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Estudio del comportamiento de biomarcadores de recambio 6seo
durante el primer aio postrasplante renal
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Resumen

Introduccion: el trasplante renal (TR) supone una situacion de riesgo para la disminucion de la resistencia dsea, sobre
todo durante el primer afio postrasplante renal cuando la dosis de corticoides usada es mayor. El objetivo del estudio es
analizar el comportamiento de los biomarcadores de formacién y resorcién dsea durante el primer afio post-TR.

Material y métodos: estudio observacional, prospectivo y unicéntrico donde se incluyeron 123 pacientes que ingresaron
para recibir un TR. Se determinaron parametros habituales relacionados con el metabolismo mineral y en un subgrupo de
pacientes, biomarcadores de formacion (fosfatasa alcalina 6sea [FAO] y propéptido aminoterminal del procolageno tipo
1 [PINP]) y resorcion (fosfatasa acida tartrato-resistente 5b [TRAP5b]) dsea peritrasplante, a los 6 y 12 meses.

Resultados: la hormona paratiroidea (PTH) disminuyo significativamente y de forma marcada durante el primer semestre
(239 £ 124 vs 91 + 40 ng/L) manteniéndose estable durante el segundo semestre (92 + 40 ng/L). Se objetivé un aumento
de FAO (9,03 +£3,95vs 11,18 £ 4,71 ug/l; p < 0,001) y PINP (48,4 = 35.7 vs 64,6 + 42,6 ug/l; p < 0,001) a los 12 meses
del TR. No se observaron cambios significativos en TRAP 5b. Los pacientes que recibieron tratamiento antirresortivo frente
a los no tratados, presentaron niveles significativamente menores de FAO (9,39 vs 11,87 pg/l), PINP (37,6 vs 70,3 pg/l)
y TRAP5b (2,59 vs 4 U/l) a los 12 meses.

Conclusion: durante el primer afio de TR se produce un aumento de los biomarcadores de formacion osea, a pesar de
una disminucion de los niveles de PTH. Los niveles de biomarcadores de recambio seo al afio del TR son menores en
pacientes tratados con antirresortivos.
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INTRODUCCION

El trasplante renal (TR) supone una situacién de ries-
go adicional para la patologia 6sea y la osteoporosis
que conllevara a un aumento en la morbimortalidad.
El 7-10 % de los pacientes trasplantados renales van
a sufrir como minimo una fractura a lo largo de su
vida (1,2). El fenotipo éseo post-TR se establece por
la combinacion de varios factores: a) las alteraciones
del metabolismo mineral durante la fase de enferme-
dad renal crénica (ERC) avanzada que pueden persistir
post-TR, especialmente el hiperparatiroidismo; b) los
efectos de los inmunosupresores, principalmente los
glucocorticoides; y ¢) factores de riesgo tradicionales
de osteoporosis tales como el estado nutricional, fe-
némenos hormono-dependientes o relacionados con
el envejecimiento (3,4). La ultima actualizacion de las
guias nefrolégicas sobre el complejo CKD-MBD (chro-
nic kidney disease-mineral and bone disorder) sugie-
ren la valoracion del riesgo de fractura en cualquier
estadio de ERC G1-5T a través de la medicién de la
densidad mineral 6sea (DMO) (4,5). DEXA (dual-emis-
sion X-ray absorptiometry) es el método estandar para
valorar el riesgo de fractura no solo en poblacion ge-
neral, sino también en la ERC (6,7), sin embargo, pre-
senta algunas limitaciones. El primer inconveniente es
que proporciona informacion Unicamente sobre canti-
dad 6sea, sin evaluar su calidad, lo que representa una
limitacion particularmente significativa en el contexto
de osteoporosis secundaria a enfermedades metabo-
licas. En la ERC diversos factores, como el ambiente
urémico, el uso prolongado de corticoides y las comor-
bilidades, como la diabetes mellitus, junto con la os-
teodistrofia renal marcada por las anormalidades en
el recambio 6seo, afectardan de manera considerable
a la calidad ésea. La segunda limitaciéon importante
de la DEXA es que no permite detectar cambios en el
hueso de forma precoz tras el inicio de un tratamien-
to antifractura. En este sentido, los marcadores de re-
cambio 6seo (MRO) podrian mitigar estas limitaciones.
Aunque los MRO no son utiles para el diagnéstico de
osteoporosis, podrian complementar a la DEXA en la
identificacion de pacientes con alto riesgo de fractura.
Las guias de la SEIOMM (8) recomiendan especialmen-
te su uso (evidencia B) para evaluar de forma precoz la
respuesta al tratamiento antiosteoporético (evidencia
2a) y para monitorizar la adherencia al mismo, ya que
se pueden determinar de forma iterativa sin irradiar
al paciente.

