ward = 0,2%, and trocanter = 1,9%), aunque encuentran
diferencias individuales tan altas como del 22%?3.

A pesar de las diferencias halladas, y al igual que en el
resto de trabajos revisados, nuestros resultados mues-
tran correlacién entre los valores de DMO del fémur pro-
ximal izquierdo y del derecho; esta correlacién es
ampliamente aceptada, y, de hecho, los documentos de
posicion de la Internacional Society of Clinical Densito-
metry (ISCD)%, indican que, para la medicién de DMO en
fémur proximal, puede ser utilizada cualquiera de las 2
extremidades. Sin embargo, si aceptamos que la validez
fundamental de esta prueba es la de detectar a los sujetos
con DMO baja, dada la relacion inversa entre los valores
densitométricos y el riesgo de fractura y habiéndose es-
timado que cada disminucién de una desviacién tipica
duplica el riesgo de fractura*®, y, en vista de nuestros re-
sultados, en los que el fémur proximal izquierdo presenta
valores de DMO significativamente mds bajos que el de-
recho, quizas fuera recomendable realizar las mediciones
en el fémur izquierdo.

Una limitacion de nuestro estudio fue el pequefio ta-
mafio muestral. Esto se observa en casi todos los estudios
que valoran la lateralidad, debido a que la proporcion de
zurdos en la poblacién general es baja (aproximada-
mente un 10%)%”.

En conclusioén, de acuerdo a nuestros resultados, la
lateralidad en sujetos que no realizan un deporte o acti-
vidad fisica que conlleve una carga importante en el
miembro dominante no afecta favorablemente a su
DMO; ademas, la menor DMO observada en las medicio-
nes de fémur proximal izquierdo respecto al derecho, in-
dependientemente de la lateralidad, nos llevan a sugerir
que seria mas adecuado realizar la densitometria en el
fémur izquierdo si queremos una mayor sensibilidad
diagnéstica.

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

Objetivo: La principal consecuencia de la osteoporosis es la fractura por fragilidad asociada a elevada morbimortalidad.
La prediccién de la misma puede ayudar a identificar la poblacién de mayor riesgo y establecer medidas de prevencion.
El objetivo de este estudio fue valorar la utilidad de diversos factores en su prevencién comparando la densidad mineral
osea (DMO), el calculo del riesgo absoluto de fractura con la herramienta FRAX® con y sin DMO, y los datos clinicos.
Material y método: Se realiz6 un estudio longitudinal de 8 afios de duracion en una poblacién de mujeres postmeno-
pausicas, osteopordticas y no osteopordticas. A todas ellas se les realizé una historia clinica protocolizada, DMO de co-
lumna y cadera, y el FRAX con y sin DMO. A los 8 afios se identificaron las fracturas existentes. Ademas de realizar una
estadistica paramétrica y no paramétrica con SPSS 21.1, se realizé un método del arbol de clasificacion y regresion
(CART) para evaluar las posibles interacciones entre los factores de riesgo de fractura.

Resultados: Se incluyeron 276 pacientes postmenopausicas cuya edad media al inicio del estudio fue de 61,08+8,43
afiosy un indice de masa corporal (IMC) de 25,67+4,04. E1 56,5% de las pacientes (n=156) fueron diagnosticadas de os-
teoporosis antes del inicio de nuestro estudio, y todas ellas fueron tratadas. Pasados los 8 afios de seguimiento, 72 pa-
cientes (24,6%) sufrieron fracturay 17 (6,2%) también sufrieron una segunda fractura. Los resultados del analisis CART
nos mostraron que el principal factor de riesgo para sufrir una fractura osteoporética tras 8 afios de seguimiento fue el
haber sufrido fracturas previas. Entre las pacientes que habian sufrido una fractura previa, el tener una DMO del cuello
femoral menor de 0,67 fue el principal factor de riesgo.

Conclusiones: La utilizacién de un procedimiento estadistico binario (CART), en una cohorte de pacientes nos permite
identificar a los pacientes con mayor riesgo de fracturas en funcién de parametros clinicos y de pruebas complementarias
sencillas de realizar y establecer medidas terapéuticas mas eficaces.

Palabras clave: osteoporosis, fractura, FRAX, densidad mineral ésea, analisis CART.

INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad asociada a una elevada
morbimortalidad cuya incidencia se incrementa con el en-
vejecimiento de la poblacién. Se ha definido como un tras-
torno esquelético sistémico caracterizado por un deterioro

»

de la microarquitectura 6sea y un descenso de la masa
6sea que determina un incremento de la fragilidad con una
mayor susceptibilidad a la apariciéon de fracturas®. Es una
enfermedad clinicamente silente que no se manifiesta
hasta que aparecen sus complicaciones, las fracturas.

Correspondencia: José Luis Pérez-Castrillén (uvacastrv@gmail.com)
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Las principales consecuencias de la osteoporosis son
las fracturas por fragilidad que pueden aparecer en di-
ferentes localizaciones, aunque se consideran tipicas las
vertebrales, la distal de radio y la proximal de fémur?3.
Son fracturas con un elevado coste econdmico y estan
asociadas a una mayor morbimortalidad, especifica-
mente la vertebral y la proximal de fémur. La mortalidad
por fractura de cadera, la manifestacién mas grave de la
osteoporosis, es del 8% durante el primer mes tras la
fractura (mortalidad aguda). Al afio, la mortalidad se
eleva al 30%*. Por otra parte, la recuperacion de aque-
llos pacientes que no fallecen es pobre. Unicamente un
30% de los pacientes que sufren una fractura de cadera
vuelven a la situacion basal®. La fractura vertebral pre-
senta una incidencia superior a la fractura de cadera.
Mientras que esta dltima tiene una incidencia anual de
1,3-1,9 casos/1.000 habitantes/afio, la vertebral es de
13,6/1.000 habitantes/afio en varones y 29,3/1.000 ha-
bitantes/afio en mujeres?. Aunque su mortalidad es in-
ferior a la fractura de cadera, no es despreciable,
especialmente en los pacientes con patologia respirato-
ria asociada®’. Por ello, los tratamientos irdn dirigidos a
prevenir su aparicion mediante las medidas terapéuticas
adecuadas. Para establecer el tratamiento mas adecuado
es necesario disponer de elementos diagndsticos aisla-
dos que ayuden a identificar el riesgo individual de cada
paciente mediante pruebas complementarias o me-
diante la realizacion de escalas de riesgo.

La densidad mineral 6sea (DMO) ha demostrado su
capacidad para predecir el riesgo de fractura, as{ como
demostrar la eficacia anti-fractura de los diversos trata-
mientos®. Esto ha podido demostrarse en un meta-ana-
lisis, aunque su utilidad en pacientes individuales es
menos valorable®. Por otra parte, hay un nimero impor-
tante de fracturas cuya DMO esta en el rango de la osteo-
penia®®.

Debido a la dificultad existente en algunos paises
para realizar densitometrias, se desarrollaron diferentes
procedimientos clinicos para determinar el riesgo de
fracturay la indicacién de densitometrial. Estos proce-
dimientos no han tenido una clara implementacién de-
bido al desarrollo adquirido por la herramienta FRAX®.
Esta escala de riesgo tiene como objetivo determinar el
riesgo de fractura en hombres y mujeres entre 40 y 90
afios, cuenta con los datos favorable de estar patroci-
nada por la Organizacién Mundial de la Salud y disponer
de una herramienta informatica muy sencilla de aplicar,
estando el riesgo ajustado por paises!2. Sin embargo,
también plantea problemas como la no inclusién de fac-
tores de riesgo de fractura importantes como las caidas,
la falta de definicidn de causas secundarias de osteopo-
rosis o la dosificacion de corticoides, la infraestimacion
del riesgo de fractura mayor osteopordtica en algunas
poblaciones y la falta de validez en pacientes osteopo-
réticos tratados. Por otra parte, se ha observado que
datos clinicos simples tienen una capacidad de prediccién
comparable con el FRAX.

Por todo ello, el objetivo de este estudio fue valorar
la capacidad de prediccion de fractura de la aDMO, del
FRAX con o sin DMO y de datos clinicos en una poblacion
de mujeres osteoporoticas tratadas y no osteoporoticas
pero con factores de riesgo de la enfermedad durante un
seguimiento de 8 afios, aplicAndose el método del arbol
de clasificacion y regresion (CART). Todo ello con el ob-
jetivo final de identificar a las pacientes que tengan un
mayor riesgo de fractura osteoporotica.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se realizd un estudio retrospectivo y longitudinal en muje-
res postmenopdausicas con sospecha de osteoporosis o con
diagnoéstico de osteoporosis. Los criterios de inclusién eran:
amenorrea de mas de 12 meses de evolucion y sospecha
diagnéstica o diagnostico de osteoporosis segtn los crite-
rios clinicos establecidos por National Osteoporosis Foun-
dation’s Clinician’s Guide to Prevention and Treatment of
Osteoporosis'3. Los criterios de exclusion fueron: la ausencia
de factores de riesgo de osteoporosis, no disponer datos de
seguimiento y la no firma del consentimiento informado. A
todas las mujeres se les realizé una historia clinica protoco-
lizada donde se recogieron datos demograficos, factores re-
lacionados con el estilo de vida y enfermedades previas. Se
les midi6 la tallay el peso calculandose el indice de masa cor-
poral (peso -kg-/altura? -m-). Los datos iniciales se recogie-
ron en 2011. A todas las pacientes se les calcul6 el FRAX
incluyendo la DMO y sin incluirla. Se revisaron las historias
clinicas de las pacientes en 2019. Las fracturas clinicas se
identificaron a partir de los informes de Traumatologia y Ur-
gencias. En caso de duda, se revisaron las radiografias. Se va-
loraron las radiografias laterales de columna para identificar
fracturas incidentales aplicandose los criterios de Genant!*.

Densitometria 6sea

Para determinar la DMO se utiliz6 un densitémetro DXA
Prodigy® (GE Healthcare, Madison, Wisconsin, EE.UU.)
de acuerdo con las recomendaciones provistas por el fa-
bricante. La aDMO se realizé en columna lumbar (L1-L4),
cuello femoral y cadera total. La T-score fue evaluada em-
pleando los valores de normalidad de la poblacién espa-
fola.

Analisis estadistico
Las variables continuas se expresaron como media + des-
viacion estandar (DS), mientras que las variables categori-
cas se expresaron como frecuencias absolutas (n) y
relativas (%). Se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para
comparar las variables categdricas. La distribucién de las
variables se analiz6 mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. En el caso de las variables paramétricas, se aplicd
el test de andlisis de varianza (ANOVA). Para las variables
no paramétricas, se aplico la prueba de U de Mann-Whitney
(2 grupos) o la prueba de Kruskal-Wallis (mas de 2 grupos).
El andlisis CART se utiliz6 para evaluar las posibles
interacciones entre los factores de riesgo de fractura
asociados estadisticamente con el haber sufrido fractura
tras 8 afnos de seguimiento. El analisis CART es un mé-
todo de particion binario que produce una estructura
grafica que se asemeja a un arbol de decision?. Esto per-
mite la identificacién de subgrupos de sujetos con un
mayor riesgo de sufrir fractura osteoporotica. El con-
junto de pacientes que contiene la muestra completa se
clasifica en grupos en funcién de un factor dependiente
(en este caso: pacientes que han sufrido fractura vs. pa-
cientes que no han sufrido fractura). En el procedi-
miento se examinan todos los posibles factores (o
variables) independientes y se selecciona el que esté
mas estrechamente asociado con respecto a la variable
dependiente y se crean dos nuevos grupos (nodos). El
proceso de particion se repite en cada nodo y se detiene
cuando no hay asociacion estadistica entre la variable
dependiente y las variables independientes, o cuando el
tamafio de la muestra del grupo es pequeno. En el ana-
lisis CART se aplicé el ajuste de Bonferroni.
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Se consideraron significativos valores de p<0,05.
Todos los andlisis se realizaron utilizando el paquete es-
tadistico SPSS version 22.0 (SPSS, Chicago, Illinois,
EE.UU.).

Aspectos éticos

El protocolo se ajusté a la Declaracién de Helsinki
(2008) de la Asociaciéon Médica Mundial. Fue aprobado
por el Comité de Etica del Hospital Universitario Rio
Hortega (Valladolid, Espafia) y est4 en cumplimiento a
la ley espafiola de proteccion de datos (LO 15/1999) y
sus especificaciones (RD 1720/2007). Todas las pacien-
tes que aceptaron participar en el estudio firmaron un
consentimiento.

REesuLTADOS

Nuestro trabajo incluyé el estudio y seguimiento de 276
pacientes postmenopausicas cuya edad media al inicio
del estudio fue de 61,08+8,43 afios. El IMC fue de
25,67+4,04. La practica totalidad de las pacientes era de
etnia caucasica (n=274, 99,6%), una sola paciente era de
etnia sudamericana (0,4%). En referencia a los datos gi-
necolégicos, la edad de la menarquia fue de 13,03+1,46
afosy la edad de la menopausia fue de 47,99+5,75 afios.
Las pacientes tuvieron una media de 2,07+1,3 hijos. El
56,5% de las pacientes (n=156) fueron diagnosticadas
de osteoporosis antes del inicio de nuestro estudio, y
todas ellas fueron tratadas. Pasados los 8 afios de segui-
miento, 72 pacientes (24,6%) sufrieron fracturay 17
(6,2%) también sufrieron una segunda fractura; 61 pa-
cientes (22,1%) sufrieron una fractura con mas de 55
afios de edad. Los datos de la poblacidn global aparecen
recogidos en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién incluida

Edad (afios)

Edad de la menarquia (afios)

Edad de la menopausia (afios)

Numero de hijos

IMC (kg/m?)

FRAX sin DMO (fractura mayor osteopordtica)
FRAX sin DMO (fractura de cadera)

FRAX con DMO (fractura mayor osteoporotica)
FRAX con DMO (fractura de cadera)

FRAX con DMO (fractura de cadera), riesgo alto
Antecedentes familiares de fractura
Antecedentes familiares de osteoporosis
Tabaco

Alcohol

Fracturas previas

Antecedentes patolégicos (no 6seos)

DMO lumbar, g/cm?

DMO cuello femoral, g/cm?

DMO cadera total, g/cm?

Osteoporosis
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Habia 16 (8,6%) pacientes tratadas con tiazidas, 32
(17,1%) con inhibidores del receptor de la serotonina,
1 (0,5%) con inhibidores androgénicos, 8 (4,3%) con
beta-bloqueantes, 20 (10,7%) con hormonas tiroideas,
74 (27%) con antirresortivos, 4 (1,5%) con terapia hor-
monal sustitutiva, 11 (4%) con terapia anabdlica, 25
(9%) con corticoidesy 10 (3,6%) con ranelato de estron-
cio. La tabla 2 muestra las caracteristicas de las pacientes
incluidas divididas en dos grupos: pacientes con fractu-
ras en los 8 afios de seguimiento y pacientes sin fracturas.

Los resultados del analisis CART nos mostraron que
el principal factor de riesgo para sufrir una fractura os-
teopordtica tras 8 afos de seguimiento fue el haber su-
frido fracturas previas. Entre las pacientes que habian
sufrido una fractura previa, el tener una DMO del cuello
femoral menor de 0,67 fue el principal factor de riesgo.
Entre las pacientes que no habian sufrido fracturas pre-
vias, los principales factores de riesgo fueron el IMC y el
tener un FRAX sin DMO (fractura mayor osteopordtica)
mayor de 9,30 (Figura 1). En la figura 2 se muestran los
resultados del analisis CART en las pacientes diagnosti-
cadas de osteoporosis; los principales factores de riesgo
para sufrir una fractura tras 8 afios de seguimiento fue-
ron el haber sufrido fracturas previas y el tener una
DMO del cuello femoral menor de 0,663; entre las pacien-
tes que no habian sufrido fracturas previas, el principal
factor de riesgo fue el tener mas de 67 afios (Figura 2).
Finalmente, los resultados del analisis CART en las pa-
cientes no diagnosticadas de osteoporosis mostraron
que los principales factores de riesgo para sufrir una
fractura osteopordtica fueron tener mas de 55 afios y
haber sufrido patologias previas no dseas, comorbilidad
asociada (Figura 3).

61,08 + 8,43
13,03 + 1,46
47,99 + 5,75
2,07 1,20
25,67 + 4,04
2,17 +3,83
2,17 +3,83
12,49 9,11
3,15 + 4,04
71 (27,6%)
42 (15,2%)
104 (37,8%)
88 (30,0%)
3 (1,1%)
87 (37,8%)
62 (19,7%)
0,860 + 0,130
0,834 + 0,138
0,860 + 0,130
156 (56,2%)

IMC: indice de masa corporal; DMO: densidad mineral dsea. Datos expresados como medias * desviacién estandar y nimero absoluto

(porcentaje).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas en el estudio, comparando las que sufrieron una fractura

por fragilidad y las que no sufrieron fracturas

Edad (afios)

Edad de la menarquia (afios)

Edad de la menopausia (afios)

Numero de hijos

IMC (kg/m?)

FRAX sin DMO (fractura mayor osteoporoética)
FRAX sin DMO (fractura de cadera)

FRAX sin DMO (fractura de cadera), riesgo alto
Antecedentes familiares de fractura
Antecedentes familiares de osteoporosis
Tabaco

Alcohol

Fracturas previas

Antecedentes patolégicos (no 6seos)

DMO lumbar, g/cm?

DMO cuello femoral, g/cm?

DMO cadera total, g/cm?

Fractura tras 8 afios de seguimiento

No (n = 215) Si(n=61) Valor de p
57,74 + 7,40 60,96 + 5,69 0,039
12,91+ 1,52 13,03+ 1,50 0,711
48,45 + 5,50 49,26 + 5,04 0,501
2,05 +1,23 1,96 + 1,19 0,736
25,30 £ 4,29 27,21 £ 4,08 0,043
3,98 £ 3,06 5,01+ 3,52 0,14
1,05 + 1,45 1,32+ 1,79 0,414
4 (4,3%) 2 (7,4%) 0,514
11 (11,8%) 4 (14,8%) 0,68
33 (35,9%) 8 (29,6%) 0,549
37 (39,8%) 11 (40,7%) 0,929
1(1,1%) 1(3,7%) 0,348
17 (18,3%) 9 (33,3%) 0,095
29 (31,2%) 4 (14,8%) 0,094
1,04 £0,14 1,0 2+ 0,19 0,526
0,87 £0,15 0,86 £ 0,10 0,735
0,90 +0,13 0,91+0,10 0,697

IMC: indice de masa corporal; DMO: densidad mineral dsea. Datos expresados como medias * desviacién estandar y nimero absoluto

(porcentaje).

Discusion

En nuestro estudio, los datos que permiten diferenciar
a los pacientes que han sufrido una fractura osteoporoé-
tica en el seguimiento son la existencia de una fractura
previa, la edad y el FRAX calculado con o sin DMO. Este
ultimo dato pierde parte de su valor en el anélisis CART,
por lo que, probablemente, en nuestra serie es un mar-
cador de severidad de la enfermedad mas que un pre-
dictor. En el andlisis CART, que tiene en cuenta los
factores que pueden influir en la aparicién posterior de
fracturas, observamos que, para el total de la poblacion,
el elemento clave es la existencia de fractura por fragili-
dad previa complementada con una DMO en cuello fe-
moral inferior a 0,67. Mientras que en ausencia de
fracturas un IMC de 28 o inferior y un FRAX para frac-
tura mayor osteoporotica por encima de 9,3 serian los
elementos determinantes. En pacientes diagnosticadas
de osteoporosis, con tratamiento activo, los datos son si-
milares a los descritos para la poblacién general salvo
que, en aquellos casos sin fractura previa, la edad por
encima de los 67 afios es el dato distintivo sin jugar nin-
gun papel el FRAX. Esto es 16gico teniendo en cuenta que
el FRAX no tiene utilidad en los pacientes osteoporoticos
tratados. En las pacientes sin osteoporosis, el factor que
determina la aparicidn de fracturas es la edad por en-
cima de los 55 afios y la patologia asociada no 6sea, la
comorbilidad.

La fractura previa constituye el primer determinante
en la aparicion de fractura posterior, radicando en este
hecho la importancia de la prevencién secundaria'®'’. Hay
que tener en cuenta que un elevado porcentaje de hom-
bres y mujeres con alto riesgo, determinado por fractura

previa, no son diagnosticados ni tratados!®. Esto sucede
para cualquier localizacion de fractura por fragilidad,
siendo especialmente significativo para la fractura verte-
braly la de cadera. En la primera, ademas de la existencia
de fractura, la severidad de la misma segtin la clasificacion
de Genant y el nimero incrementan el riesgo'®. La frac-
tura de cadera es la complicaciéon mas grave de la osteo-
porosis, no solamente por su capacidad para predecir el
riesgo posterior, sino por su elevada morbimortalidad.
Ademas, en este caso, la DMO es un predictor fuerte y con-
sistente de fractura posterior?’. Nuevos estudios realiza-
dos en la practica clinica real para valorar la eficacia de
los distintos tratamientos han mostrado que el incre-
mento de la DMO es un factor determinante en su eficacia
para reduccién de fracturas?!. En nuestro estudio la exis-
tencia de una DMO en cuello femoral por debajo de 0,660
fue un fuerte predictor concordante con estos datos. Otro
factor importante en la aparicion de nuevas fracturas es
el temporal. De aqui ha surgido el concepto de riesgo in-
minente de fractura, que es mayor en los primeros dos
afios tras la fractura??3, En un estudio realizado en una
cohorte que incluyd 377.561 mujeres mayores se observo
que el mayor riesgo de fractura se producia en los 5 afios
siguientes, siendo especialmente frecuente en los dos pri-
meros. Estos autores encontraron que los factores deter-
minantes eran la edad, el lugar de la fractura y la patologia
6sea asociada?%. En nuestro estudio no se ha determinado
este riesgo inminente ni la localizacién de las fracturas
posteriores. Sin embargo, en las pacientes no diagnosti-
cadas de osteoporosis, la edad y la patologia asociada es-
tuvieron presentes coincidiendo con los datos de esta
amplia serie.
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Figura 1. Analisis CART (Classification and regression tree) para estudiar los principales factores de riesgo asociados
al riesgo de sufrir fractura osteoporatica en el total de las pacientes incluidas en nuestro estudio
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Figura 2. Analisis CART (Classification and regression tree) para estudiar los principales factores de riesgo asociados
al riesgo de sufrir fractura osteoporética en las pacientes diagnosticadas de osteoporosis
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Figura 3. Analisis CART (Classification and regression tree) para estudiar los principales factores de riesgo asociados
al riesgo de sufrir fractura osteoporética en las pacientes sin diagndstico de osteoporosis

Pacientes con fractura: 27 (22,5%)
Pacientes sin fractura: 93 (77,5%)
Total: 120 (100%)

I
Edad
p-valor = 0,001
|
I 1
<55 afios >55 afios
1 1
Pacientes con fractura: 4 (8,5%) Pacientes con fractura: 23 (31,5%)
Pacientes sin fractura: 43 (91,5%) Pacientes sin fractura: 50 (68,5%)

T
Antecedentes patoldgicos
p-valor = 0,044
1

T 1
No Si
1 1

Pacientes con fractura: 3 (14,3%)
Pacientes sin fractura: 18 (85,7%)

Pacientes con fractura: 20 (38,5%)
Pacientes sin fractura: 32 (61,5%)




ORIGINALES  Predictores del riesgo de fractura en una poblacion de mujeres postmenopausicas mediante el procedimiento estadistico binario CART 127

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(4):122-128

La edad fue otro factor de riesgo importante en nuestro
analisis CART, especialmente en pacientes sin osteoporosis
previa y en pacientes con osteoporosis pero sin fractura
previa. Se han publicado numerosos estudios que han con-
firmado este dato. Ensrud et al.?®, en una cohorte con 6.652
mujeres y con un seguimiento de 10 afios, concluyeron
que los modelos basados en la edad y DMO o edad y frac-
turas predecian el riesgo de forma similar al FRAX. Datos
similares fueron obtenidos por Bolland et al.? al comparar
dos escalas, FRAX y Garvan, con edad y DMO. En el estudio
Glow, con 19.586 mujeres de mas de 60 afios, se observd
que un modelo basado en la edad y fractura previa era su-
perior al FRAX y Q-Fracture sin DMO?’.

Otro hecho relevante de nuestro estudio es el pe-
quefio papel del FRAX en nuestro analisis CART. Se ob-
serva que el FRAX, tanto con DMO como sin DMO,
diferencia las pacientes que se fracturan y no fracturan,
pero al realizar un andlisis estadistico basado en algo-
ritmos desaparece su valor. Unicamente al analizar el
total de la poblacién, en pacientes sin fractura, un FRAX
para fractura mayor osteoporética sin DMO, superior a
9,3, tiene un papel. Este valor de FRAX coincide con los
umbrales de FRAX establecidos por Azagra et al.?® en
su analisis de la cohorte Fridex. Estos autores dividie-
ron a los pacientes en tres grupos considerando de alto
riesgo los que presentaban un FRAX superior a 10. Esto
puede deberse a varios hechos. En la poblacion espa-
fiola el FRAX infra-estima el riesgo de fractura mayor
osteoporotica. Varias cohortes han intentado validarlo
analizando las diferencias entre fracturas predichas y
observadas?’-3'. Los resultados pueden considerarse
aceptables en la prediccién del riesgo de fractura de ca-
dera, pero no para el de fractura mayor osteoporética,
probablemente por la ausencia de datos epidemiolo6gi-
cos robustos para este tipo de fracturas. La comparacion
del FRAX con otras pruebas mas sencillas, incluyendo
entre ellas nicamente la edad, no ha mostrado una
mayor capacidad de prediccidon?®2. Otro hecho de nuestro

estudio es que las pacientes osteopordticas estaban re-
cibiendo tratamiento activo, y en estas pacientes no esta
validado.

Otro dato destacable en las pacientes no osteopord-
ticas es la importancia de los antecedentes patologicos
no 6seos, la comorbilidad en la aparicion de fracturas.
Desafortunadamente, no existe un indice tnico validado
para evaluar la fragilidad en la practica clinica®. Algunos
indices utilizados se han asociado con un mayor riesgo de
fracturas®*y caidas®. La cohorte Glow y la cohorte CaMos
utilizaron diferentes indices para evaluar la relacion entre
la fragilidad y las fracturas, pero ambas incluyen muchos
de los parametros evaluados en nuestro estudio. Las va-
riables del indice de fracturas por fragilidad Glow inclu-
yeron 15 items sobre comorbilidad, 12 sobre actividades
basicas de la vida diaria (similar al indice de Barthel), 6
ftems sobre signos y sintomas (plenitud de vida, energia,
agotamiento, cansancio, dolor/malestar autoevaluado, no
intencional, pérdida de peso). El indice de fragilidad uti-
lizado en la cohorte CaMos incluy6 30 items, 13 referidos
a patologia, 5 a aspectos funcionales (vision, audicion,
marcha, destreza manual/uso de herramientas y cogni-
cién) y 12 a salud general y actividades diarias. Sin em-
bargo, el indice de Charlson no se asocid con el riesgo de
fractura, aunque en algunos estudios, como el registro
SIDIAP, que incluy6 a 186.171 hombres, se encontr6 que
un indice de Charlson 23 se asoci6 con un mayor riesgo
de fractura de cadera3®. El dato mas novedoso de este es-
tudio es el empleo de la metodologia estadistica CART
para establecer el riesgo de fractura posterior en una po-
blacién heterogéneo que incluy6 pacientes osteoporati-
cos con tratamiento activo y no osteoporoéticos.

En conclusion, la utilizacion de un procedimiento es-
tadistico binario (CART), en una cohorte de pacientes
nos permite identificar a los pacientes con mayor riesgo
de fracturas en funciéon de parametros clinicos y de
pruebas complementarias sencillas de realizar y esta-
blecer medidas terapéuticas mas eficaces.

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

Objetivo: Evaluar la densidad mineral 6sea (DMO) y parametros de 3D-Shaper a nivel de fémur proximal (FP) en adultos
con hipofosfatasia (HPP) confirmada genéticamente y compararlos en aquellos sujetos con y sin fracturas.

Material y métodos: Andlisis transversal de datos densitométricos y de arquitectura 6sea de la visita basal de un estudio
longitudinal en el que se incluyeron pacientes con HPP. Se realiz6 un estudio densitométrico (Lunar Prodigy, GE iDXA)
en FP y se empleo el software 3D-Shaper (version 2,7. Galgo Medical).

Resultados: Se incluyeron 33 adultos con HPP con mutaciones en heterocigosis. Un 63,6% (21/33) fueron mujeres
(42,9% postmenopausicas), y 8 de los varones (66,6%) fueron mayores de 50 afios. La media de edad fue 50,56+15,08
afios, el 30,3% (10/33) tuvieron fracturas previas traumaticas, y un 15,2% (5/33), de estrés. La prevalencia de osteo-
porosis en CF fue del 11,8% (2/17) y de osteopenia, 82,4% (14/17). En premenopdusicas y varones jovenes se detectd
baja masa dsea para la edad en un 12,5% (2/16). Al comparar sujetos con fracturas de estrés y sin ellas, asi como con
traumaticas, no hubo diferencias en DMO. El 3D-Shaper mostré disminucién del grosor cortical (mm) en pacientes con
fracturas de estrés [1,8 (1,77-1,89)] frente a sujetos sin ellas [1,94 (1,87-2,03, p=0,03)] y en comparacién con los que
tuvieron fracturas traumaticas [1,97 (1,88-2,04), p=0,03].

Conclusiones: Estos datos reflejan una discreta repercusion densitométrica en formas mas leves del adulto. Estudios de
arquitectura 6sea pudieran resultar de interés para determinar pacientes susceptibles de presentar fracturas de estrés.

Palabras clave: osteoporosis, hipofosfatasia, densitometria 6sea, 3D-DXA.

INTRODUCCION

La hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad metabdlica
rara caracterizada por una baja actividad enzimatica de
la fosfatasa alcalina no especifica de tejido (FANET), que
provoca un acimulo de sus sustratos naturales: pirofos-
fosfato inorganico (PP1i), piridoxal-5'-fosfato (PLP) y fos-
foetanolamina (PEA)!. El PPi, actia como potente
inhibidor de la formacién de los cristales de hidroxiapa-
tita y sus niveles extracelulares elevados pueden inducir
alteraciones esqueléticas, como la disminucion de la mi-
neralizacion 6sea®?. En general, las formas mas severas se
asocian con sintomas y diagndstico mas tempranos, in-
cluso perinatales, mientras que las formas mas leves a
menudo se presentan mas tarde en la infancia o en la edad
adulta*. La importancia de un diagndstico precoz reside
en la potencial gravedad de la enfermedad y la alteracion
de la calidad de vida, asi como en la posible iatrogenia
derivada de un diagnéstico y tratamiento erréneos®. Es-
tudios previos han analizado la sintomatologia que ca-

»

racteriza a la HPP del adulto, que habitualmente mues-
tra un rango amplio de manifestaciones clinicas, a veces
inespecificas, como son la presencia de dolor musculo-
esquelético, debilidad, patologia dental o pérdida precoz
de piezas dentales, y la presencia de fracturas recurren-
tes por estrés y pseudofracturas®’. En una cohorte de
edad pediatrica, el andlisis de la densidad mineral 6sea
(DMO) en estos pacientes ha detectado valores bajos en
los casos mas graves®. Sin embargo, la escasa evidencia
disponible en adultos con HPP, ha mostrado una DMO
normal o discretamente disminuida”®'?, de lo que se de-
duce que la densitometria 6sea pudiera no predecir ade-
cuadamente el riesgo de fractura’. Por ello, el objetivo
de este estudio consiste en evaluar la DMO en fémur pro-
ximal (FP) y realizar un anélisis volumétrico del hueso
cortical y trabecular de dicha region, asi como el grosor
cortical mediante 3D-Shaper en sujetos con HPP, y com-
parar dichos parametros entre los sujetos con y sin an-
tecedentes de fracturas.

Correspondencia: Carolina Tornero Marin (carolina.tornero@salud.madrid.org)
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RESULTADOS

Poblacién de estudio y disefio

En primer lugar, se realizé una busqueda en la base de
datos bioquimica de nuestro hospital terciario y ambula-
torios asociados en la que se localizaron 383.353 pacientes
con determinaciones de fosfatasa alcalina (FA), de los cua-
les 231.805 fueron adultos con al menos dos mediciones.
De ellos, 427 mostraron hipofosfatasemia persistente (=2
determinaciones menores o iguales a 35 UI/L y ninguna
superior a 45 Ul/L; rango normalidad: 46-116 UI/L). Pos-
teriormente, se revisaron sus historias clinicas, y se ex-
cluy6 a 31 sujetos por causas secundarias subyacentes de
hipofosfatasemia®® y a 13 ante la imposibilidad de contacto
telefénico. Un total de 383 sujetos cumplieron los criterios
de seleccién y fueron contactados, de los cuales 85 firma-
ron el consentimiento informado para la realizacion de un
test genético para detectar variantes en el gen ALPL. Se
detecté a 39 (46%) pacientes con mutaciones patogénicas
o probablemente patogénicas y se les ofrecié realizar se-
guimiento en nuestras consultas.

En este trabajo se presenta el anlisis transversal de los
datos basales densitométricos y de arquitectura 6sea de
33 adultos incluidos posteriormente en un estudio longi-
tudinal observacional prospectivo realizado en el Hospital
La Paz (Madrid). Los detalles relacionados con el proceso
de reclutamiento se han reportado en una publicacién pre-
via de nuestro grupo!*. El estudio ha sido aprobado por el
Comité Etico y de Investigacién del Hospital La Paz. Se ha
obtenido el consentimiento informado de los pacientes.

METtobpos

Se recogieron mediante cuestionario protocolizado y se
analizaron factores de riesgo de osteoporosis, incluyendo
habito tabaquico, ingesta endlica (=230 g/dia), exposicion
solar (210 minutos/dia), practica de ejercicio, ingesta die-
tética de calcio por lacteos (1 raciéon = 1 vaso de leche = 2
yogures = 1 porcién de queso (40-50 mg) = 200 mg/cal-
cio), antecedentes personales de fractura y su etiologia, asi
como antecedentes familiares de fractura de cadera.

Se realiz6 un estudio densitométrico (Lunar Prodigy, Ge-
neral Electric Medical Systems iDXA) en cada uno de los su-
jetos para el analisis de la DMO en FP (cuello, trocanter,
cadera total y diafisis femoral). Se ha definido la presencia
de osteoporosis de acuerdo con los criterios de la OMS*. Por
otro lado, se ha empleado el software 3D-Shaper (version
2,7.Galgo Medical) para evaluar la densidad volumétrica del
hueso cortical y trabecular del FP. El software utiliza un mo-
delo estadistico 3D del FP y lo ajusta sobre la imagen densi-
tométrica, para conseguir un modelo personalizado en 3D
de la forma y la distribucién de la DMO del hueso. Las medi-
das proporcionadas por el software incluyen la densidad mi-
neral 6sea volumétrica (DMOv) de los compartimentos
cortical, trabecular e integral, la densidad mineral 6sea su-
perficial (DMOs) cortical y el grosor cortical. Informacién
adicional sobre la metodologia implementada en el software
y su validacion se puede encontrar en trabajos previos?.

Anadlisis estadistico

Para la descripcién de la muestra, se ha calculado la media
y desviacién estandar (DE) o mediana y rango intercuartil
(RIQ) para las variables cuantitativas, asi como el nimero
absoluto y los porcentajes relativos para las variables cua-
litativas en cada grupo. Las comparaciones entre grupos
se han realizado mediante el test estadistico U-Mann-
Whitney. Todos los analisis se han realizado utilizando el
paquete estadistico SPSS version 23.0 para Windows.

Datos demograficos, clinicos, densitométricos y de
3D-Shaper de sujetos con HPP

Se incluyeron 33 adultos con HPP de los cuales todos
presentaron variantes patogénicas o probablemente
patogénicas en heterocigosis. Un 63,6% de los pacien-
tes (21/33) fueron mujeres (42,9% postmenopausi-
cas),y 8/12 de los varones fueron mayores de 50 afios
(66,6%). La media de edad fue de 50,56+15,08 anos;
del IMC, 26,31+4,39 kg/m?, y la media de la fosfatasa
alcalina, 25,2+6,53 UI/L.Un 12,1% (4/33) presentaron
historia familiar de fractura de cadera. El niumero total
de fracturas fue de 16: el 30,3% (10/33) presentaron
antecedentes personales de fracturas de etiologia trau-
matica (3 en metatarsianos, 4 en huesos de la mano,
2 en el codo y una en clavicula) y el 15,2% (5/33), frac-
turas previas de estrés (tres pacientes en un metatar-
siano, una paciente en dos metatarsianos y otra paciente,
fractura atipica en diafisis femoral que cumple criterios
de la American Society for Bone and Mineral Research
(ASBMR)Y, sin exposicion previa a difosfonatos. Ningin
paciente presento fracturas por fragilidad. Las caracte-
risticas demogréaficas y el resto de factores de riesgo de
osteoporosis se describen en la tabla 1. La prevalencia
de osteoporosis en cuello femoral fue del 11,8%
(2/17), y se detect6 osteopenia en un 82,4% (14/17)
de pacientes. En mujeres premenopausicas y varones
menores de 50 afios, se observd baja masa 6sea para
el rango etario en 12,5% (2/16) de pacientes. El resto
no mostraron alteraciones en el estudio densitomé-
trico de cuello femoral (CF). La media de DMO en cue-
llo femoral de los pacientes con osteoporosis fue de
0,73+0,01 y del T-score de -2,65+0,7. En los pacientes
con osteopenia, la media de DMO en dicha regién fue
de 0,86+0,05 g/cm?y de T-score, -1,3+0,43. En los su-
jetos con baja masa ésea para su rango etario, la
media de DMO fue de 0,67+0,07 g/cm? y de Z-score,
de -2,4+0,6.