Los biomarcadores se dividen en aquellos factores cir-
culantes que afectan al recambio 6seo (p.ej. hormona
paratiroidea [PTH]) y los marcadores de recambio 6seo
que reflejan el niumero y/o la actividad de las células
6seas. Estos ultimos se dividen en 2 categorias: marca-
dores de formacién [fosfatasa alcalina 6sea (FAO), pro-
péptido aminoterminal del procolageno tipo 1 (P1NP)]
y de resorcion Osea [fosfatasa acida tartrato-resistente
5b (TRAP5b)]. Los MRO no solo permitirian mejorar la
monitorizacion y la eficacia terapéutica de forma ra-

M. J. LLORET ET AL.

pida y dinamica, sino que también pueden informar
sobre el tipo de osteodistrofia renal. Los biomarcado-
res de recambio 6seo presentan un alto valor predic-
tivo negativo en relaciéon con el recambio éseo en la
ERC, por lo que serdn utiles para descartar la presencia
de un alto o bajo recambio 6seo (9). Las guias KDIGO
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes) sugie-
ren medir PTH o FAO ya que valores extremos podrian
orientar sobre el recambio 6seo (5). La experiencia so-
bre el comportamiento de otros MRO, como por ejem-
plo PINP o TRAP5b en el paciente renal es escasa, por
lo que es necesario nueva evidencia sobre su compor-
tamiento para poder recomendar un uso mas liberal.
El uso de los MRO en el futuro es prometedor, ya que,
podria ayudar a estratificar mejor el riesgo de fractu-
ra en el paciente renal, individualizar el tratamiento
y monitorizar de una forma mas precoz la respuesta
terapéutica. El objetivo de este estudio es analizar el
comportamiento de los biomarcadores de formacién y
resorcion o6sea durante el primer afio post-TR, asi como
la influencia del tratamiento antirresortivo en la evo-
lucion de los biomarcadores.

MATERIAL Y METODOS

DISENO Y POBLACION A ESTUDIO

Este es un subestudio del “Estudio de la resistencia
6sea medida in vivo por microindentacién por impacto
en el postrasplante renal” en una cohorte de pacientes
mayores de 18 afos, que ingresaron para TR de do-
nante vivo o de cadaver en la Fundacié Puigvert en el
periodo de mayo 2019 hasta agosto 2022. Es un estu-
dio prospectivo, observacional y unicéntrico donde los
pacientes se valoraron peritrasplante, a los 6 mesesy al
ano del TR. El estudio fue aprobado por el CEIm (Comi-
té Etico de Investigacion con medicamentos) de Fun-
dacio Puigvert. Se incluyeron pacientes adultos que in-
gresaron para recibir un TR. Los criterios de exclusiéon
fueron: antecedentes de tratamiento reciente (menos
de 1 aio) con denosumab, bifosfonatos o teriparatida;
negativa a firmar consentimiento informado.