En relacion con las fracturas de estrés, dos pacientes
en postmenopausia cursaron con sendas fracturas de
diafisis femoral y de metatarso, y ambas presentaron
densitometria 6sea en rango de osteopenia, mientras
que las tres pacientes premenopdausicas con fracturas de
metatarsianos tuvieron una densitometria normal.
Entre los pacientes con fractura traumatica, cinco fueron
varones (cuatro con edad >50 afios). Uno de ellos sufrié
una fractura de codo traumatica y present6 osteoporosis
en CF, mientras que los otros tres cursaron con sendas
fracturas en metatarsiano, codo y escafoides, y presen-
taron osteopenia. El paciente menor de 50 afios tuvo una
fractura traumatica en un metacarpiano y densitometria
6sea normal.

La mediana de DMO a nivel de CF fue de 0,876 (0,83-
0,92) g/cm?; a nivel de la diafisis femoral, de 1,123 (1,03-
1,21) g/cm?; en regién trocantérea de 0,759 (0,693-0,82)
g/cm?y de 0,931 (0,89-1) g/cm? en cadera total. El valor
de Z-score a nivel de CF fue de -0,29 (-1,13-0,25) y en ca-
dera total, de -0,06 (-0,79-0,39). En el anélisis 3D-Shaper,
se objetivé una DMOvV cortical total de 813,45 (759,12-
862,26) mg/cm?, DMOv trabecular de 155,77 (136,73-
180,08) mg/cm?, una DMOs cortical total de 157,55
(144,8-166,94) mg/cm? y una DMOvV integral total de
309,29 (280,3-324,62) mg/cm?3. El grosor cortical (mm)
fue de 1,89 (1,85-2,01). La tabla 2 incluye los datos den-
sitométricos y parametros de 3D-Shaper de los pacientes
con HPP.
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Datos demograficos, clinicos,
densitométricos y de 3D-Shaper
de sujetos con HPP con fractura
versus sin fractura

En primer lugar, se realiz6 la com-
paracion de datos demograficos,
clinicos, densitométricos y de 3D-
Shaper de los cinco sujetos con
HPP que presentaron fracturas de
estrés frente a los 28 que no las
mostraron. Los pacientes con frac-
turas de estrés fueron mujeres, un
40% postmenopdausicas, con una
media de edad de 46,35+10,1
afios, mientras que en el grupo de
pacientes sin ellas, un 57,14% fue-
ron mujeres (25% postmenopau-
sicas) con una media de edad de
51,31+15,82 afios (p=0,48). Se ob-
servaron diferencias en la preva-
lencia de mujeres, mayor en el
primer grupo (p=0,07) y en el
IMC, inferior en las pacientes con
fracturas de estrés (23,5+2,44
kg/cm?) frente al otro grupo
(26,81%4,5 kg/cm? p=0,07). No
hubo diferencias en el resto de
factores de riesgo de osteoporosis.
Si bien no se observaron diferen-
cias en parametros de DMO en FP,
en el andlisis mediante 3D-Shaper
se evidenci6 una diferencia esta-
disticamente significativa en el
grosor cortical (mm), que fue
menor en aquellos pacientes con
fracturas de estrés [1,8 (1,77-
1,89)] frente a los no fracturados
[1,94 (1,87-2,03); p=0,03)].

En segundo lugar, se comparo a
los 9 pacientes con antecedente de
fractura traumatica frente a los 19
sin antecedente fracturario, y no se
objetivaron diferencias densitomé-
tricas ni en parametros de 3D-Sha-
per (p>0,05). En tercer lugar, en la
comparacion entre sujetos con
fracturas de estrés y los que pre-
sentaron fracturas de etiologia
traumatica, se observo una dismi-
nucidén del grosor cortical (mm),
inferior en los pacientes del primer
grupo [1,8 (1,77-1,89)] frente al se-
gundo [1,97 (1,88-2,03), p=0,03].
No se observaron diferencias en el
resto de parametros densitométri-
cos ni de DXA-3D.

Desde el punto de vista bioqui-
mico, no hubo diferencias signifi-
cativas en los niveles de fosfatasa
alcalina, PTH y vitamina D entre
grupos (p>0,05). La tabla 3 mues-
tra la comparativa intergrupal de
los datos demogréficos, clinicos,
densitométricos y de 3D-Shaper,
y la figura 1, los niveles de FA es-
tratificados por grupos.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y factores de riesgo de osteoporosis de

los pacientes con HPP

Caracteristicas

Edad (afios), mediana (RIQ)
Edad (afios), media + DE

Sexo femenino, n (%)
Mujeres postmenopdausicas, n (%)
Varones >50 afios, n (%)

IMC (kg/m?), mediana (RIQ)
IMC (kg/m?), media + DE

Raza caucasica, n (%)

Ingesta de calcio (g), mediana (RIQ)
Ingesta de calcio (g), media + DE

Habito tabaquico, n (%)

Ingesta endlica 230 g, n (%)

Ejercicio regular, n (%)

Exposicion solar, n (%)

Historia familiar de fractura de cadera, n (%)
AP personales fractura traumatica, n (%)

AP fractura por fragilidad, n (%)

AP fracturas de estrés, n (%)

FA (UI/L), mediana (RIQ)
FA (UI/L), media + DE
(RN: 46-116 UI/L)

PTH (pg/ml), mediana (RIQ)
PTH (pg/ml), media + DE
RN: 18,5-88 pg/ml

Vit. D (ng/ml), mediana (RIQ)
Vit. D (ng/ml), media + DE
(RN: 30-100 ng/ml)

TG+ (N=33)

51,01 (37,96-63,02)
50,56 + 15,08

21 (63,6%)
9 (42,9%)
8 (66,6%)

25,91 (22,89-29,25)
26,31+ 4,39

33 (100%)

400 (250-500)
401,52 + 152,32

6 (18,2%)
0%
19 (57,6%)
19 (57,6%)
4 (12,1%)
10 (30,3%)
0 (0%)
5 (15,2%)

25 (20,5-27,5)
25,2 + 6,53

37 (30,5-64)
44,82 + 22,41

19 (13-23,5)
20 £9,75

Los datos cuantitativos estan expresados como mediana (rango intercuartil, RIQ) y media + desviacion estandar (DE).
Los cualitativos como niimeros absolutos y porcentajes. p<0,05 se considera significativo. TG+: pacientes con hipo-
fosfatasemia persistente y test genético positivo que confirma hipofosfatasia; IMC: indice de masa corporal; AP: ante-
cedentes personales; FA: fosfatasa alcalina; PTH: hormona paratiroidea; vit. D: vitamina D; RN: rango normalidad.

Tabla 2. Datos de densitometria y 3D-Shaper en pacientes con HPP

Datos densitométricos y de 3D SHAPER
DMO cuello femoral (g/cm?)
Z-score cuello femoral
DMO diafisis (g/cm?)

DMO trocantérea (g/cm?)
Z-score trocantérea

DMO cadera total (g/cm?)
Z-score cadera total

DMOv cortical total (mg/cm?)
DMOs cortical total (mg/cm?)
DMOv trabecular total (mg/cm?)
DMOv integral total (mg/cm?)

Grosor cortical (mm)

TG+ (N=33)
0,876 (0,83-0,92)
-0,29 (-1,13-0,25)
1,123 (1,03-1,21)
0,759 (0,693-0,82)

-0,4 (-1,05-0,1)
0,931 (0,89-1)
-0,06 (-0,79-0,39)
813,45 (759,12-862,26)
157,55 (144,80-166,94)
155,77 (136,73-180,08)
309,29 (280,3-324,62)
1,89 (1,85-2,01)

Los datos estan expresados como mediana (rango intercuartil, RIQ). TG+: pacientes con hipofosfatasemia persistente
y test genético positivo que confirma hipofosfatasia; DMO: densidad mineral 6sea; DMOv: densidad mineral 6sea
volumétrica; DMOs: densidad mineral dsea superficial; p<0,05 se considera estadisticamente significativo.
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Figura 1. Niveles de fosfatasa alcalina estratificados por
grupos atendiendo a los antecedentes fracturarios previos
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Niveles de fosfatasa alcalina expresados como mediana (rango inter-
cuartil) estratificados por grupos. FA: fosfatasa alcalina; Fx: fractura.

Discusion

En este trabajo se realizé un analisis descriptivo de las
caracteristicas densitométricas de adultos con HPP y de
los parametros de arquitectura 6sea mediante 3D-Sha-
per, técnica alin poco explorada en estos pacientes, asi
como una comparativa de dichos parametros entre los
pacientes con y sin antecedentes de fracturas.

En nuestro estudio hemos observado que las alteracio-
nes densitométricas no fueron especialmente relevantes
en cuanto a prevalencia de osteoporosis. La repercusion se
ha traducido en estos pacientes en cambios mas modera-
dos, con una alta prevalencia de osteopenia, mas acusada
en mujeres postmenopausicas y varones mayores de 50
afos. La discreta disminucién de DMO observada en este
trabajo parece estar acorde con los resultados encontrados
en la literatura existente sobre adultos con HPP, en los que
la mayoria de pacientes presentaron parametros normales
o una disminucién leve de los valores de Z-score, hallazgos
que parecen responder a formas mas leves del adulto>”?,

Trabajos previos’ no han encontrado diferencias de
DMO en sujetos diagnosticados de HPP con y sin fracturas,
sugiriendo que esta prueba pudiera no traducir adecua-
damente el riesgo de presentarlas. Tampoco en nuestro
estudio hemos encontrado diferencias significativas en el
analisis densitométrico entre individuos con HPP con y sin
antecedentes de fracturas de estrés. Sin embargo, la téc-
nica 3D-Shaper muestra a nivel de FP una disminucion es-
tadisticamente significativa del grosor cortical (mm) en
los pacientes con fracturas de estrés [1,8 (1,77-1,89)]
frente a aquellos sin este antecedente [1,94 (1,87-2,03,
p=0,03)] y en comparacion con los que presentaron frac-
turas traumaticas [1,97 (1,88-2,04), p=0,03] que no parece
explicarse por un menor nivel de fosfatasa alcalina.

En esta misma patologia, aplicando tomografia compu-
tarizada cuantitativa periférica de alta resoluciéon (HR-
pQCT) en tibia distal izquierda y radio distal derecho,
Schmidt et al. evidenciaron también una disminucién de
grosor cortical en pacientes con HPP con fracturas frente a
los no fracturados’. Asimismo, otro trabajo ha destacado la
presencia de una disminucién del grosor cortical en las ra-
diografias de algunos pacientes adultos con HPPé,
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Sibien no hemos encontrado evidencia de otros estudios
que analicen parametros de 3D-Shaper en HPP, otras publi-
caciones han evaluado esta tecnologia en pacientes con dis-
tintas patologias metabdlicas 6seas. Gracia-Marco et al.*’,
han objetivado en sujetos con hiperparatiroidismo primario
diferencias en el grosor cortical, inferior en pacientes con
esta enfermedad frente a controles sanos (1,85+0,14 mm
vs. 1,93£0,17 mm; p=0,023). Estos resultados apuntan a que
los estudios de arquitectura 6sea pudieran resultar de es-
pecial interés en el campo de otras patologias que cursan
con alto remodelado 6seo. Sin embargo, Humbert et al?°,
observaron una disminucién no significativa del grosor cor-
tical en pacientes postmenopausicas con fractura de cadera
frente a los controles (1,746+0,127 mm vs. 1,783+0,123
mm; p=0,1). En nuestro estudio los pacientes con HPP y
fractura traumatica tampoco mostraron una disminucién
del grosor cortical respecto a los que no se fracturan.

Las fracturas de estrés fueron descritas originalmente en
reclutas militares y consideradas “fracturas por fatiga” con-
secuencia de minimos o pequefios impactos mecanicos de
manera repetida y prolongada sobre un hueso con resisten-
cia elastica normal. Un subtipo de fracturas de estrés son las
fracturas por insuficiencia producidas por una carga normal
sobre un hueso con resistencia alterada, descritas en pacien-
tes con deficiencia de vitamina D (lineas de Looser-Milkman,
caracteristicas de la osteomalacia)??2. Una elevada preva-
lencia de fracturas por insuficiencia o pseudofracturas se ha
descrito también en pacientes con HPP?, pero no sabemos
con exactitud qué pacientes las van a desarrollar. En cuanto
asulocalizacidn, son caracteristicas las fracturas recurrentes
de metatarso y las fracturas y pseudofracturas femorales,
que son las encontradas en nuestros pacientes.

Con probable patogenia multifactorial, las fracturas de es-
trés podrian reflejar alteraciones en la DMO y en la calidad
6sea®. En nuestro estudio no encontramos diferencias en la
DMO anivel de FP de los pacientes que presentaron fracturas
de estrés frente a los que no las presentaron, coincidiendo
con lo publicado recientemente por otros autores!!. La dis-
minucion del grosor cortical objetivada en nuestros pacientes
con fracturas de estrés reforzaria la existencia de una altera-
cién cualitativa 6sea. Lépez Delgado et al.*? describen un bajo
remodelado 6seo en pacientes con hipofosfatasemia persis-
tente, aunque esto no parece traducirse en diferencias en la
DMO o en el trabecular bone score (TBS) cuando lo comparan
con un grupo control. Nuestros pacientes con fracturas de es-
trés no mostraron diferencias en el nivel de disminucién de
fosfatasa alcalina respecto a los que no se fracturan, por lo
que no parece poder explicarse la presencia de fracturas por
una mayor severidad del defecto enzimatico.

Como limitaciones de nuestro estudio, cabe mencionar que
la mayoria de los sujetos incluidos presentan mutaciones en
heterocigosis que condicionan formas mas leves de la enfer-
medad y, desde el punto de vista densitométrico, que, hasta el
momento, no disponemos de los valores poblacionales de re-
ferencia para las medidas 3D-Shaper ni se han comparado con
un grupo control, hecho que puede limitar la interpretacion
de los resultados. Como fortalezas, sin embargo, cabe destacar
el nimero significativo de pacientes, tratindose de una enfer-
medad rara y estudiados mediante una técnica novedosa.

Estos datos parecen reflejar una discreta repercusion
anivel densitométrico en las formas mas leves del adulto.
Se ha identificado una disminucién del grosor cortical en
pacientes con HPP con fracturas de estrés. Estudios de ar-
quitectura dsea en FP pudieran resultar de interés para
determinar sujetos con HPP susceptibles de presentar
este tipo de fracturas.
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Tabla 3. Datos demograficos, clinicos, densitométricos y de 3D-Shaper de sujetos con versus sin fractura

! . 2 3 ; 4 Valorp Valorp Valorp
Con fracturas de Sin fracturas de Con fractura Sin fractura 1.2 3.4 13
estrés (n=5) estrés (n=28) traumatica (n=9) (n=19)
Edad (afios), mediana (RIQ) 4376 (3756-5646)  5278(376-6425)  5658(38-6303)  SLOL(3668-69) 096 036
Edad (afios), media + DE 46,35+10,1 51,31+15,82 51,12+£12,21 51,01£17,58 ' ’ ’
Sexo femenino, n (%) 5 (100%) 16 (57,14%) 4 (44,4%) 12 (63,2%) 0,07 0,35 0,04
Mujeres postmenopausicas, n (%) 2 (40%) 7 (25%) 1(25%) 6(66,7%) 0,88 0,38 0,63
Varones >50 afios 0 10 (100%) 4(80%) 4(50%) 0,51 0,41
IMC (kg/m?), mediana (RIQ) 226(2181-2567)  2633(2319299)  2622(2344-298)  264(2314312) 089 011
IMC (kg/m?), media + DE 235+2,44 26,8145 26,22 +3,56 274,96 ' ' ’
Ingesta de calcio (g), mediana (RIQ) 400 (250-550) 400 (225-500) 300 (200-500) 450 (300-500) 100 029 061
Ingesta de calcio (g), media + DE 400 + 158,11 401,8 + 154,25 350 + 150 450 + 153,99 ! ’ !
Habito tab4quico, n (%) 2 (40%) 4 (14.29%) 0% 4 (66,7%) 0,17 0,13 0,04
Ingesta endlica, n (%) 0% 0% 0% 2(33,3%) 0,91 - 0,59
Ejercicio regular, n (%) 3 (60%) 16 (57,14%) 7(77,8%) 9 (47,4%) 0,91 0,13 0,48
Exposicion solar regular, n (%) 3 (60%) 16 (57,14%) 5 (55,6%) 11 (57,9%) 0,91 0,91 0,87
AF fractura de cadera, n (%) 0% 4 (14,29%) 1(11,1%) 3(75%) 0,37 0,74 0,44
I e e m@asm) o B@SEY  B@I gy gy
(RN: 46-116 UI/L) e e e T
fgﬁ gg%g E:EETD(EIQ) 29 (19,5-435) 38 (31,5-64) 40 (36,5-65) 37 (31-64) o R .
RN: 185-88 [‘)g/ml 31£129 47,29 +23 4544 +16,88 48,16+ 25,77 ’ ’ ’
Xit g gg%g EESETD[E]Q] 30 (14-42,5) 1857 (13-22,75) 13 (11,5-21,5) 19 (16-23) A R
(RN: 30-100 n’g/ml] 286+17,2 18,57 +7,31 17,67 £9,87 19+6 ' ’ ’
DMO cuello fémur (g/cm?) 0,88 (0,75-0,91) 0,88 (0,83-0,94) 0,91 (0,82-1,04) 0,87 (0,83-09) 0,48 0,59 03
Z-score cuello fémur 056[-15-(-017)] 0,12 (-1,12-0,3) -0,1 (-1,18-0,36) -0,29 (-1-032) 0,34 0,92 036
DMO diéfisis (g/cm?) 1,02 (1,005-1,17) 1,13 (1,06-1,2) 1,18 (1,07-1,24) 1,13 (1,04-1,21) 0,29 0,47 0,24
DMO trocantérea (g/cm?) 0,74 (0,68-0,8) 0,78 (0,69-0,82) 0,79 (0,73-0,85) 0,74 (0,68-0,8) 0,55 0,25 0,19
Z-score trocantérea -0,5 (-0,85-0,2) -0,3 (-1,08-0,2) -0,6 (-1,05-0,15) -0,2 (-1,1-0,2) 0,9 0,96 0,7
DMO total (g/cm?) 0,88 (0,85-0,99) 0,95 (0,9-1,01) 0,99 (091-1,04) 0,93 (0,89-1) 029 0,44 0,24
Z-score total -0,06 (-0,78-0,3) -0,07 (-0,8-0,4) -01(-075-022)  -0,05(-086-0,65) 094 0,85 1
DMOv cortical (mgcm’) (762?1%86749,22) (758,(?(6]-48’20,12] [768,71945-;31:4,74) (75%;%;%?97) ] G
DMOs cortcaltotal (mecm’) (1361;;:?22,5) (146,11586-’19678,44] (148,1967%110619,07] (142,12597-'15:6,77) S
154,43 156,86 164,71 155,77

DMOv trabecular total (mg/cm?) 0,84 0,84 0,7

(122,66-189,92) (13941-17891)  (136,03-191,63)  (142,25-178,04)

297,28 309,77 306,32 310,25

i 3
DMO integral total (mg/cm’) (26783-35233)  (27928-32221)  (28258-34122)  (277,73-32331)

0,92 1 0,8

Grosor cortical (mm) 1,8 (1,77-1,89) 1,94 (1,87-2,03) 1,97 (1,88-2,04) 1,88 (1,86-2,03) 0,03 0,44 0,03

Los datos cuantitativos estan expresados como media y desviacion estandar (DE) y mediana, rango intercuartil (RIQ) y los cualitativos como
frecuencias y porcentajes. IMC: indice de masa corporal; AF: antecedentes familiares; FA: fosfatasa alcalina; PTH: hormona paratiroidea;
vit. D: vitamina D; DMO: densidad mineral 6sea; DMOv: densidad mineral 6sea volumétrica; DMOs: densidad mineral 6sea superficial; p<0,05
se considera estadisticamente significativo.
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Resumen

Objetivo: El tejido dseo tiene la capacidad de adaptarse a los estimulos del entorno alterando su morfologia y metabo-
lismo. Las diferentes células 6seas se comunican entre si a través de uniones comunicantes (UCs). La conexina 43 (Cx43)
es la proteina mas abundante de las UCs; tiene funciones clave en la transduccién de sefiales y en la respuesta a estimulos
hormonales y mecénicos. Otro elemento mecanosensor de los osteocitos es el cilio primario, formado por microttbulos
y que se desarrolla en la fase GO del ciclo celular.