VARIABLES

Se recogieron, a partir de la historia clinica de los pa-
cientes, datos demograficos, comorbilidades y datos
relacionados con el tratamiento. Ademas, en un sub-
grupo de pacientes se realizé un analisis de biomar-
cadores de formacion (FAO, P1NP) y resorcion (TRAP
5b) 6sea.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2025;17(2):57-65 |
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PROTOCOLO DE INMUNOSUPRESION
Y METABOLISMO MINERAL

Los pacientes fueron tratados con un régimen de inmu-
nosupresién individualizado con corticoides, anticalci-
neurinico, micofenolato y suero linfocitario policlonal
(timoglobulina) segun protocolo clinico del centro. La
dosis de corticoides fue: 200 mg de metilprednisolona
endovenosa el dia del TR, 1 mg/kg/dia de prednisona
oral a las 24 horas y disminucién progresiva en los si-
guientes 3 meses hasta una dosis de mantenimiento
de 5 mg/dia. El tratamiento para los pardmetros del
metabolismo mineral fue suspendido en el post-TR in-
mediato y reiniciado posteriormente a discrecién del
médico tratante. Segun protocolo, basado en las guias
de practica clinica (8,10), se recomendé o no el inicio
de tratamiento antirresortivo con denosumab 60 pcg/
semestral o bisfosfonatos orales (habitualmente acido
alendrénico 70 mg/semanal). Se recomendé inicio de
tratamiento en aquellas mujeres posmenopausicas y
hombres > 40 aflos con una escala T < -1,5 DE o an-
tecedentes de fractura por fragilidad. En las mujeres
premenopdusicas y hombres < 40 aios se sugirio trata-
miento cuando la escala Z < -3 DE o habian presentado
fractura por fragilidad.

CONSIDERACIONES ETICAS

Para llevar a cabo este estudio, se cred un protocolo
que fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
con medicamentos (CEIm Fundacié Puigvert IUNA)
el 5 de junio de 2020, con el numero de referencia
C2019/21). Todos los participantes firmaron un consen-
timiento informado para participar en el estudio. Se
elaboré una hoja de informacion al paciente especifica
para los participantes en el estudio. Ambos documen-
tos han sido preparados para su evaluacién y aproba-
ciéon por las autoridades Competentes. Todos los datos
han sido tratados de acuerdo con el Reglamento (UE)
2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo, de
27 de abril de 2016, de Proteccion de Datos (GDPR),
y la correspondiente Ley Organica 3/2018, de 5 de di-
ciembre, de proteccion de datos personales y garantia
de los derechos digitales. Los investigadores se com-
prometieron a realizar este estudio de acuerdo con las
directrices de Buena Practica Clinica y la Declaracion
de Helsinki.

ANALISIS BIOQUIMICO

Las muestras de sangre fueron obtenidas por la ma-
flana en condiciones de ayuno entre las 8:00 y las
10:00 a.m. Se realiz6, segun practica clinica habitual,
le medida de la concentracién sérica de calcio, fosfato,
magnesio, PTH, fosfatasa alcalina y calcidiol (25-OH-vi-

| Rev Osteoporos Metab Miner 2025;17(2):57-65 |

tamina D) en un analizador Cobas 6000 (Roche Diag-
nostics) en un tiempo maximo de 3 meses pre-TR. La
determinacion post-TR inmediato de los MRO (FAL
6sea, PINP y TRAP5b) se realizé a los 2,2 + 1,83 dias
del TR. La muestra se centrifugd a 3000 rpm durante
10 minutos, se alicuoté y se congelaron las alicuotas a
-80 °C hasta su procesamiento.

El PINP monomérico se midié mediante un inmunoen-
sayo automatizado de electroquimioluminiscencia
(ECLIA) en el analizador Cobas 6000 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). El coeficiente de varia-
Cién interensayo fue del 2,6 y 1,9 % para una concen-
traciéon de 30 y 158 ng/mL, respectivamente. La FAO
se analizé6 mediante inmunoensayo automatizado de
quimioluminiscencia con particulas paramagnéticas
(Access Ostase®) en un analizador Beckman-Coulter
Access (Beckman_Coulter; Brea, CA, USA) con coefi-
ciente de variacion interensayo de 4,8 y 5,3 % para
concentraciones de 10 y 47 pg/L, respectivamente. Fi-
nalmente, TRAP-5b se analiz6 mediante un método
cinético basado en la hidroélisis del sustrato a-naftilfos-
fato a a-naftol, con reactivos de Spinreact, adaptado
a un analizador Cobas Mira Plus (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). El coeficiente de varia-
cién interensayo fue de 5,8y 3,9 % para concentracio-
nes de 29y 63 U/L, respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se describieron con fre-
cuencias absolutas y porcentajes. La descripcién de
variables cuantitativas se realizé utilizando la me-
dia, la desviacion estandar (DE), la mediana y cuar-
tiles. Se utilizé la prueba de Kolmogérov-Smirnov
para evaluar la normalidad de las distribuciones.
Para el andlisis de la evolucién de los niveles de los
biomarcadores en toda la cohorte de pacientes, se
utilizé la prueba de Wilcoxon. Se compararon los re-
sultados en funciéon del tratamiento mediante el test
U Mann Whitney. Se compararon las caracteristicas
de los pacientes tratados y no tratados mediante la
prueba de Chi-cuadrado (o prueba de Fisher para
frecuencias < 5) para la comparacién de variables
categéricas o U Mann Whitney en el caso de las de
tipo cuantitativo.

Finalmente, se desarrollaron modelos multivariados
de regresion lineal para evaluar los cambios en FAO y
P1NPy TRAP 5b (12 meses vs post-TR inmediato), ajus-
tando por el valor post-TR inmediato del biomarcador,
edad, sexo, diabetes mellitus, funcién renal, dosis de
corticoides y PTH. Los resultados se expresaron como
coeficiente beta (B), intervalos de confianza 95 % y
p valor. Para todas las pruebas, los valores de p < 0,05
se consideraron estadisticamente significativos. Se uti-
liz6 el paquete estadistico R Studio (version 2.5.1) para
los analisis.



RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS BASALES
Y TRATAMIENTO DEL METABOLISMO
MINERAL

La edad media de los pacientes fue de 55 + 11 afios,
69,9 % fueron varones y el indice de masa corporal
(IMC) medio fue de 25,8 + 3,8 kg/m2. En el momento
del trasplante el 52,8 % y 15,4 % estaban en programa
crénico de hemodialisis y didlisis peritoneal, respecti-
vamente, y el 30,9 % estaban en situacion de predia-
lisis. El tiempo medio en dialisis pretrasplante fue de
24 + 15 meses. Las causas de ERC fueron: 20,5 % glo-
merular, 9,8 % uroldgica, 19,7 % enfermedad poliquis-
tica, 9 % nefropatia intersticial crénica, 8,2 % nefro-
patia diabética, 4,1 % de origen vascular, y el 28,7 %
no filiadas. El 22,8 % de los pacientes eran diabéticos
y el 10,8 % tenian antecedentes de fractura. El tiem-
po medio de seguimiento fue de 12,5 + 2,9 meses. La
dosis acumulada de corticoides fue de 2,7 + 0,3 gr al
afno del TR. Un total de 15 (13,4 %) pacientes presen-
taron rechazo del injerto durante el primer afio. Todos
los pacientes fueron dados de alta tras recibir el TR
con aportes de calcio oral y suplementos de vitamina
D, manteniéndose el tratamiento a los 12 meses en el
66,4 % (dosis media: 433 + 346 mg/dia) y 75 % (dosis
media: 798 + 588 Ul/dia) respectivamente.
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PARAMETROS DE LABORATORIO
DE METABOLISMO MINERAL