Los objetivos de este estudio fueron determinar la implicacién de la Cx43 y del cilio primario en la actividad de los os-
teocitos, analizar la posible interaccién entre estos dos mecanosensores, y evaluar el papel que desempefian en la de-
teccion y respuesta de los osteocitos ante el estimulo mecanico y la estimulacion del receptor de la parathormona tipo 1
(PTH1R) por su ligando, la proteina relacionada con la parathormona (PTHrP) (1-36).

Material y métodos: Se compard la linea celular de osteocitos MLO-Y4 control (Cx43+/+) con MLO-Y4 deficientes en
Cx43 (Cx43-/-). El analisis de expresion de la proteina del transporte intraflagelar 88 (IFT88), de la Cx43 y de la fosfo-
rilacién de la quinasa reguladora de la sefial extracelular (P-ERK) se determiné mediante Western blot. Para caracterizar
la posible colocalizacion entre el cilio primario y Cx43 se realiz6 una inmunofluorescencia. Para simular el estimulo me-
canico in vitro, las células se sometieron a un estrés mecanico de 10 dinas/cm? por flujo de fluido durante 10 minutos.
Resultados: Los resultados obtenidos muestran que el niimero de células con cilio primario no varia por la expresion
de Cx43 (p=0,089); y que en las células con presencia en Cx43, el estimulo mecanico por flujo de fluido y la PTHrP au-
mentan la fosforilacién de quinasas reguladas por sefial extracelular (ERK) respecto a las células no estimuladas (p=0,049
y p=0,011, respectivamente).

Conclusiones: El cilio primario y la Cx43 actiian como elementos mecanosensores de los osteocitos. La deficiencia en
Cx43 no influye en la ciliogénesis ni en la activacidn por parte del estimulo mecanico de las rutas de sefializacién pro-
supervivencia en los osteocitos.

Palabras clave: osteocitos, conexina 43, cilio primario, estimulo mecanico, PTHrP.

INTRODUCCION

El tejido 6seo tiene la capacidad de adaptarse a los esti-
mulos del entorno mediante la alteracion de su morfo-
logia y de su metabolismo’.

La formacion, la remodelacién y la reparacion del tejido
6seo son procesos dindmicos regulados por la accién con-
junta de las células 6seas (osteocitos, osteoblastos y osteo-
clastos). Los osteocitos son el tipo celular mas abundante
en el hueso. Se localizan en la matriz 6sea mineralizada, for-
mando una extensa red de intercomunicacién celular, de-
nominada sistema lacuno-canalicular osteocitario (SLCO).
Los osteocitos son las principales células mecanosensoras
del hueso?, es decir, son capaces de detectar los estimulos
mecanicos de su entorno y comunicar dicha sefial a las cé-
lulas efectoras (osteoblastos y osteoclastos). Presentan di-
ferentes estructuras mecanosensoras: los canales iénicos,

»
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las integrinas?, el ligando del receptor de la parathormona
tipo 1 (PTH1R), las conexinas* y el cilio primario. Se ha
constatado que algunos de estos mecanosensores interac-
tdan entre si, permitiendo la integracion de las multiples
sefiales extracelulares?.

El estimulo mecanico regula la remodelacion 6sea. La
desregulacion de este proceso produce osteoporosis,
una patologia que se caracteriza por la disminucién de
la masa dsea y el aumento de su fragilidad®.

Los osteocitos responden al estimulo mecanico gra-
cias a la activacién de diversas vias de sefializacion,
como la proteina tipo Wingless (Wnt)/f-catenina, y las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y
Hedghog (HH). En este trabajo se analizan algunas mo-
léculas que intervienen en estas vias de sefializacion, es-
pecificamente la P-ERK y la ERK.
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Para el mantenimiento de la homeostasis del tejido
oseo es fundamental la interaccién entre las células que
lo conforman®. La comunicacion celular a través de unio-
nes comunicantes (UCs) es una de las mas importantes,
permitiendo la interaccién entre los citoplasmas de cé-
lulas adyacentes y, por tanto, la difusion intercelular de
moléculas pequefias’. Las UCs no solo sirven como ca-
nales pasivos, también intervienen en la regulacién de
diferentes rutas de sefializacion®.

Las Cxs son proteinas transmembrana que se deno-
minan por su peso molecular, de 26 a 59 kDa. La Cx43
es la proteina mas abundante en las UCs de las células
Oseas. Las conexinas, en particular la Cx43, interactiian
con las moléculas estructurales y de sefializacidn, regu-
lando las funciones celulares®°.

El cilio primario es una estructura basada en microtu-
bulos; en el que se localizan numerosos canales y protei-
nas receptoras, que permiten la actuacion del cilio como
mecanosensor''2, El PTH1R es un receptor acoplado a
proteinas G (GPCR), que se expresa en los cilios primarios
y tiene un papel fundamental en la transduccién de sefia-
les mecanicas en células MLO-Y413, Este receptor presenta
dos ligandos ampliamente caracterizados: la PTH y la
PTHrP (proteina relacionada con la parathormona). Tanto
la PTH como la PTHrP tienen efectos en la formacion dsea
y son utilizados como agentes anabdlicos en el trata-
miento de la osteoporosis!>!4,

También se ha demostrado que la estimulacién por
PTHrP y la estimulacién mecanica por flujo de fluido in-
ducen la activacion de ERK, impidiendo asi el aumento
de la apoptosis de células osteociticas?®.

En el presente estudio se hipotetiz6 que el cilio prima-
rio y la Cx43 actian de manera conjunta en la regulacién
de vias de sefializacion implicadas en la supervivencia ce-
lular y en la capacidad de adhesion celular. Se determind
la expresion del cilio primario, tanto en células Cx43+/+
como en Cx43-/- y la no colocalizacién de estos dos me-
canosensores. Por tanto, se sugiere que la deficiencia en
Cx43 no esta involucrada en el desarrollo del cilio prima-
rio, pero si podria influir en otros aspectos, como su fun-
cionalidad, longitud o en el transporte intraflagelar.

Asimismo, se analiz6 la respuesta celular de los osteo-
citos (fosforilacion de ERK) tras estimular el PTH1R, tanto
con PTHrP, obteniéndose un mayor aumento de P-ERK en
las células Cx43-/- respecto a Cx43+/+, como mecanica-
mente, que produjo un aumento de la expresion de P-ERK
independiente de la deficiencia en Cx43.

MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos celulares
En este proyecto se trabajo con la linea continua de os-
teocitos MLO-Y4 de huesos largos murinos Cx43+/+, uti-
lizadas como control, y deficientes en Cx43 (Cx43-/-),
que fueron cedidas amablemente por la Dra. L. I Plotkin.

Dichas células se sembraron a una concentracién de
24.000 células/cm?. Se cultivaron con el medio a-Modi-
fied Eagle’s Medium (a-MEM) (Gibco™, Thermo Fisher
Scientfic, Espafia), suplementado con 2,5% de suero de
ternero (Calf Serum; CS), 2,5% de suero fetal bovino
(Fetal Bovine Serum; FBS), 1% de L-Glutamina, 1% de
Penicilina/Estreptomicina y Puromicina (de Streptomy-
ces alboniger, Sigma Aldrich, BioReagent, Merck, Es-
pafia) a una concentraciéon 10 pg/ml.

Para favorecer el desarrollo del cilio primario, las cé-
lulas se cultivaban en medio de deplecién, compuesto
por a-MEM (Gibco™) suplementado con 1% de penici-
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lina/estreptomicina y puromicina a una concentracién
de 10 pg/ml, durante 24 h.

Todas las superficies sobre las que se sembraron
estas células debian estar previamente colagenizadas,
con colageno tipo Ial 0,01% de 4cido acético, para simu-
lar la matriz de coldgeno donde se encuentran embebi-
dos los osteocitos in vivo. Las células se mantuvieron a
37°Cy 5% de CO,.

2. Western blot

Se extrajo la proteina total de las células empleando el
buffer RIPA (Sigma-Aldrich, Merck, Espafia), suplemen-
tado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Calbio-
chem, Merck, Espafia).

Posteriormente, se procedid a la cuantificacion de pro-
teinas mediante el ensayo de acido bicinconinico (BCA)
(Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientfic,
Espafia), que genera una reaccion colorimétrica detectable
a 562 nandmetros (nm). Para realizar la lectura se utilizé
el lector de placas Varioskan Flash (Thermo Fisher Scient-
fic), mediante el programa Skanlt Software 2.4.3 RE.

Los extractos de proteina (20 ug) se separaron mediante
un gel de poliacrilamida al 10%, en condiciones reductoras;
posteriormente se transfirieron a una membrana de nitro-
celulosa (Bio-Rad, Hercules, California, EE.UU.). El bloqueo
se realizé con leche en polvo al 5%, en tampoén Tris salino
con Tween20 (TTBS) al 0,05%, durante 1 h en agitacién a
temperatura ambiente. A continuacion, se pusieron en agi-
tacion entre 15-18 h y 42C los siguientes anticuerpos pri-
marios: anti-Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell
Signaling, Beverly, Massachusetts, EE.UU.), anti-p44 /42
MAPK (Erk1/2) y anti-Cx43 (Sigma Aldrich, ST. Louis, Mi-
suri, EE.UU.) y anti-tubulina (Sigma Aldrich). Todos son an-
ticuerpos policlonales producidos en conejo, menos la
anti-tubulina que es monoclonal producido en ratén. Des-
pués se incub6 durante una hora a temperatura ambiente,
con la correspondiente IgG acoplada a peroxidasa, y se re-
velé la membrana mediante quimioluminiscencia con el
sustrato Clarity™ Western ECL (Bio-Rad, Life Science Re-
search, Espafia). La intensidad de las bandas se cuantificé
por densitometria, usando DNR Bio Imaging System MF
ChemiBIS3.2 y los programas Gelcapture y QuantityOne™
(Bio-Rad).

3. Inmunofluorescencia

Se sembraron 30.000 células/pocillo de las placas multi-
pocillo (Falcon®, Thermo Fisher Scientfic, Espafia). Las cé-
lulas se crecieron hasta que alcanzaron una confluencia
del 80%; y posteriormente se afiladié medio de deplecion
durante 24 h para inducir la formacidon del cilio primario.
Después, las células se fijaron con paraformaldehido
(PFA) al 4% y se permeabilizaron con Tritén X-100 al
0,5%. Seguidamente, se afiadi6 la solucién de bloqueo,
compuesta por albumina de suero bovino (BSA) al 10%,
suplementado con suero de cabra al 5%, durante 1 h. Pos-
teriormente, se mantuvieron en agitacion durante 15-18
h a 4°C los siguientes anticuerpos primarios: anti-Cx43
policlonal producido en conejo (Sigma Aldrich) y anti-a
tubulina acetilada monoclonal producido en ratén (Sigma
Aldrich), para observar asi el cilio primario. A continua-
cion, se dispusieron los anticuerpos secundarios: para
cilio Alexa fluor® 488 de cabra anti-ratén (Invitrogen Mo-
lecular probes, Thermo Fisher Scientific™, Espafia), y
para Cx43, Alexa fluor® 568 anti-conejo IgG (Life techno-
logies, Thermo ScientificTM, Espafia) (dilucién 1:1000 en
BSA al 10% y suero de cabra al 5%). Tras 1 h de incuba-
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cién, se afiadid 4’-6-diamidino2-fenilindol (DAPI). Los nu-
cleos, el cilio primario y la Cx43 se visualizaron con el mi-
croscopio de fluorescencia (Leica CTR 6000). La fusiéon
(merged) de las imagenes individuales del cilio primario,
la Cx43 y nucleos celulares en una sola se realiz6 con el
programa Image].

4. Estimulacién mecanica mediante flujo de fluido
(fluid flow) y por PTHrP

Para realizar la estimulacion mediante flujo de fluido (FF)
y PTHrP, las células se sembraron en portaobjetos de cris-
tal delimitados con teflén a una densidad de 25.000 célu-
las/cm?. La técnica del FF se basa en bombear medio de
cultivo de forma constante sobre la monocapa celular, en
un circuito cerrado herméticamente, a 10 dinas/cm? du-
rante 10 min, mediante una bomba peristaltica (Flexcell
International Corp., Hillsborough, Carolina del Norte,
EE.UU.). Las configuraciones del tiempo y frecuencia se
establecieron a través del programa Master Flex Peristal-
tic Pump 2010. Por otro lado, se realizd la estimulacién
con PTHrP (1-36) (Bachem, Bubendorf, Switzerland) a
una concentracion de 107 molar (M), durante 10 min. El
mismo nimero de portaobjetos se cultivo con células que
no fueron sometidas a ningtin estimulo, constituyendo los
controles estaticos (CE).

5. Analisis estadistico

En el analisis estadistico de los resultados, los datos se
expresan como media + desviacion estandar de al menos
dos experimentos llevados a cabo por triplicado. Se rea-
liz6 utilizando el programa GraphPad Prism 8 (software
GraphPad, La Jolla, California, EE.UU.). Para comparar
medias entre dos grupos se llevo a cabo el test no para-
métrico Mann-Whitney, y para comparar medias de mas
de dos grupos se emple¢ el test no paramétrico Kruskal-
Wallis. Los analisis multiples se llevaron a cabo mediante
el test de Dunn. En todos los test estadisticos el intervalo
de confianza establecido fue del 95%. Por tanto, se con-
sideraron estadisticamente significativos los resultados
con un valor de p<0,05.

REsuLTADOS

1. Efecto de la Cx43 en el desarrollo del cilio primario
en células Cx43+/+y Cx43-/-

Los resultados obtenidos mediante Western blot nos in-
dican que en las células deficientes en Cx43 la expresion
de esta proteina disminuye significativamente con res-
pecto a las células control Cx43+/+ (W=0, p=0,029), lo
que nos permite corroborar la deficiencia de esta proteina
(Figura 1). Ademas, se caracterizo la presencia del cilio
primario mediante el andlisis de expresion de la proteina
IFT88. Se empled IFT88 como marcador de la presencia
de cilio primario, dado que es una proteina que se expresa
de manera muy abundante en este organulo, debido a que
esta involucrada en el transporte intraflagelar, necesario
para la ciliogénesis'®. Se observo que la proteina IFT88 se
expresa de forma similar, independientemente de la defi-
ciencia en Cx43 (W=4, p=0,343).

Asimismo, se analiz6 la Cx43 y el cilio primario me-
diante inmunofluorescencia para intentar determinar
la posible interaccion entre estos dos mecanosensores.
La figura 2 muestra que tanto las células Cx43+/+ como
las Cx43-/- desarrollan cilio primario, que se evidencia
por la presencia del anticuerpo primario anti a-tubulina
acetilada, y que este organulo se origina desde la super-
ficie celular. También, se puede ver que la Cx43 se ex-
presa fundamentalmente en la membrana celular, por
lo que posiblemente se encuentre formando UCs. Ade-
mas, parece observarse que el cilio primario no coloca-
liza con la Cx43. Por otra parte, se realizaron contajes
de las células que presentaban cilio primario, a partir
de nueve fotografias tomadas en distintos campos, con
el microscopio de fluorescencia. En cada imagen se
cuantificé el nimero (N2) de células (cel.) totales y el
numero de células que presentaban cilio primario, y se
calculé el cociente (N2 de cel. con cilio/N¢2 de cel. tota-
les), tanto para la linea celular Cx43+/+ como para
Cx43-/- (Tabla 1y figura 3). En estos resultados se cons-
tat6 que el nimero de cilios formados no diferia signifi-
cativamente (p=0,089) entre las dos lineas celulares
(Cx43+/+y Cx43-/-).

Figura 1. Expresion de Cx43 e IFT88. A) Resultado del revelado de la membrana de nitrocelulosa para el analisis de
Cx43, IFT88 y tubulina como control de carga, se utilizaron extractos de proteinas celulares totales (25 pg). En el
primer carril se dispuso el marcador de peso molecular (PM); los cuatro carriles siguientes pertenecen a cuatro ré-
plicas de células MLO-Y4 control (Cx43+/+) y los cuatro ultimos corresponden a cuatro réplicas de células MLO-Y4
deficientes en Cx43 (Cx43-/-). B) Promedio + desviacién estandar de Cx43/tubulina. C) Promedio + desviacion es-
tandar de IFT88/tubulina. Los niveles proteicos se normalizaron frente a tubulina *p<0,05
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Figura 2. Inmunofluorescencia realizada con osteocitos de la linea MLO-Y4 (A) Cx43+/+y (B) Cx43-/-. Los niicleos
celulares se tifieron con DAPI (azul), se utiliz6 anticuerpo anti a-tubulina acetilada para marcar el cilio primario
(verde), anticuerpo anti Cx43 para marcar la Cx43 (rojo) y el merged. Las imagenes fueron realizadas con el objetivo
de inmersion a 63X. Barra de escala =16 pm

DAPI Cx43 Merged
A A
16 pm 16 pm

Tabla 1. Contajes de las células (cel.) que presentan cilio primario en las lineas MLO-Y4 Cx43+/+y Cx43

Cx43+/+

MLO-Y4

Cx43-/-

Ne de N2 de cel. N2 de cel. N2 de cel. con N2 de cel. Ne de cel. N2 de cel. con
foto totales con cilio cilio/N® cel. totales totales con cilio cilio/N® cel. totales
Cx43+/+ Cx43+/+ Cx43+/+ (%) Cx43-/- Cx43-/- Cx43-/- (%)
1 96 43 44,792 94 41 43,617
2 93 44 47,312 84 36 42,857
3 95 41 43,158 93 20 21,505
4 110 51 46,364 77 33 42,857
5 103 56 54,369 91 24 26,374
6 77 32 41,558 125 55 44,000
7 66 33 50,000 106 61 57,547
8 95 44 46,316 104 49 47,115
9 111 52 46,847 195 69 35,385

Figura 3. N2 de células con cilio/N® de células totales (%) en las lineas Cx43+/+y Cx43-/-. Los resultados se expresan
como media + desviacion estandar

60 MLO-Y4
1
Cx43+/+ Cx43-/- 2 40
Media 40,139 .§
3
Desviacion tipica 10,913 5
. & 20
Error estandar 0,351
0

Cx43+/+ Cx43-/-
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Figura 4. Analisis de P-ERK tras la estimulacion mecanica y con PTHrP. Tras la estimulacion mecanica y la estimu-
lacion con PTHrP, se evaluaron los cambios en los niveles proteicos, mediante Western blot, de P-ERK en extractos
de proteina celular total, de las lineas celulares Cx43+/+ y Cx43-/-, que se estimularon o no (control estatico, CE).
Se utilizaron ERK total y tubulina para normalizar. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar
de un experimento por duplicado de cada condicion experimental vs. CE

A) MLO-Y4 B)
PM MLO-Y4
Cx43+/+ /=
(KDa) x43+/ Cx43-/
1,5 *
P-ERK E :|:
3 5 .
= 1,0
S 1
> *
£
=
ERK total & 05
0,0
Tubulina .59 pr— CE FF PTHrP CE FF PTHrP
Cx43+/+ Cx43-/-

2. Efecto del estimulo mecanico y de PTHrP en células
Cx43+/+y Cx43-/-

En varios estudios se ha determinado que la estimula-
cion mecanica inhibe la apoptosis de los osteocitos, me-
diante un mecanismo que implica la fosforilacién de
MAPK como ERKs'®. Con este experimento se pretendia
analizar si la deficiencia en Cx43 alteraba el efecto que
tiene el estimulo mecanico en los osteocitos y determi-
nar si la Cx43 interviene en la activacion del receptor
PTH1R, tras estimularlo con uno de sus ligandos, PTHrP.
Para caracterizar los efectos que desencadenan la esti-
mulaciéon mecdanica y la estimulacién con PTHrP en las
células MLO-Y4, se analiz6 mediante Western blot la ex-
presion de P-ERK.

Se aplico el test Kruskal-Wallis para determinar si
existian diferencias entre los grupos Cx43+/+y Cx43-/-
para las condiciones: CE, FF y PTHrP. El resultado del
test indicé que habia diferencias entre algunos de los
grupos (p=0,0005). Para determinar entre qué grupos,
se realiz6 el test de comparaciones multiples Dunn, que
mostré que tanto el estimulo mecanico (FF) (p=0,049)
como el estimulo con PTHrP (p=0,017) inducen el au-
mento significativo de la fosforilacién de ERK respecto
a las células no estimuladas (control estatico, CE); en la
linea celular MLO-Y4 Cx43+/+. Este resultado evidencia
que los estimulos extracelulares favorecen la activacion
de la via de sefalizacion Src/ERK, que promueve la su-
pervivencia celular. En el caso de las MLO-Y4 Cx43-/- se
observa que tras la estimulacion mecanica (FF), P-ERK
no aumenta significativamente respecto a CE (p=0,955).
Sin embargo, cuando estimulamos con PTHrP la fosfori-
lacién de ERK aumenta significativamente (p=0,025)
(Figura 4).

Discusion

Las conexinas y el cilio primario son elementos meca-
nosensores de las células 6seas, desempefiando un
papel fundamental en la deteccién de estimulos y trans-
mision de sefales?.

Los resultados obtenidos mediante Western blot con-
firman que la linea celular Cx43-/- utilizada en el experi-
mento era deficiente en esta proteina, pues el nivel de
expresion de Cx43 disminuia significativamente en com-
paracion con la linea Cx43+/+. También se analizd la ex-
presion de la proteina IFT88, ya que en estudios previos
se empleaba como marcador de la presencia del cilio pri-
mario?’. Segin los resultados obtenidos, se puede concluir
que no existen diferencias significativas en la expresion de
la proteina IFT88 entre las lineas Cx43+/+y Cx43-/-. Los
resultados del analisis de IFT88 mediante Western blot,
por si solos, no permiten asegurar que el cilio primario se
esté desarrollando correctamente, debido a que la prote-
ina [FT88 podria estar expresandose en otro comparti-
mento celular distinto al cilio primario. Por tanto, para
comprobar si la deficiencia en Cx43 influye en la formaciéon
del cilio primario, se analiz6 la expresion de este organulo
y de la Cx43 mediante inmunofluorescencia. Se observd
que tanto las células Cx43+/+ como las células Cx43-/-
desarrollaron cilio primario; asimismo, se constaté que el
numero de cilios formados no diferia significativamente
entre las dos lineas celulares. Ademas, parece observarse
que la Cx43 y el cilio primario no colocalizan; y que en las
células Cx43+/+, la Cx43 se encuentra en la membrana
plasmatica de la célula, que seria la localizacion esperada,
pues es donde forma las UCs.

Investigaciones previas han demostrado que las célu-
las MLO-Y4 son un modelo 6ptimo para realizar estudios
de estimulacién mecanica’®. No obstante, para poder ex-
trapolar los resultados obtenidos en estos estudios in
vitro a las auténticas condiciones in vivo, es necesario tra-
bajar con estimulos mecanicos que reproduzcan y gene-
ren respuestas similares a las que se producen en la
situacion fisiolégica. Actualmente, el flujo de fluido (FF)
sobre una monocapa de células osteociticas es la técnica
que mas se aproxima a esta situacién?é.

La diana molecular elegida como indicador de la via-
bilidad de la linea MLO-Y4 fue P-ERK, porque su activa-
cién tras la estimulacién mecdanica es un indicador de
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supervivencia en células osteociticas!®!8. De acuerdo con
las investigaciones mencionadas, se observo que el es-
timulo mecanico mediante FF induce el aumento en la
expresion de P-ERK!%!8, Por tanto, se interpreta que el
FF promueve la supervivencia de las células MLO-Y4.
Por otro lado, el sistema PTHrP/PTH1R también es fun-
damental en la regulacion del remodelado dseo. Resultados
preliminares sugieren que el PTH1R es clave en la res-
puesta anabdlica 6sea en respuesta a la estimulacion me-
canica in vivo. Se ha demostrado que este receptor actua
como mecanorreceptor en células osteoblasticas'®. Los re-
sultados del estudio efectuado indican que la administra-
cién exégena de PTHrP (1-36) (ligando del PTH1R) protege
de la apoptosis de modo similar al de la estimulacién me-
canica en los osteocitos, debido a que induce el aumento
de la expresion de P-ERK. De manera similar, estudios an-
teriores constataron que la PTHrP, al igual que la PTH,
posee propiedades anti-apoptdticas en osteocitos®®.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(4):135-140

CONCLUSIONES

1. El namero de células con cilio primario no varia
por la expresion de Cx43.

2. El cilio primario y la Cx43 acttian como mecano-
sensores de los osteocitos.

3. El estimulo mecanico inducido mediante flujo de
fluido (FF) promueve la supervivencia de las células
MLO-Y4, independientemente de la deficiencia en Cx43,
pues provoca un aumento en la expresion de P-ERK,
tanto en células Cx43+/+ como en Cx43-/-.

4. La administracién exégena de PTHrP (1-36) (li-
gando del PTH1R) produce un aumento de P-ERK en las
células Cx43+/+ y Cx43-/-. No obstante, este aumento
es mucho mayor en las células Cx43-/-. Por tanto, se su-
giere que la Cx43 estd inhibiendo al receptor PTH1R, lo
que provoca que, tras la unién de su ligando PTHrP, la
ruta de activacion en la que interviene P-ERK no se ac-
tive completamente.

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

El pseudohipoparatiroidismo es una endocrinopatia poco frecuente, pero no debe descartarse su diagndstico cuando la
hipocalcemia se acompafia de hiperfosfatemia y elevaciéon de hormona paratiroidea en ausencia de insuficiencia renal
o deficiencia de vitamina D. Aunque el diagnoéstico definitivo se obtiene con estudios genéticos, los estudios bioquimicos
que evidencien la resistencia hormonal y las caracteristicas fenotipicas nos permiten establecer el diagnéstico. La lite-
ratura es escasa en América Latina y se han descrito pocos casos. Informamos un caso de un hombre de 18 afios con
pseudohipoparatiroidismo, y discutimos sus caracteristicas clinicas, hallazgos bioquimicos y radiograficos, junto con el

tratamiento.

Palabras clave: osteodistrofia hereditaria de Albright, resistencia hormona paratiroidea, pseudohipoparatiroidismo,
trastorno inactivante de la sefializacion PTH/PTHrP, hipocalcemia, braquidactilia, Ecuador.

INTRODUCCION

PRESENTACION DEL CASO

El pseudohipoparatiroidismo (PHP) es un grupo hete-
rogéneo de trastornos que tienen en comun la resisten-
cia a la hormona paratiroidea (PTH).

A nivel mundial, se estima que la prevalencia es
0,79/100.000%, aunque depende del tipo de PHP anali-
zado, y oscila entre 6,7 a 3,3 casos por millén de habi-
tantes en [talia? y Japén?, respectivamente.

Entre 2000 y 2019 en la literatura mundial se han
descrito aproximadamente 325 casos*, la mayoria de
ellos en los paises desarrollados, en los cuales, ademas,
han sido documentados con estudios genéticos los sub-
tipos de PHP. El subtipo 1a es el mas comun y representa
el 70% de los casos’. En América Latina se han repor-
tado 47 casos entre 2000 y 2020°'°, siendo el subtipo
mas frecuentemente descrito el 1b, seguido del 1a 6 1c.
En algunos casos por no disponer del estudio genético
no es posible determinar con precisiéon a qué subtipo co-
rresponden'®.

Describimos a continuacién el caso clinico de un
varon de 18 afios con aspecto fenotipico de osteodistro-
fia hereditaria de Albright (AHO).

»

Un vardn de 18 afios acudi6 a la consulta de Endocrino-
logia remitido por el Servicio de Neurologia por crisis
convulsivas asociadas a hipocalcemia persistente. Refe-
ria una historia de crisis convulsivas tonico-clénicas ge-
neralizadas desde los 15 afios, por lo que habia sido
hospitalizado previamente, evidenciandose hipocalce-
mia que fue tratada con calcio intravenoso y anticonvul-
sivantes para controlar la emergencia, y suplementos de
calcio oral al egreso hospitalario. No se realizaron mas
estudios para determinar la causa de la hipocalcemia.

Sus padres y familiares en primer grado no presentan
historial médico de importancia. El paciente es hijo de
matrimonio no consanguineo. Nacido pretérmino por
ruptura prematura de membranas a las 35 semanas de
gestacion, con hipoxia neonatal e hipotonia. Present6 un
desarrollo motor y del lenguaje tardio, requiriendo de
terapia del lenguaje desde los 5 hasta los 7 afios y fisio-
terapia desde los 2 afios, ademas de retraso en el apren-
dizaje escolar y siempre con sobrepeso. A los 12 afios
fue diagnosticado de hipotiroidismo primario y desde
entonces toma 150 pg de levotiroxina sodica.

Correspondencia: Enrique Lopez Gavilanez (enrique_lopezg57 @hotmail.com)



1“2 Segura Mestanza A, Cederio German R, Lépez Gavilanez E NOTA CLINICA

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(4):141-145

Figura 1. Fascie caracteristica y radiografia piezas dentarias

El paciente es el menor de 3 hermanos que no pre-
sentan antecedentes médicos de trascendencia.

Al examen fisico presenta un fenotipo caracteristico:
obeso, estatura baja, cara redonda, frente prominente,
puente nasal bajo, cuello corto, braquidactilia y piezas
dentales incompletas (Figura 1). El peso era de 68,8 kg,
y la talla, 153 c¢cm (< percentil 3); el indice de masa cor-
poral era 34 (> percentil 97). Las manos y los pies eran
pequefios, con notable diferencia en el primer dedo de
las 2 manos, correspondiente con braquidactilia tipo E2.
En la figura 2 se observa en la radiografia el acorta-
miento marcado de los metacarpianos y de la falange
distal de los pulgares (Figura 2). Ademas, se detecta ra-
diolégicamente calcificaciones subcutdneas en térax
posterior y dorso de pies.

El estadio puberal fue Tanner V: longitud del pene, 15
cm (normal >15 cm); volumen testicular, 30 ml bilate-
ralmente (normal >20 ml).

Los signos de Chvostek y Trousseau fueron positivos,
con niveles de calcio total: 1,67 mmol/L (valores norma-
les -VN-: 2,12-2,57 mmol/L); fosforo sérico: 1,81 mmol/L

(VN: 0,8-1,6 mmol/L); hormona paratiroidea (PTH):
12,05 pmol/L (VN: 1,5-8,97 pmol/L), y vitamina D total
(25- OH-D): 76,38 nmol/L (VN: 25-137 nmol/L).

En la evaluacidon bioquimica se establecié que la
causa de las crisis convulsivas, parestesias y signos de
Chvostek y Trousseau se debian a la hipocalcemia. Fue
tratado con infusién intravenosa de calcio y fue referido
ala consulta de Endocrinologia para una evaluacién in-
tegral.

En la densitometria dsea, realizada por absorciome-
tria de rayos X de energia dual (DXA) con un equipo
DEXXUM-T (OsteoSys - Seul, Corea), presentd disminu-
cion de la masa dsea para su edad y sexo en region lum-
bar (L1-L4), con preservacién de la masa 6sea en cuello
de fémur (columna lumbar: 1,044 g/cm?, Z-score: -2,6; y
cuello de fémur: 1,146 g/cm?, Z-score: 0,3).

La tomografia computadorizada del craneo revel6
calcificaciones corticales y subcorticales, periventricu-
lares, ntcleos de la base y en cerebelo. En el estudio de
resonancia magnética nuclear con medio de contraste
se observo calcificaciones periventriculares.
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Los resultados de las determi-
naciones hormonales y bioquimi-
cas actuales se presentan en la
tabla 1. La vitamina D total (25 hi-
droxivitamina D) se determiné
por electroquimioluminiscencia
(valor 6ptimo: 25-137 nmol/L).
La PTH se determiné por quimio-
luminiscencia (valor normal: 1,5-
8,97 pmol/L). No se realiz6 la
determinacion de 1,25 dihidroxi-
vitamina D y AMPc inducida por
PTH debido a la no disponibilidad
de las pruebas en el hospital y por
restricciones financieras.

El hemograma completo, los ni-
veles de glucosa en sangre y las
pruebas de la funcién hepatica y
renal fueron normales. El estudio
bioquimico y hormonal de su
madre presenta valores normales:
calcio 2,35 mmol/L, fosforo: 1,13
mmol/L, TSH: 3,5 mU/L, T4 libre:
14,1 pmol/L, PTH: 2,58 pmol/L.

En el seguimiento, se monitori-
zaron los niveles séricos de calcio
y el cociente calcio/creatinina uri-
narios para lograr niveles séricos
de calcio adecuados.

Actualmente el paciente se
mantiene en tratamiento con su-
plementos de carbonato de calcio
por via oral, 3 g/dia; calcitriol por
via oral, 1,5 mg/dia; vitamina D3,
2.000 Ul/dia, y levotiroxina, 150
pg/dia. Acude a controles en la
consulta externa cada 3 meses con
mediciones de calcio y fosforo sé-
ricos, PTH, vitamina D y hormonas
tiroideas. Ademas, acude regular-
mente al Servicio de Neurologia
para control de sus crisis convulsivas y al Departamento
de Psicologia para soporte al paciente y su familia. El Ser-
vicio de Nutricion ofrece el asesoramiento dietético, y por
sus alteraciones dentales estd en tratamiento odontolé-
gico permanente.

Discusion

El PHP es un sindrome clinicamente dismérfico que se
caracteriza por defectos esqueléticos y del desarrollo??,
que incluyen estatura baja, cara redondeada, cuartos
metacarpianos cortos y otros huesos de las manos y los
pies, obesidad, hipoplasia dental, calcificaciones u osifi-
caciones de tejidos blandos'?!3. Sin embargo, algunos
casos pueden presentar caracteristicas fenotipicas poco
usuales'?13, Las caracteristicas bioquimicas de los pa-
cientes con PHP son la hipocalcemia, la hiperfosfatemia
y los niveles elevados de PTH'2

En el presente caso se considerd el diagnéstico de pseu-
dohipoparatiroidismo dados los resultados de laboratorio
compatibles con resistencia ala PTH (hipocalcemia, hiper-
fosfatemia y PTH elevada), acompariados de las caracteris-
ticas fenotipicas de osteodistrofia hereditaria de Albright*
(AHO), lo cual nos orientd hacia un PHP tipo 1a 6 1c.

La hipocalcemia es consecuencia de la pérdida de la
accion resortiva 6sea de la PTH, lo que resulta en una

Figura 2. Fotografia y radiografia de las manos. Acortamiento marcado de los
metacarpianos y falange distal de los pulgares

movilizacion defectuosa de calcio a partir del hueso y
una menor absorcion de calcio en el intestino?2.

La braquidactilia, descrita como acortamiento de los
metacarpianos/metatarsianos I1I-V y de la falange distal
del primer dedo, constituye una de las caracteristicas
mas especificas del fenotipo Albright'*. De las caracte-
risticas fenotipicas de AHO resaltamos la braquidactilia
tipo E del PHP; y este paciente presenta acortamiento
significativo en el metacarpo y falange distal del dedo
pulgar en ambas manos que podria considerarse una
braquidactilia tipo E21%15,

Existe asociacién del PHP con resistencia variable a
multiples hormonas que actiian a través de la proteina
Gsa. La resistencia a la TSH es la alteracién hormonal
que mas comunmente se ha asociado e incluso puede
ser diagnosticada antes de la aparicion de trastornos del
metabolismo fosfocalcico'®. En este caso la ausencia de
anticuerpos antitiroideos apoya el diagndstico de resis-
tencia a la TSH'™.

La disfuncion reproductiva se ha asociado con PHP
1a; sin embargo, los efectos del hipogonadismo son
menos evidentes en los hombres?®. Los caracteres sexua-
les secundarios normales y la determinaciéon de hormo-
nas sexuales descartan la posibilidad de alteracién en el
eje gonadal en nuestro paciente.
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Tabla 1. Determinaciones hormonales y bioquimicas

Determinaciones de Laboratorio Resultados
Albumina 4,00
Anticuerpos anti-peroxidasa tiroidea 35,00
Calcio en orina 1,12
Calcio sérico total 1,67
Calcitonina 3,60
Creatinina 35,36
Fosforo sérico 1,81
FSH 1,70
T4 libre 14,16
Glucosa 4,88
HbAlc 4,60
HOMA IR 2,30
Insulina plasmatica 82,80
LH 1,83
Potasio en suero 3,93
PTH 12,05
Pyrilinks D en orina 6,60
Sodio en suero 138,00
Testosterona 9,53
TSH 3,40
Vitamina D total* 76,38

*: 25 hidroxivitamina D.