La tabla | muestra los parametros de metabolismo mi-
neral previo al TR, a los 6 y 12 meses. Globalmente los
cambios fueron significativos, especialmente durante
los primeros 6 meses, estabilizandose durante el se-
gundo semestre. La PTH disminuy6 significativamen-
te, y de forma marcada, durante el primer semestre
(239 + 124 vs 91 = 40 ng/L; p < 0,0001), manteniéndose
estable durante el segundo periodo de observacion
(92 + 40 ng/L). Los niveles séricos de fosfato disminuye-
ron significativamente a los 12 meses del TR (1,75 + 0,5
vs 1,13 £ 0,22 mmol/l; p < 0,0001), en cambio los niveles
de calcio aumentaron (2,25 + 0,18 vs 2,4 + 0,11 mmol/l;
p < 0,0001) durante el primer afio. El magnesio sin em-
bargo disminuyé 1,03 £ 0,16 vs 0,72 + 0,11 mmol/L. Los
niveles de calcidiol aumentaron significativamente du-
rante el primer afio de TR (19,3 + 10 vs 29,3 + 9 ng/mL).

BIOMARCADORES DE RECAMBIO OSEO

La evolucion de los biomarcadores de formacién vy
resorcién o6sea se muestran en la tabla Il y figura 1.
Los valores de PINP, FAO y TRAP5b determinados
en el post-TR inmediato fueron de 48,4 + 35,7 ugl/L,

Tablal.

Missing p valor entre | p valor entre | p valor entre basal
Basal 6 meses | 12 meses
(n) basaly 6 m 6my12m y 12 meses
Fosfato (mmol/l) 42113 1,75+£0,5 | 1,08+£0,20 | 1,13+0,22 <0,0001 <0,01 <0,0001
Calcio (mmol/l) 8/3/13 2,25+£0,18 | 241011 2,40 0,11 <0,0001 ns <0,0001
Magnesio (mmol/L) 313137 | 1,03£0,16 | 0,68+0,11 | 0,72+0,11 <0,0001 ns <0,0001
PTH (ng/L) 7124129 239+ 124 91+40 92 +40 <0,0001 ns <0,0001
25 (OH) D, (ng/mL) 13/16/24 | 19,310 30,8+ 11 293+9 <0,0001 ns <0,0001
Creatinina (umol/l) 9/6/18 516 + 163 145 £ 52 141+ 47 <0,0001 ns <0,0001
FGe CKD-EPI (ml/min/1,73 m?) 33112 95+35 | 463+188 | 457+194 <0,0001 ns <0,0001
Los datos se expresan como media + desviacion estandar o mediana (IQR). PTH: hormona paratiroidea; FGe: filtrado glomerular estimado; 25 (OH)D; 25-hi-
droxi vitamina D. ns: no significativo. Missing: nimero de pacientes con el dato no disponible en el momento basal/6 meses/12 meses postrasplante.

Tabla Il.
Post-TR
n inmediato 6m 12m p valor
FAO (ug/L) 67/55/65 9,03 + 3,95 11,96 + 4,46 11,18 4,71 < 0,001
PINP (ug/L) 65/56/66 48,4 + 35,7 86,2+ 50,4 64,6 + 42,6 < 0,001
TRAP5b (U/L) 70/59/68 4,25 £ 2,52 3,40 £2,23 3,61+2,01 0,085
FAO: fosfatasa alcalina dsea (valores normales para hombres: < 20 ug/L, mujeres premenopdusicas < 14 ug/L y mujeres posmenopdusicas < 22 ug/L) (25);
P1NP: propéptido aminoterminal del procoldgeno tipo 1 (valores normales para hombres 23-95 ug/L, mujeres premenopdusicas 15-59 ug/L y mujeres posme-
nopdusicas 20-76 1g/L); TRAP 5b: fosfatasa dcida tartrato-resistente 5b (valor normal < 6,5 U/L) (26).
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9,03 + 3,95 ug/L y 4,25 + 2,52 U/L respectivamente. La
dosis media estimada de prednisona recibida en ese
momento fue de 303 + 150 mg. Los niveles de P1NP se
correlacionaron de manera inversa con la dosis de cor-
ticoides acumulada en el post-TR inmediato (r = -0,32;
p =0,007).