Existen discrepancias sobre los efectos de PHP en el
esqueleto®!718, Algunos estudios han reportado que la
densidad 6sea esta reducida en pacientes con PHP'. Sin
embargo, Long et al. analizaron la densidad mineral 6sea
en 22 sujetos con PHP 1a y encontraron que la masa
6sea era normal o aumenta en todas las regiones dseas
estudiadas'®. Por el contrario, en este caso la densidad
mineral 6sea medida en la regién lumbar presenta valo-
res disminuidos comparados a los controles empareja-
dos por edad y sexo, con preservacion de la masa 6sea
en cuello de fémur.

En la literatura internacional, entre 2000 y 2019 se
han descrito aproximadamente 325 casos de PHP*1617,
Una serie de 60 casos de PHP se publicé en Dinamarca
en 2016, pero sélo en 30 (50%) de ellos se realiz6 una
prueba genética para PHP, de los cuales en 14 se identi-
fic6 una mutacidén en el gen GNAS1. En aquellos que no
pudieron ser confirmados genéticamente (76%) se
aceptd como diagndstico los criterios bioquimicos y hor-
monales caracteristicos, excluyendo a los casos con evi-
dencia confirmada de insuficiencia renal, deficiencia de
vitamina D, o cualquier otra causa conocida de hiperpa-
ratiroidismo secundario'’. En 2013, en una serie de 72
casos con PHP atendidos en el Sistema Nacional de Salud
espafiol, se pudo hacer la confirmacién genética en 63
de los casos (88%)1°.

En América Latina, después de una bisqueda en la lite-
ratura entre 1957 y 2020, encontramos 32 publicaciones,
en las que se reportan 56 casos de PHP. Solo en 6 de estas
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Unidades S.I. Valores de normalidad
g/L 35-50
UI/ml <35
mmol/dia <75
mmol/L 2,12-2,57
ng/L <100
umol/L <106
mmol/L 0,8-1,6
UI/L 2-15
pmol/L 10-23
mmol/L <6,1
% <5,7%
- 2,1-2,7
pmol/L 36-179
UI/L 3-25
mmol/L 3,3
pmol/L 1,5-8,97
nM DPD/mM Creatinina (2,3-5,4)
mmol/L 135-146
mmol/L 6,7-28,9
mU/L 0,5-4,70
nmol/L 25-137

publicaciones se realizé estudios genéticos para confirmar
el diagnéstico. En la mayoria de los casos el diagnéstico se
basé en el perfil bioquimico/hormonal y fenotipico.

No existen casos reportados previamente en nuestro
pais, lo que posiblemente se deba a un subdiagnéstico;
sin embargo, los datos publicados a nivel mundial des-
criben las caracteristicas fenotipicas asociadas a la alte-
racion bioquimica compatible con los hallazgos de
nuestro paciente. En nuestro caso, no se pudo confirmar
el diagnostico clinico de PHP mediante un estudio gené-
tico, pero en la literatura es aceptado que las evidencias
clinicas y bioquimicas pueden ser suficiente para hacer
el diagndstico de PHP*11,

En concordancia con los criterios internacionales!?15,
nuestro objetivo en el tratamiento a largo plazo ha sido
reducir el nivel sérico de PTH al nivel superior del rango
de referencia con 1-25 dihidroxivitamina D y calcio oral,
para mejorar la reabsorcion de calcio en el tabulo renal
distal, prevenir la hipercalciuria y evitar alteraciones en
la mineralizacién ésea’®.

CONCLUSIONES

En los paises de América Latina en los que no estan dis-
ponibles los estudios genéticos, debemos tener presente
que, ante un paciente con hipocalcemia severa y persis-
tente asociada a PTH elevada con funcién renal normal
y un fenotipo caracteristico, tiene que surgir la sospecha
diagnostica de un PHP, aun a pesar de la falta de la con-
firmacion genética.

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

La osteocalcina es una proteina sintetizada por el osteoblasto. Antes de ser liberada a la matriz extracelular, la osteocal-
cina humana sufre una gamma-carboxilacion, al unirse en las posiciones 17, 21 y 24 el 4&cido gamma-carboxi-glutdmico.
Ala circulacién pasa parte de osteocalcina carboxilada y descarboxilada. Desde su descubrimiento a finales de los afios
70, se ha utilizado como marcador de formacidn dsea al ser un producto osteoblastico, y desconociéndose su papel en
el organismo. En estos ultimos afios se ha descubierto que la osteocalcina es, en realidad, una hormona, y el hueso un
6rgano endocrino. La osteocalcina que actia como hormona es la forma descarboxilada. La osteocalcina interviene en
la homeostasis de la glucosa, en el funcionamiento del musculo esquelético, en el desarrollo cerebral, la fertilidad mas-
culina, la esteatosis hepatica y la calcificacion arterial. En realidad todos estos hechos se han probado en ratones, pero
existen indicios importantes de que esto podria ocurrir en humanos. Nos encontramos ante hechos que, de probarse,
tendrian una enorme trascendencia clinica.

Palabras clave: osteocalcina, hormona, glucosa, insulina, musculo esquelético, desarrollo cerebral, esteatosis hepatica,

calcificacion arterial.

La osteocalcina es una proteina sintetizada por el osteo-
blasto que fue identificada a finales de los afios 70, y que
en el humano contiene 49 aminoacidos?. Antes de ser li-
berada a la matriz extracelular, la osteocalcina sufre una
gamma-carboxilacion, al unirse en las posiciones 17, 21
y 24 el &cido gamma-carboxi-glutdmico. En esta reaccién
interviene una gamma-carboxilasa y es necesaria la pre-
sencia de la vitamina K (Figura 1). La presencia de los dos
grupos carboxilo provoca que la osteocalcina gamma-car-
boxilada tenga una gran afinidad por el calcio y que, al li-
berarse al medio extracelular, se una en gran proporcién
a la hidroxiapatita del hueso. En la circulacién queda una
parte de esta osteocalcina gamma-carboxilada y también
osteocalcina no carboxiladaZ Solo un 10-30% de la osteo-
calcina sintetizada alcanza la circulacioén, y el resto se
queda unido a la matriz 6sea. La osteocalcina no carboxi-
lada representa 1/3 de la osteocalcina total. Durante la
resorcion, al destruirse la matriz 6sea, parte de la osteo-
calcina que esta unida al hueso pasa a la circulacion? La
osteocalcina es inicamente sintetizada por los osteoblas-
tosy es la proteina no colagena mas abundante de la ma-

»
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triz extracelular y es la décima proteina mas abundante
en los vertebrados®. Desde el principio de su conoci-
miento sus niveles se correlacionaron con la formacién
6sea*. Para todos los investigadores del metabolismo del
hueso supuso un avance contar con un nuevo marcador
de formacién 6sea cuando los inicos marcadores de re-
modelado que se tenian hasta el momento eran la hidro-
xiprolina y la fosfatasa alcalina total. La isoenzima dsea
de la fosfatasa alcalina también se podia medir por un
método bastante complejo mediante electroforesis. La os-
teocalcina se ha utilizado durante muchos afios como
marcador de formacién ésea en practicamente todos los
trabajos que se realizaban al respecto. Se utiliza menos
desde el afio 2011 en que la International Osteoporosis
Foundation (10F) y la International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) recomenda-
ron que se utilizaran el propéptido N-terminal del cola-
geno tipo I (PINP) como marcador de formacién y el
[-telopéptido C-terminal del coldgeno tipo I o (-cross-
laps (B-CTX) como marcador de resorcién en los estu-
dios clinicos sobre osteoporosis®.
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Figura 1. Mediante una carboxilacion post-traslacional el acido glutamico de la osteocalcina se transforma en acido
gamma-carboxi-glutamico. La presencia de los dos grupos carboxilos provoca una gran afinidad por la unién al

calcio Ca?* de la matriz extracelular
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de osteocalcina

Durante muchos afios y a pesar de su abundancia se
ignoraba cudl era el papel de la osteocalcina en el orga-
nismo. Debido a su modificacién post-traslacional se
pensé que estaba implicada en la mineralizacion del
hueso. Pero cuando se consiguieron ratones sin osteo-
calcina (osteocalcina-/-) se evidencié que estos mutan-
tes presentaban una mineralizaciéon totalmente normal,
por lo cual quedaba claro que la funcién de la osteocal-
cina no estaba relacionada con la mineralizacién dsea®.

El hueso contiene osteoclastos, células cuya funcion
es destruir hueso, y esta destruccion activa del hueso
mineralizado requiere energia’. La formacion 6sea tam-
bién requiere energia®. Debido a ello, grupos de investi-
gadores como Karsenty y cols.”!? plantearon la hipétesis
de que el modelado y remodelado 6seo deben estar aso-
ciados a la regulacion del metabolismo energético. Pro-
bablemente, la cantidad de energia de la destruccién
activa del hueso es proporcional a la superficie ocupada
por el mismo. Este requerimiento energético es proba-
blemente muy elevado, puesto que la resorcién dsea no
se produce como un hecho aislado, sino en el contexto
de que debe de haber una regulacidn coordinada de una
funcion bifasica llamada modelado durante la infancia y
remodelado en la vida adulta. Por ello, es por lo que los
autores mencionados anteriormente plantearon la hipé-
tesis de que el modelado y el remodelado 6seo deben de
estar unidos a la regulacién del metabolismo energético.
Esta vision de una regulacion coordinada de la masa
6seay del metabolismo energético esta apoyada por evi-
dencias clinicas. Por ejemplo, el crecimiento longitudinal
del hueso se detiene en los nifios y la masa 6sea des-
ciende en los adultos con acceso severamente limitado
a la comida (es decir, a la energia)!l. Ademas, otro nexo
de unidén entre remodelado 6seo y metabolismo energé-
tico es que la masa 6sea siempre declina en ambos sexos
cuando disminuye la funcién gonadal. Considerando
estas observaciones, se llega a la conclusién de que debe
haber una regulacién coordinada del crecimiento/masa
del hueso, metabolismo energético y reproduccion’®.

Anteriormente menciondbamos que los ratones (os-
teocalcina-/-) tenian los huesos mineralizados normal-

Warfarina

de osteocalcina

mente, pero desarrollan algunos fenotipos que solo pue-
den ser explicados, dado el sitio de sintesis de la osteo-
calcina y su abundancia, si esta molécula estuviera
actuando como una hormona. En efecto, los ratones mu-
tantes (osteocalcina-/-) tenfan mas grasa visceral que
los controles y ademas tenian menos crias. El estudio
sistematico de estos fenotipos estableci6é que el hueso
debia de ser un érgano endocrino y que la hormona que
segrega, la osteocalcina, afecta al metabolismo energé-
tico y a la fertilidad. Es decir, que existe una regulacion
coordinada, endocrina en naturaleza del metabolismo
energético y la reproduccién. Una parte fundamental es
que el hueso seria un 6rgano endocrino y no el receptor
de la accion de las hormonas.

En este momento, el conocimiento de los mecanismos
de accién de la osteocalcina en sus 6rganos diana es un
trabajo que se esta desarrollando. Por ejemplo, la adipo-
sidad aumentada de los ratones (osteocalcina-/-) podria
estar asociada a un descenso en el gasto energético y no
a un incremento del apetito (otra funcién regulada por
el hueso). La base molecular de este fendmeno no ha
sido descubierta todavia?®.

OSTEOCALCINA Y HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

En un estudio de Wei y cols.’, en el que cultivaron osteo-
blastos de ratén con islotes pancreaticos, se observo que
habia un aumento de la expresion de insulina en los islo-
tes. Los osteoblastos no incrementaban la expresion de
ninguna otra hormona segregada por los islotes pancrea-
ticos. Cuando se afiadia osteoblastos procedentes de rato-
nes (osteocalcina-/-) no se producia esta expresion de
insulina. Asf se demostré que los osteoblastos son células
endocrinas que regulan la expresion de insulina y que la
osteocalcina es la hormona responsable de esta accion.
También se observo que los ratones (osteocalcina-/-) con
una dieta normal eran hiperglucémicos e hipoinsulinémi-
cos. La secrecion de insulina estaba disminuida en ausen-
cia de osteocalcina.

En este mismo estudio, un test de tolerancia a la glu-
cosa demostré que los ratones (osteocalcina-/-) eran in-
tolerantes a la glucosa porque tenian un descenso en la
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expresion de insulina. Wei y cols.? expresaron que el
hecho de que la osteocalcina regule el metabolismo de
la glucosa no es sindnimo de que el hueso sea el origen
de la diabetes. Simplemente, aumenta el panorama de
regulacion del metabolismo de la glucosa.

Investigaciones llevadas a cabo en ratas con dieta
normal muestran que la osteocalcina es necesaria y su-
ficiente para promover la proliferaciéon de las células 8
en los islotes pancreaticos, para promover la expresion
y la secrecién de insulina y para favorecer la captacion
de glucosa en los tejidos periféricos y por lo tanto la ho-
meostasis de la glucosa?.

El receptor que media la sefial de la osteocalcina en las
células -pancreaticas y otros tejidos periféricos es un re-
ceptor acoplado a la proteina G denominado GPR6a*3. La
eliminacion especifica de genes y otros experimentos de
genética han establecido que, in vivo, la osteocalcina es,
sin lugar a dudas, el ligando que explica la regulacién de
la homeostasis de la glucosa a través del GPR6a'’. La im-
portancia bioldgica de la regulacion de la osteocalcina en
la homeostasis de la glucosa se ha verificado en ratones
normales alimentados con una dieta alta en grasas. La os-
teocalcina exdgena rescata casi completamente la intole-
rancia a la glucosa de estos animales!*.

Era muy importante saber si estas acciones las pro-
ducia la osteocalcina carboxilada o la descarboxilada. En
las bacterias no existe gamma-carboxilacién y asi se
pudo producir osteocalcina bacteriana recombinante
que no estaba gamma-carboxilada. Esta osteocalcina no-
carboxilada fue capaz de inducir expresion de insulina
en los islotes pancreaticos, indicando que la forma no
carboxilada de la osteocalcina es la que actiia como hor-
mona’.

Los osteoblastos tienen en su superficie receptores
delainsulina, y es de gran interés que la insulina y la os-
teocalcina estan implicadas en un loop regulador, de tal
modo que la sefial de la insulina en los osteoblastos es
necesaria para la buena homeostasis de la glucosa en
todo el organismo®.

Los ratones que no tienen receptores de la insulina
en los osteoblastos, cuando toman una dieta normal, su-
fren un descenso en la forma circulante activa de la os-
teocalcina, un descenso en la secrecion de insulina,
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. La
sefial de la insulina sobre los osteoblastos inhibe la ex-
presién de osteoprotegerina y favorece la resorcion
osea. El bajo pH que se produce bajo los osteoclastos fa-
vorece la formacion de osteocalcina descarboxilada, que
es la forma activa de la osteocalcina. Esta osteocalcina
activa vuelve a actuar sobre las células f-pancreaticas y
se forma nueva insulina que vuelve a actuar sobre el os-
teoblasto y comienza de nuevo el ciclo (Figura 2)*°.

OSTEOCALCINA Y MUSCULO ESQUELETICO

Una simple inyeccidn de osteocalcina exdgena inmedia-
tamente antes del ejercicio o la administracion crénica de
esta hormona durante 1 mes, no solo incrementa la capa-
cidad de ejercicio de los ratones jévenes sino también res-
taura la capacidad de ejercicio de los ratones de mas
edad!®. Al mismo tiempo que incrementa la fuerza mus-
cular en los ratones de edad, la administracién crénica de
osteocalcina favorece la ganancia en masa muscular?’. Es
decir, que la osteocalcina ex6gena es no solamente nece-
saria sino suficiente para revertir el descenso en la capa-
cidad de ejercicio y en la masa muscular observada en los
ratones de mas edad®®.
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La sefial de la osteocalcina sobre el muisculo esquelético
se realiza a través del receptor GPR6a'®. Se ha observado
que la osteocalcina regula la captacion y catabolismo de
nutrientes en el musculo durante el ejercicio. La glucosa
que es el principal nutriente utilizado por el musculo es-
quelético para generar energia durante el ejercicio se al-
macena en las miofibras en forma de glucogeno. La
degradacién del glucdgeno en el musculo esquelético du-
rante el ejercicio es menor en los ratones que no tienen el
receptor GPR6ay en los ratones (osteocalcina-/-), demos-
trando que la osteocalcina favorece la glucogenolisis.

También se ha observado que la acumulacién de inter-
mediarios del ciclo tricarboxilico en el musculo esquelé-
tico que se ve en los ratones después del ejercicio no se
observa en los ratones (GPR6a-/-), lo que indica que no
hay entrada de ATP procedente del ciclo tricarboxilico. Du-
rante un periodo largo de ejercicio, cuando los animales
terminan su reserva de glucdgeno, la captacion y catabo-
lismo de los acidos grasos se incrementa en el muisculo es-
quelético®. La osteocalcina favorece la oxidacion de los
4cidos grasos en las miofibras. La sefial de la osteocalcina
en las miofibras promueve la captacion y el catabolismo
de la glucosa y de los acidos grasos durante el ejercicio,
por eso se observa un descenso de actividad fisica en los
ratones (osteocalcina-/-) y (GPR6a-/-) cuando se compa-
ran con los controles?.

Se conoce desde hace décadas que el ejercicio induce
cambios en el sistema inmune?!. La interleucina 6 (IL6)
fue la primera molécula que se vio que se liberaba a la
sangre en respuesta a la contraccién muscular?? La IL6
promueve la captacion de glucosa y la oxidacion de los
4cidos grasos en el musculo esquelético, aumentando la
produccién de glucosa en el higado y la lipolisis en el te-
jido adiposo?®.

El ejercicio induce la resorcion ésea y la produccion
de osteocalcina bioactiva. Los ratones (IL6-/-) después
del ejercicio no aumentan los marcadores de resorcion
6sea ni la osteocalcina bioactiva, como pasa en ratones
sanos. Esto sugiere la existencia de un loop entre el
hueso (via osteocalcina) y el musculo (via IL6) que pro-
mueve la adaptacion al ejercicio®. Asf pues:

- La osteocalcina aumenta la captacion de nutrientes
y su catabolismo en el musculo esquelético.

- La osteocalcina aumenta la secrecién de IL6 en el
musculo esquelético. Esto da lugar a la generacién de
glucosa extra-muscular y acidos grasos?.

- La IL6 aumenta la produccién de osteocalcina bioac-
tiva20.

La IL6 y la osteocalcina regulan aspectos similares del
metabolismo esquelético durante el ejercicio, incremen-
tando la glucosa y el catabolismo de los acidos grasos.
Pero, ;actua la osteocalcina independientemente de la
IL6 en estos procesos? Mera y cols.!¢ estudiaron la accién
de la osteocalcina sobe un cultivo de miofibras en ratones
normales y ratones (IL6-/-). La osteocalcina indujo estas
funciones en los dos tipos de cultivo, lo que revela que la
IL6 no es requerida para la accién catabolica de la osteo-
calcina en el musculo esquelético.