Se objetivd un aumento significativo de FAO y PINP
a los 12 meses del TR respecto al post-TR inmediato,
siendo el aumento mas pronunciado durante los pri-
meros 6 meses. No se observaron cambios significativos
en TRAP 5b a los 12 meses. Los niveles de FAO y P1NP,
respecto al momento post-TR inmediato, aumentaron
respectivamente un 23 % y 118 % a los 6 meses, y un
28 % y 62 % a los 12 meses. TRAP5b solo aumenté un
3,3 % a los 6meses y un 33 % a los 12 meses.

Diferencias entre pacientes tratados frente a
no tratados con antirresortivos

Un total de 32 pacientes (26,2 %) recibié tratamiento
con antirresortivos (6 denosumab, 26 bisfosfonatos)
a los 65 + 42 dias del TR. Las principales caracteristi-
cas clinicas y analiticas se muestran en la tabla IIl. La
edad media de los pacientes tratados fue de 60 ainos,
el 47 % eran mujeres y el 15,6 % eran diabéticos. El
comportamiento de los biomarcadores de formacién y
resorcion osea fue diferente en los pacientes tratados
con antirresortivos respecto a los no-tratados (Fig. 2).
A diferencia del grupo no tratado, los pacientes trata-

dos no mostraron un incremento de FAO y P1NP a los
12 meses. Los niveles de FAO y P1NP fueron significati-
vamente menores en el grupo tratado a los 12 meses,
mientras que no se observaron diferencias entre gru-
pos en el momento post-TR inmediato (pretratamien-
to). Los niveles de TRAP 5b a los 12 meses también fue-
ron significativamente menores en el grupo tratado.
No obstante, no se observaron diferencias significati-
vas en su evolucién al comparar ambos grupos.

En el grupo de pacientes tratados respecto a no trata-
dos, el porcentaje de mujeres fue mayor y presentaban
un IMC menor. No se observaron diferencias significati-
vas en el filtrado glomerular estimado (FGe), asi como
tampoco en la edad, tiempo de dialisis o tratamiento
con calcio o vitamina D.

Analisis multivariante

Los modelos multivariados muestran que los cambios
observados a los 12 meses en FAO y P1NP con respecto
al momento post-TR inmediato se mantienen de mane-
ra independiente de la edad, sexo, diabetes, dosis de
corticoides, FGe y PTH basal. Sin embargo, un mayor va-
lor post-TR inmediato de FAO (beta: -0,80; p < 0,001) y
P1NP (beta: -0,99; p = 0.001) se relaciona con un menor
cambio a los 12 meses en ambos marcadores. En la mis-
ma linea, los pacientes que han recibido tratamiento
presentan un menor cambio en ambos casos (B: -2,83;
p =0.049) y (B: -20,33; p = 0.049) respectivamente.
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Figura 1. Evolutivo de los MRO durante el primer afio postrasplante (n.s.: no significativo; ****p < 0,00001; ***p < 0,0001;