La identificacion de un puente entre el hueso, via os-
teocalcina, y el musculo esquelético, via IL6, que es ne-
cesario y suficiente para promover la adaptacién al
ejercicio en animales jovenes y mayores, representa un
avance significativo en nuestro conocimiento de cémo
el sistema muscular esquelético controla una funcién
que es esencial para la supervivencia de todos los ver-
tebrados?®.
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Figura 2. Ciclo osteocalcina-insulina. La osteocalcina descarboxilada, forma activa, se une al receptor GPRCé6a de
las células 3 pancreaticas, provocando la liberacion de insulina. La insulina se une entonces al receptor de la insulina
en el osteoblasto, provocando una disminucién de la sintesis de osteoprotegerina y un aumento de la resorcion
osea. En el ambiente acido del osteoclasto, la osteocalcina inactiva, gamma carboxilada, se convierte en activa, no-
carboxilada. La osteocalcina activa vuelve a comenzar el ciclo uniéndose a las células  de los islotes pancreaticos
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Basada en Wei y cols.’

OSTEOCALCINA Y DESARROLLO CEREBRAL

La osteocalcina es necesaria para el desarrollo del cerebro
y para su funcionamiento. Su ausencia en ratones produce
un profundo déficit en el conocimiento espacial y la memo-
ria y una exacerbacion de la ansiedad. La ostecalcina podria
prevenir el descenso de conocimientos debido a la edad?.

El factor neurotréfico BDNF, una molécula muy cono-
cida que participa en la memoria, dependiente del hipo-
campo, es el mediador de la regulacién de la osteocalcina
sobre la funcion cognitiva®. La osteocalcina no carboxilada
es capaz de estimular la dinamica del transporte de vesi-
culas de BDNF hacia la sipnasis en las neuronas de ratas?>.

Khrimian y cols.?” identificaron el receptor que traslada
la sefial de la osteocalcina a las neuronas. Es el Gpr158, un
receptor unido a la proteina G expresado en las neuronas
en laregion CA3 del hipocampo, que transmite la sefial de
la osteocalcina a través del inositol 1,4,5-trifosfato y un fac-
tor neurotréfico derivado del cerebro. Esto es muy impor-
tante de cara a futuras acciones terapéuticas.

OSTEOCALCINA Y FERTILIDAD MASCULINA

La osteocalcina descarboxilada actda sobre las células
de Leydig de los testiculos favoreciendo la biosintesis de
testosterona?®. La osteocalcina descarboxilada actia a
través del receptor GPRC6a, al igual que lo hacia sobre
las células B-pancreaticas.

Tambien se ha demostardo que la osteocalcina acttia
via un eje pancreas-hueso-testiculos que regula, indepen-
dientemente y en paralelo al eje hipotalamo-pituitaria-tes-
ticulos, la funcién reproductiva masculina, promoviendo
la biosintesis de testosterona®.

OSTEOCALCINA Y ESTEATOSIS HEPATICA

En ratones con una dieta rica en grasa, inyecciones diarias
de osteocalcina de 3 6 30 ng/g de peso/dia restauran par-

@ 0steocalcina activa

v Insulina

cialmente la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glu-
cosa. Mas aun, los ratones tratados con inyecciones intermi-
tentes de osteocalcina presentaban un gasto aumentado de
energia y estaban protegidos de la obesidad inducida por la
dieta. Por ultimo, la esteatosis hepatica inducida por la dieta
rica en grasas era evitada totalmente en los ratones que re-
cibian la osteocalcina a diario. Estos resultados evidencian
que las inyecciones diarias de ostecalcina mejoran el manejo
de la glucosay evitan el desarrollo de la diabetes tipo 24,

OSTEOCALCINA Y CALCIFICACION ARTERIAL

En la “paradoja calcificacion 6sea-vascular” existe una
elevada calcificacion en los vasos, conduciendo a rigidez
arterial y enfermedad cardio-vascular y una reducida
calcificacion en el hueso que conduce a osteoporosis y
fractura 6sea. Esto conduce a la hipétesis de que los
desdrdenes en el metabolismo dseo y los cardiovascula-
res podrian tener vias patogénicas comunes, conduciendo
ala expresion “eje dseo-vascular”?’. Varias moléculas pa-
recen jugar un papel en este eje, y una de ellas seria la os-
teocalcina.

Rashdan y cols. mantienen la hipétesis de que la osteo-
calcina regula la calcificacién de las células del mdsculo
liso vascular!. La inmunohistoquimica revela la co-locali-
zacion de la osteocalcina con la calcificacion de las células
del musculo liso vascular en placas calcificadas de arterias
carétidas. La implicacion de la osteocalcina en el desarro-
llo de arteriosclerosis estad avalada por un reciente meta-
analisis de Millar y cols.??, en el que se observa una relacion
entre la osteocalcina y los marcadores de arterioesclerosis
en muestras histologicas. En este mismo estudio, los au-
tores no encontraron diferencias entre los niveles de os-
teocalcina en pacientes con y sin eventos vasculares. Es
decir, que la osteocalcina parece ser un marcador sélo del
proceso de calcificacion.
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OSTEOCALCINA EN HUMANOS

Hasta ahora, toda la revision realizada sobre el papel de
la osteocalcina como hormona se ha centrado en expe-
rimentos en ratones o ratas. Resulta de extraordinaria
importancia conocer si estos hechos se pueden trasladar
al humano, con las implicaciones clinicas que ello con-
llevaria.

Una revisién sistemdtica de la literatura realizada
entre el afio 2007 y el 2014 identificé 82 estudios que
observaban que los niveles séricos de osteocalcina des-
carboxilada o total se correlacionan negativamente con
la glucosa sanguinea, la resistencia a la insulina, la obe-
sidad o marcadores del sindrome metabdlico. Mas atn,
algunos de los datos obtenidos en humanos apoyan un
papel de la osteocalcina en la secrecion de insulina®:.

Se ha observado que el tratamiento con bifosfonatos
desciende la osteocalcina no carboxilada en el suero y
que los niveles de la misma y/o los marcadores de la
sensibilidad o la secrecién de insulina se correlacionan
positivamente con los marcadores de resorciéon ésea en
humanos3*.

Se ha visto también que pacientes con una forma do-
minante de osteopetrosis debido a un defecto en la acti-
vidad del osteoclasto se caracterizan por niveles
descendidos de osteocalcina descarboxilada e hipoinsu-
linemia'®,

Cambios en los niveles de osteocalcina, siguiendo tra-
tamientos con bifosfonatos, se asocian con cambios en
la masa y la grasa corporal®.

Oury y cols. analizaron una cohorte de pacientes con
fallo testicular, e identificaron 2 individuos con una va-
riante en uno de los dominios del GPRC6a. Estos pacien-
tes presentaban intolerancia a la glucosa y resistencia a
la insulina3®.

Se han comparado los niveles de osteocalcina entre pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 2 y poblacién no diabética,
teniendo los diabéticos menores niveles de osteocalcina®’.
Los pacientes con sindrome metaboélico también tienen
menos niveles de osteocalcina total que los individuos
sanos. Ademas existe una correlacién entre osteocalcina
total y descarboxilada con marcadores del estado glicémico
y otros parametros cardio-metabdlicos®. Estos autores se-
fialan la necesidad de profundizar en estos hallazgos y su
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posible participacién en la salud humana, asi como anali-
zar su posible potencial terapéutico.

Un estudio observacional evalud la asociacién entre
niveles séricos de osteocalcina y capacidad de conoci-
miento en adultos sanos, demostrando que se correla-
ciona positivamente con medidas de conocimiento
global en mujeres ancianas®. En nifios y adolescentes
con higado graso no alcohdlico, la concentracién de os-
teocalcina se correlaciona inversamente con las enzimas
hepaticas y con la severidad de la enfermedad*.

Smith y cols., en un trabajo realizado en 2020*, han es-
tudiado los valores normales de osteocalcina descarboxi-
lada y carboxilada en hombres adultos. Estos valores
deberfan ser introducidos en futuros estudios en los en-
sayos clinicos y asociarlos a la prediccion de sucesos como
fracturas o riesgo de diabetes. La cantidad de evidencias
sobre los efectos multiorganicos de la osteocalcina descar-
boxilada, apoyados en los hechos demostrados in vivo e in
vitro, sefialan la necesidad de profundizar en estos hallaz-
gos y su posible participacién en la salud humana, asi
como analizar su posible potencial terapéutico.

CONCLUSIONES

Resultan verdaderamente sorprendentes los descubri-
mientos que se han hecho estos tultimos afios sobre el
papel de la osteocalcina como hormona y del hueso
como 6rgano endocrino. La osteocalcina, que para los
investigadores del metabolismo 6seo era simplemente
un marcador de formacidn 6sea sin ninguna funcién co-
nocida.

En ratones, la osteocalcina esta implicada en la ho-
meostasis de la glucosa, en el funcionamiento del mus-
culo esquelético, en el desarrollo cerebral, en la esteatosis
hepatica, en la fertilidad masculina y en la calcificacion
arterial.

Empezamos a conocer trabajos que parecen anticipar
que esto podria suceder también en el hombre.

Resulta de extraordinaria importancia abordar este
tipo de investigacion en el humano, porque si lo suce-
dido en el hombre fuera semejante a lo que ocurre con
la osteocalcina en los ratones, las implicaciones terapéu-
ticas de este compuesto serian extraordinariamente in-
teresantes.

}}l Conflicto de intereses: Las autoras declaran no tener conflicto de intereses.
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La artrosis (OA) es una de las enfermedades reumaticas
mas prevalentes hoy en dia, y esta caracterizada por la
progresiva degeneracidn del cartilago articular acompa-
fiada por alteraciones en otros tejidos, como son en el
hueso subcondral, el tejido sinovial o el musculo. En la
actualidad, la OA es una de las causas mas frecuentes de
incapacidad en la poblacién envejecida a nivel mundial,
siendo una de las principales causas de dolor crénico.
Desde el punto de vista biomecanico, la articulacién esta
implicada en el mantenimiento del soporte mecanico es-
tabilizando el movimiento y la flexion. Las consecuen-
cias mecanicas de la degeneracion articular incluyen la
pérdida de estabilidad o el aumento de la tensién de
carga en las articulaciones, asociadas a cambios en la es-
tructura y composicién del cartilago articular. Dado que
todavia no se conocen los mecanismos moleculares por
los cuales se produce la degradacion del tejido articular
y la pérdida de homeostasis de este, los tratamientos ac-
tuales disponibles se basan en el uso de antiinflamato-
rios y farmacos para paliar el dolor.

El cartilago articular es un tejido con propiedades me-
canicas unicas formado por una densa matriz extracelular
(MEC) que recubre la superficie del hueso en las articula-
ciones mdviles, compuesta principalmente por distintos
tipos de coldgeno, proteoglicanos y glicoproteinas. Los
condrocitos, Unico tipo celular descrito en el cartilago ar-
ticular, son las células encargadas de sintetizar los compo-
nentes de la MEC, asi como del mantenimiento de la
homeostasis del tejido. Teniendo en cuenta la distribucién
de los condrocitos dentro del cartilago, hasta hace unos
pocos afios se creia que los condrocitos se encontraban de
forma aislada en lagunas insertadas en la MEC sin ningtin
tipo de interaccion o comunicacion celular entre ellos. Sin
embargo, resultados recientes han demostrado que los
condrocitos presentan proyecciones citoplasmaticas que
son capaces de atravesar la MEC y conectar células distan-
tes’. En linea con estos resultados, se ha demostrado que
los condrocitos expresan varias proteinas de la familia de
las conexinas, implicadas en la comunicacion celular a tra-

»

vés de uniones comunicantes (gap junctions, GJs). En el
caso del cartilago, los condrocitos son capaces de comu-
nicarse a través de canales de conexinas formados funda-
mentalmente por conexina 43 (Cx43)% Ademas, a través
de estas proyecciones citoplasmaticas y uniones comuni-
cantes, los condrocitos son capaces de intercambiar dife-
rentes metabolitos y pequefias moléculas como ATP o
ARN ademas de aminoacidos y proteinas’?. Por otro lado,
varios estudios indican que la sobreactividad de la Cx43
desencadena en un proceso inflamatorio y degenerativo
relacionado con la degradacién de la articulacién en pa-
cientes con 0A2 En nuestro grupo de investigacion hemos
demostrado que alteraciones en la actividad de la Cx43
desencadenan en cambios en el fenotipo de los condroci-
tos acompafiados de un aumento en los niveles de expre-
sién de interleuquina-1f (IL-1f), ciclooxigenasa-2 (COX-2)
y metaloproteasa-3 (MMP-3)* asociados al progreso de la
enfermedad. La sobreexpresion de la Cx43 en una linea de
condrocito aumenta los marcadores tipo CD105 y CD166
asociados a células des-diferenciadas tipo stem, asi como
la translocacién al nucleo del factor de transcripcion
Twist-1, lo que indica que podrian estar sufriendo un pro-
ceso de transicion epitelio-mesénquima (TEM)*. Por ul-
timo, la sobreactividad de la Cx43 se asocia con un
aumento de los niveles marcadores de senescencia tales
como p53, p16 y 3-galactosidasa, asi como de activacién
de NF-x[3 acompainado de un fenotipo senescente y au-
mento en la secrecion de citoquinas inflamatorias, cono-
cido como fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP)* Estos resultados ponen en evidencia que altera-
ciones en la expresion y actividad de la Cx43 podrian
estar jugando un papel esencial en el desarrollo y en el
progreso de la enfermedad al modular el fenotipo del con-
drocito adulto. De hecho, la disminucién de la actividad
de la Cx43 utilizando diferentes compuestos mejora la ca-
pacidad de regeneracidn de diferentes tejidos y en dife-
rentes modelos de patologias asociadas a la edad>®,
reforzando el papel de esta proteina transmembrana en
la degeneracidn tisular y senescencia.
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Figura 1. La Cx43 esta involucrada en los procesos de des-diferenciacion y senescencia en condrocitos asociados a
procesos inflamatorios y degenerativos en pacientes con OA. La disminucidn de los niveles de la Cx43 con farmacos
modificadores de la artrosis (DMARDs) podria revertir este proceso y favorecer un ambiente regenerativo que evi-

taria el progreso de la enfermedad
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Sin duda son necesarios mas estudios al respecto, pero,
hoy en dia con los resultados que tenemos, podriamos
concluir que la Cx43 es una diana terapéutica de interés
para mantener el fenotipo de condrocito adulto, y evitar
procesos de desdiferenciacién y senescencia celular aso-
ciada a un fenotipo inflamatorio y degenerativo cuando
se mantiene en el tiempo (de forma crénica). De hecho,
modelos in vitro ya han demostrado su utilidad al reducir
marcadores de senescencia celular y favorecer la re-dife-
renciacion del condrocito restaurando la capacidad de re-
generacion del tejido”. A mayores, cabe destacar que
resultados obtenidos recientemente por nuestro grupo
de investigacion indican que el aumento de Cx43 podria
estar también involucrado en la degeneracion tisular y
acumulacion de células senescentes en casos de degene-
racion de disco intervertebral, sugiriendo que terapias di-
rigidas a modificar a la Cx43 podrian ser de utilidad en el
tratamiento de patologias degenerativas en el disco inter-
vertebral.

En los ultimos afios, diferentes fairmacos modificado-
res de la OA han sido propuestos como nuevas estrate-
gias terapéuticas debido a su capacidad para favorecer
la condrogénesis, promoviendo asi la re-diferenciacion
de los condrocitos y mejorando la regeneracion tisular.

Condrocitos
dediferenciados

’%’TPmlﬁemcién celular/ <ok
TRemodelado MEC / :*4°*

Degeneracion cartilago

"~

0‘”/))% Inflamaci6n
= 4 Tp21/p16
‘ . TSAsp
Condrocito
senescente
Articulacion
artrosica

Por otro lado, moléculas capaces de reducir los niveles
de Cx43, como la oleuropeina’?, mejoran la formacion de
MEC en modelos 3D al aumentar los niveles de colageno
tipo Il y proteoglicanos, y también mejoran el fenotipo
del condrocito artrésico reduciendo los niveles de ex-
presién génica de interleuquinas inflamatorias y meta-
loproteasas'®,

Estos y otros trabajos ponen en evidencia que niveles
elevados de Cx43 en el cartilago observados desde pri-
meros estadios de la enfermedad podrian estar relacio-
nados con la activacion de procesos de degradacion del
cartilago articular al activar la transicion epitelio-mesén-
quima (des-desdiferenciacién celular) y aumentar senes-
cencia celular de forma sinérgica (Figura 1). Sin duda, el
uso de moléculas y compuestos que disminuyan los nive-
les o la actividad de esta proteina resultara de interés para
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento de enfermedades degenerativas musculo-es-
queléticas asociadas a la edad como la artrosis.
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INTRODUCCION

La vitamina D ejerce su efecto fundamentalmente a traves
de su metabolito activo, el 1,25-dihidroxicolecalciferol,
mediante su unidn a un receptor cuya distribucion por las
diferentes células del organismo es muy amplia. Este re-
ceptor regula la expresion de genes implicados en dife-
rentes funciones bioldgicas, incluyendo desarrollo de
organos, control del ciclo celular, metabolismo fosfocdl-
cico, detoxificacidn, y control de la inmunidad innata y
adaptatival?. La regulacion del receptor de la vitamina D
viene determinada por factores ambientales, genéticos y
epigenéticos que interactuan entre si.

La vitamina D incrementa la absorcidn intestinal y la
reabsorcion tubular de calcio, inhibiendo la sintesis de PTH.
Ello conduce a disminucién del recambio 6seo, lo que con-
tribuye al mantenimiento de su resistencia y la reduccion
del riesgo de fracturas. Ademds, ejerce un efecto intradseo,
facilitando la mineralizacion de la matriz, lo que previene el
desarrollo de raquitismo en los nirfios y osteomalacia en los
adultos. Se han publicado numerosos estudios que mues-
tran una asociacion entre niveles bajos de vitamina D y di-
versas enfermedades crdnicas, como el cdncer, diabetes,
enfermedades cardiovasculares, esclerosis muiltiple y en-
fermedades infecciosas, entre otras®. Estas asociaciones
pueden explicarse a través de diferentes mecanismos fisio-
patolégicos relacionados con el déficit de vitamina D.

Durante el afio 2020 se ha producido la pandemia deri-
vada de la COVID-19 con un elevado indice de contagiosi-
dad y mortalidad. La gravedad del proceso ha obligado a
aplicar medidas terapéuticas sin una clara evidencia cien-
tifica*. Muchas de ellas no han mostrado eficacia en poste-
riores estudios de cohortes y ensayos clinicos de diferente
naturaleza, por lo que han sido retiradas. Algunas han mos-
trado utilidad en determinados periodos de la enfermedad.

La vitamina D es una hormona cuya deficiencia se ha
asociado a numerosas enfermedades agudas y cronicas,
tanto dseas como extradseas. Sin embargo, los estudios
realizados para demostrar la causalidad de la asociacion,
en general, no han sido positivos. El hecho de que diversos
factores de riesgo asociados a la incidencia y gravedad de
la COVID-19, como la latitud norte, la edad avanzada, las

»

razas no caucasicas, la hipertension arterial y la diabetes,
también se hayan asociado con la deficiencia de la vita-
mina D5, sugiere la posible relacién entre infeccién por
COVID-19 y deficiencia de vitamina D.

Esto lleva a plantear las siguientes cuestiones:

- ;Existe una relacion entre la deficiencia de vitamina D
y el riesgo de infeccién por coronavirus?

- (Existe una explicacién biolégica de esta asociacién?

- ¢La administraciéon de vitamina D a los individuos
deficientes puede prevenir la infeccién o alterar su gra-
vedad?

- ¢Cudl es la relacion riesgo/beneficio de su adminis-
tracién?

¢Existe una relacion entre la deficiencia de vitamina D
y el riesgo de infeccion por coronavirus SARS-COV-2?

Aunque no todos los datos son uniformes, si parece observarse
una relacién, no necesariamente causal, entre deficiencia de
vitamina D y la incidencia y mortalidad por COVID-19.

¢Existe una relacién entre la deficiencia de vitamina D
y el riesgo de infeccion por coronavirus?

Inicialmente se observé que la mortalidad por COVID-19
era superior en latitudes norte, lo que podria deberse a una
disminucién de la produccién de vitamina D por efecto de
la radiacién ultravioleta. Sin embargo, Espaia e Italia, loca-
lizadas al sur, presentaron una mortalidad muy elevada, a
la vez que una alta prevalencia de hipovitaminosis D®. Illie
etal’llevaron a cabo un estudio ecoldgico en 20 paises eu-
ropeos, observando una relacion inversa de los niveles de
vitamina D con la incidencia de COVID-19 (r:-0,443; p=0,05)
y la mortalidad por la enfermedad (r:-0,4378; p=0,05). En
otro estudio realizado en 117 paises, se observ) una aso-
ciacién entre latitud y mortalidad (p<0,033), tras ajustar
porla edad®. Meltzer et al®, en una cohorte de 489 pacientes,
con un 75% de mujeres, observaron que el riesgo de pade-
cer infeccion por COVID-19 se asociaba a edad avanzada,
raza no caucasica y deficiencia de vitamina D. El riesgo de
infeccién en los individuos con suficiencia de vitamina D era

Correspondencia: José Luis Pérez Castrillon (uvacastrv@gmail.com)



156 Pérez Castrillon JL, Casado E, Corral Gudino L, Gémez Alonso C, Peris P Riancho JA  DOCUMENTO DE POSICION

del 12,2%, frente al 21,6% de los que tenian insuficiencia
(p=0,02). D'Avalio et al.’® encontraron que los pacientes con
PCR positiva tenian unos niveles de vitamina D de 11,1
ng/ml, mientras que, entre los que tenian PCR para
COVID-19 negativa, los niveles eran de 24,6 ng/ml; p=0,004.
Otro estudio relacioné los niveles de vitamina D con la mor-
talidad, de tal manera que los pacientes con vitamina D in-
ferior a 10 ng/ml tenian un 50% de probabilidades de
morir, frente al 5% de los que tenian un nivel superior; aun-
que el tamafio muestral del estudio era pequeno?'. Hernan-
dez et al.'? encontraron niveles mas bajos de vitamina D en
pacientes hospitalizados, sin relacion con la severidad de la
enfermedad, aunque observaron una relaciéon inversa con
los niveles de ferritina y dimero D, ambos parametros rela-
cionados con la gravedad de la infeccion.

Larelacion entre bajos niveles de vitamina D y riesgo de
infeccion por COVID-19 ha sido observado en un meta-ana-
lisis reciente!?. Pereira et al.** realizaron un meta-analisis
que incluy6 8.176 pacientes con infeccion por COVID-19.
Estos autores no encontraron relacién entre deficiencia de
vitamina D y un mayor riesgo de infeccién, pero si con la
gravedad de la misma. Tampoco encontré asociacion entre
vitamina D y COVID-19 un estudio realizado en Inglaterra
con muestras de biobanco'®. Hay que tener en cuenta que,
en pacientes criticos, hay una alta prevalencia de deficien-
cia de vitamina D, aunque desconocemos si la misma es un
“espectador inocente”, un marcador de gravedad o un fac-
tor de riesgo real y modificable. La estimulacion de la 1a-
hidroxilasa renal ante procesos inflamatorios hace que la
asociacion de diversos procesos agudos tenga la posibili-
dad de ser efecto mas que causa, siendo los niveles de 25-
hidroxivitamina D un reactante de fase aguda negativo®.

Por tanto, aunque los estudios realizados tienen plan-
teamientos diferentes y sus resultados no son uniformes,
en general se observa una asociacion, no necesariamente
causal, entre la deficiencia de vitamina D y la incidencia y
mortalidad por COVID-19.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(4):155-159

b) Produccién de péptidos antimicrobianos: el 25-hi-
droxicolecalciferol se trasforma en 1,25-dihidroxicole-
calciferol (calcitriol) a nivel de monocitos y macroéfagos
que expresan CYP27B1 (1-a hidroxilasa), y facilita el
desarrollo de células presentadoras de antigenos. El cal-
citriol estimula la produccion de catelicidina, defensina
y NOD2 (nucleotide binding oligomerization domain-con-
taining protein 2), facilitando la destruccién de microor-
ganismos. Ademds, aumenta la sintesis de hepcidina,
que acumula hierro a nivel celular, impidiendo su em-
pleo por los microorganismos, y estimula la produccién
de 6xido nitrico y superéxido. Todas estas proteinas tie-
nen una accion antiviral y se producen por estimulacién
de la inmunidad innata®1,

c) La estimulacion de la inmunidad innata, mediada
por la vitamina D, disminuye la proliferacién de linfoci-
tos T helper tipos 1y 17 e incrementa la de linfocitos T
helper 2 y de linfocitos T reguladores. El resultado es un
descenso de las citocinas proinflamatorias (IL1, IL6,
IL12, TNFa, IL17 e interferén y) y un incremento de ci-
tocinas antiinflamatorias (IL10). Este descenso de cito-
cinas inflamatorias puede ser mediado a través de la via
metabolica de NFkf. Todos estos efectos modifican la in-
munidad adquirida'?2°.

d) La entrada del SARS-COV-2 en las células del orga-
nismo, y, por tanto, el inicio del proceso infeccioso, se rea-
liza a través del receptor ECA2. Se produce un fenémeno
paraddjico, ya que el ECA2 se expresa menos intensa-
mente en varones y ancianos que, por otra parte, son los
que presentan un mayor riesgo de infeccién grave por
COVID-192. La vitamina D es un potente inhibidor de la
renina, por lo que su administracion facilita un descenso
de la relacién ECA clasico/ECA2 que disminuye la morbi-
mortalidad cardiovascular.

Todos estos hechos representan las bases bioldgicas
que podrian explicar el posible efecto beneficioso de la
vitamina D.

(Existe una explicacion biolégica de la asociacién entre
la deficiencia por vitamina D e incidencia y mortalidad?

La vitamina D puede jugar un efecto protector gracias a:

- El mantenimiento de la integridad del epitelio.

- La estimulacién de la produccion de péptidos antimicrobianos.
- Lareduccion de la respuesta inflamatoria.

- Lamodificacién de la relacién entre ECA/ECA2 al incrementar
la expresion de ECA2.

¢La administracion de vitamina D a los individuos deficientes
puede prevenir la infeccion o alterar su gravedad?

Las evidencias para indicar la administraciéon de vitamina D
en la prevencién o tratamiento de la COVID-19 son escasas y
presentan numerosas limitaciones.

En estos momentos desconocemos el umbral de vitamina D que
se debe alcanzar para conseguir el objetivo, el metabolito mas
idéneo o las dosis que deben utilizarse.

¢Existe una explicacion biolégica de la asociacion entre
deficiencia por vitamina D e incidencia y mortalidad?
La vitamina D puede intervenir en la reduccién de la in-
cidencia y mortalidad por COVID-19 a través de diversos
mecanismos, como el mantenimiento de la integridad
epitelial, la produccién de péptidos antimicrobianos, la
reduccién de la respuesta inflamatoria y la modificacion
de la relacién entre ECA/ECA2 (enzima convertidor de
la angiotensina cldsico/enzima convertidor de la angio-
tensina 2) al incrementar la expresion de ECA2.

a) Integridad epitelial: la vitamina D estimula la expre-
sién de gap protein y tight junction protein que ayudan a
mantener la integridad del epitelio impidiendo la penetra-
cion del virus. Ademas, actia de forma indirecta estimu-
lando la autofagia y facilitando la muerte de células
epiteliales ocupadas por el virus. Este efecto lo realiza a
través de modulacién de la via metabo6lica mTOR?Y’.

¢;La administracion de vitamina D a los individuos de-
ficientes puede prevenir la infeccion o alterar su gra-
vedad?

Un meta-anadlisis que incluy6é mas de 11.000 pacientes,
procedentes de 25 ensayos clinicos, mostré un efecto be-
neficioso de la vitamina D en la reducciéon de enfermeda-
des infecciosas del tracto respiratorio. El efecto era mayor
en situaciones con deficiencia grave de vitamina D (<10
ng/ml) y con administraciones diarias o semanales?2 Te-
niendo en cuenta estos datos, la existencia de hipovitami-
nosis D en pacientes con COVID-19 y una explicacién
bioldgica que ofrece plausibilidad a un efecto beneficioso,
se han planteado 18 ensayos clinicos que tratan de de-
mostrar esta hip6tesis'®. Los efectos beneficiosos podrian
tener lugar tanto en las fases virémicas precoces, impi-
diendo el desarrollo de la enfermedad, como en fases tar-
dias hiperinflamatorias.
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Tabla 1. Estudios de vitamina D-COVID-19

Tipos

Autor de estudio Poblacion (N) Suplemento
Pacientes con
Fasano et al Casos/Controles enferm.e dad de No establecido
Parkinson
(1.486)
Colecalciferol
50.000 Ul/mes (previo)
Annaweiler C Institucionalizados  80.000-100.000 UI/2-3
Casos/Controles .
etal* (7 meses (previo)
80.000 Ul bolo tinico
tras diagndstico
: o Colecalciferol
Annaweiler G Casos/Controles Insitucionalizados bolo de 80.000 Ul previo
etal® (66) o
o tras diagnostico
Toiesedusior Colecalciferol
1. 1/di
Tan CW et al.* Casos/Controles COVID-19 (1.000 U /dia),
3) magnesio,
vitamina B12
Pacientes con
COVID-19:
enfermedad Parkinson )
Cereceda (105) Colecalciferol
Casos/Controles o >800U1/dfa
etal cuidadores en 38 individuos
(92),
hospitalizados
(127)
Ensayo clinico Ingresados por Calcifediol
a
Entrenas- piloto abierto, neumonia COVID-19 64'000. Ul/1 semana y
. . posteriormente 16.000
Castillo et al?®  aleatorizado y (76; 50 tratados y
Ul/semana hasta el

doble ciego 26 no tratados)

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

Sin embargo, las evidencias disponibles hasta ahora
son muy escasas. Se han publicado varios estudios de
casos/controles que podemos denominar cuasi-experi-
mentales y un estudio piloto a partir de una cohorte de
pacientes infectados con neumonia (Tabla 1). El tamafio
muestral de los mismos es pequeiio, salvo uno de ellos
que incluy6 1.476 pacientes. Se han obtenido algunos re-
sultados favorables, aunque debe tenerse en cuenta las
limitaciones que presentan?3-2%, No hay datos sobre los
valores de 25-hidroxivitamina D basales ni finales, aun-
que todos ellos valoran variables de resultado importan-
tes, como incidencia de enfermedad y mortalidad.

Algunos estudios en poblacion geriatrica instituciona-
lizada que analizan el efecto de bolos de colecalciferol
(80.000 UI) previos y/o en el momento de la infeccioén, re-
portan mejor evolucién de la enfermedad y una disminu-
cion de la mortalidad, mientras que en otros estudios de
las mismas caracteristicas este efecto se observa en los in-
dividuos que son tratados con bolos periddicos de colecal-
ciferol durante el afio previo a la infeccién?*#. En ambos
casos las dosis utilizadas son superiores a las recomenda-
das. En un estudio realizado en China con una cohorte de

alta o ingreso en UCI

Objetivo Resultados Comentario
Incidencia de 12,4% vs. 22,9% Los que reciben suplementos
COVID-19 (p=0,010) tienen menos incidencia
Los que reciben vitamina D
6,9% vs. 31,3% en el afio previo tienen menos
. (p=0,017) mortalidad, pero no los que la
M i 18,8% vs. 31,3% reciben tras el diagnostico.
(p=0,5) Las dosis son superiores a las
recomendadas habitualmente
Los que reciben vitamina D
Mortalidad 17,5% vs. 55,6% tienen menos mortalidad.
(p=0,023) Las dosis son superiores a las
recomendadas habitualmente
17,6% vs. 61,5% Los que reciben vitamina D
Morbilidad ingreso en UCI necesitan menos oxigenoterapia
(p=0,006) y/o ingreso en UCI
Mortalidad OR=178 Los que reciben vitamina D

tienen una mayor tendencia a

intrahospitalaria .
morirse

(0,64-4,91; p=0,26)

Los que reciben vitamina D
ingresan menos en UCI
aunque los factores de riesgo
no estan equilibrados entre
grupos.

Las dosis son superiores a las
recomendadas

2% vs.50%

Ingreso en UCI (p<0,001)

pacientes asintomaticos con COVID-19 se valoro el efecto
de la administracién de suplementos asociando colecalci-
ferol (1.000 UI), magnesio y vitamina B12 sobre la evolu-
cion de la enfermedad?®. Los que recibieron suplementos
ingresaron menos en las unidades de cuidados intensivos
(UCI) y necesitaron menos oxigenoterapia. Sin embargo,
otro estudio, con colecalciferol, no confirmo esos datos. La
administracion de suplementos se asocié a una tendencia
al incremento de mortalidad, aunque sin alcanzar la sig-
nificacion estadistica?’. No obstante, es importante men-
cionar las limitaciones metodolégicas de dichos estudios.
El tnico estudio con calcifediol (25-hidroxivitamina D) se
ha realizado en Espafia y muestra una reduccion de la gra-
vedad de la enfermedad y de la mortalidad. Se usaron
dosis relativamente elevadas de calcifediol (0,532 mg, se-
guido de 0,266 mg alos 3y 7 dias y posteriormente sema-
nal hasta el alta del paciente), sin determinaciones de
vitamina D basales ni durante el tratamiento, por lo que
podrian plantear dudas de seguridad?®. De hecho, con la
administracion de calcifediol (0,266 mg) de forma quin-
cenal se alcanzan concentraciones de 25-hidroxivitamina D
mayores de 30 ng/ml en la mayoria de individuos y, si bien
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con este tipo de dosificacion no se ha descrito el desarrollo
de hipercalcemia, alrededor del 38% de individuos pre-
senta concentraciones superiores a 60 ng/ml?°. Otro estu-
dio con dosificacién semanal mostrd concentraciones
medias de 93,2+32,4 ng/ml*. Aunque parece razonable
emplear suplementos mas rapidos y potentes para alcan-
zar concentraciones suficientes de vitamina D, es aconse-
jable considerar juiciosamente la dosis y frecuencia de
administracion.

En estos momentos se desconoce cudl es el umbral
optimo de vitamina D que debemos conseguir en la pre-
vencion o tratamiento frente a la COVID-19 para alcan-
zar el objetivo, asi como las dosis que deben utilizarse.
En un estudio realizado en China con un tamafio mues-
tral pequefio (62 casos y 80 controles), situaban este
umbral en 16,5 ng/ml3!. Parece razonable conseguir ni-
veles por encima de 20 ng/mly preferiblemente por en-
cima de 30 ng/ml.

Como conclusion, podemos decir que las evidencias
para indicar el empleo de vitamina D en la prevencion
y/o tratamiento de la COVID-19 son escasas y con nu-
merosas limitaciones, sin tener evidencia clinica sufi-
ciente para recomendar uno u otro metabolito.

¢;Cudl es la relacion riesgo/beneficio de su administracion?

A la espera de que se publiquen ensayos clinicos que confir-
men o no su utilidad, la relacién riesgo/beneficio podria ser
favorable al empleo de vitamina D en uso compasivo (fuera
de indicacion) en la prevencién y tratamiento de la COVID-19
en pacientes de riesgo, en los que podria ser razonable pre-
venir o tratar el déficit, dado el efecto beneficioso conocido
sobre inmunidad e infecciones respiratorias.

¢Cudl es la relacion riesgo/beneficio de su administracion?
En la infeccién por SARS-COV-2 se han empleado diversos
tratamientos, con una cierta base biolégica de su posible
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utilidad, pero sin evidencias que los sustentaran. Ademas
de las medidas eficaces puestas en marcha (uso de mas-
carillas, separacion, reduccion del contacto social), es ne-
cesario encontrar alguna medida farmacolégica que
disminuya la incidencia de la infeccién (prevencién) o me-
jore su pronostico (terapéutica). Como se ha mencionado
antes, se ha observado una mayor frecuencia de hipovi-
taminosis D en pacientes con COVID-19. Este hallazgo ha
sido observado previamente también en enfermedades
croénicas y en alguna enfermedad aguda, como las infec-
ciones respiratorias. Sin embargo, no ha sido establecida
claramente la causalidad de esta asociacion. En el caso de
la infeccion por SARS-COV-2 existe una plausibilidad bio-
l6gica para el posible efecto beneficioso de la vitamina D.
Sin embargo, las evidencias disponibles son escasas, aun-
que, con sus limitaciones, tienden a mostrar un efecto fa-
vorable.

Al emplear como “uso compasivo” un farmaco sin sufi-
cientes evidencias clinicas, debe valorarse la relacion
riesgo/beneficio. Asf, el primer aspecto a considerar es la
seguridad. Los suplementos de vitamina D son seguros, con
muy pocos casos de toxicidad, entre los que la hipercalce-
mia la manifestacion mas grave. Se considera que la admi-
nistracién de 10.000 Ul/dia de colecalciferol 6 4.000 Ul/dia
de calcifediol es segura32 Se ha establecido un umbral de
seguridad de los niveles séricos de 25-hidroxivitamina D
en 80 ng/ml, mientras que a partir de los 100 ng/ml po-
drian aparecer manifestaciones clinicas. Lewiecki*, en un
editorial reciente, comenta que la vitamina D en el trata-
miento de la COVID-19 no es peligrosay es improbable que
cause dafio. La relacién riesgo/beneficio podria ser favo-
rable al empleo de vitamina D en uso compasivo, fuera de
indicacidn, en la prevencion y tratamiento de la COVID-19,
a la espera de que se publiquen los ensayos clinicos que
confirmen o no su utilidad. Sin embargo, dado el efecto be-
neficioso conocido sobre la inmunidad y las infecciones
respiratorias, parece razonable prevenir o tratar el déficit
en pacientes de riesgo.
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