**p < 0,001; *p < 0,01).
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Tabla Ill.

Todos

Sin tratamiento

Tratamiento anti-OP

n=122 anti-OP n=32 p valor
n=90
Edad (afios) 58+ 13 57+123 60+ 13 0,886
Sexo femenino (n, %) 37 (30,1 %) 22 (24,4 %) 15 (46,9 %) 0,032
IMC (kg/m?) 256+38 26,1+4 24,2 +2,6 0,006
DM (n, %) 28 (22,8 %) 22 (24,4 %) 5(15,6 %) 0,433
ERCHD (n, %) 65 (52,8 %) 47 (52,2 %) 17 (53,1 %) 0,574
Tiempo en dialisis (meses) 253+15,9 236144 24+14,8 0,836
Antecedente fractura fragilidad (n, %) 13 (10,7 %) 5(38,5) 8(61,5) 0,04
Escala T columna lumbar (DE) 0719 -02+1,8 -1,6x1,5 < 0,001
Osteoporosis lumbar (n, %) 17 (15,2 %) 7(8,6 %) 10 (32,3 %) 0,006
Escala T cuello femoral (DE) 1,512 -1,1+1,0 24+12 < 0,001
Osteoporosis cuello femoral (n, %) 25(22,7 %) 13 (16 %) 12 (41,4 %) < 0,001
Escala T cadera total (DE) -13£13 0811 22£1,0 < 0,001
Osteoporosis cadera total (n, %) 17 (15,3 %) 9 (11,1 %) 8 (26,7 %) < 0,001
FGe CKD-EPI basal (ml/min/1,73 m?) 9,5+3,5 9,6 +3,5 9,03 (3,55) 0,474
FGe CKD-EPI 12meses (ml/min/1,73 m?) 45,7 +19,4 452+ 19,4 469+ 19,4 0,904
Calcio basal (mmol/l) 2,25+0,18 2,23+0,17 2,31+0,19 0,017
Calcio 12 meses (mmol/l) 2,40 £0,11 2,40+0,11 2,41 0,09 0,271
25 (OH) D, basal (ng/mL) 19,65 19,40 20,55 0,473
25 (OH) D, 12 meses (ng/mL) 293+9 28,6 +£9,7 31,17 0,230
PTH basal (ng/L) 239+ 124 241+ 126 239+ 119 0,997
PTH 12 meses (ng/L) 92 +40 94 + 43 8531 0,541
Tratamiento a los 12 meses n, %

Vitamina D nativa* 85 (69,1 %) 63 (70,0 %) 22 (68,8 %) 0,447
Calcio 75 (61,0 %) 55 (61,1 %) 20 (62,5 %) 0,744
Cinacalcet 12(9,8 %) 5(5,6 %) 12 (37,5 %) 0,04
Dosis acumulada de corticoides (g) 2703 2,703 2603 0,642

Los datos se expresan como media + desviacion estandar o mediana (IQR). Se ha excluido 1 paciente por no disponer del registro sobre el tratamiento anti-
rresortivo. IMC: indlice de masa corporal; DM: diabetes mellitus; ERC: enfermedad renal cronica; HD: hemodialisis; FGe: filtrado glomerular estimado, 25(0H)
D, 25-hidroxi vitamina D; PTH: hormona paratiroidea; OP: osteoporosis. *Calcidiol o ergocalciferol.
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Figura 2. Comparacion entre la evolucion de los MRO en pacientes tratados con antirresortivos frente a no tratados. En el grupo de
pacientes no tratados, se objetivo un aumento significativo a los 12 meses en los niveles de FAO (p < 0,001) y PINP (p < 0,0001), asi
como una disminucién significativa de TRAPSb (p < 0,001). En el grupo de pacientes tratados los cambios no fueron significativos.
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DISCUSION

El resultado principal del estudio es que los biomarca-
dores de formacion, FAO y PINP, aumentan durante el
primer afio post-TR, sobre todo durante los primeros
6 meses, sin cambios significativos en TRAP5b. La PTH,
sin embargo, presenta una disminucion significativa
durante el primer semestre para mantenerse estable
durante el segundo. El tratamiento antirresortivo dis-
minuy6 los MRO a los 12 meses del TR.

La disminucion abrupta de los niveles de PTH que ob-
servamos durante los primeros 6 meses post-TR es de-
bida a la resoluciéon del hiperparatiroidismo por una
mejoria en la produccién de calcitriol al restaurar la
masa renal (aumentando la actividad de la 1-alfa hi-
droxilasa y disminucion del FGF-23). Nuestros resul-
tados son consistentes con los hallazgos en cohortes
previas que muestran una evoluciéon similar de la PTH
durante el primer afio post-TR (11,12). Evenepoel y
cols. observaron una disminucién del 59,5 % en los va-
lores de PTH, muy similar a la reducciéon que nosotros
observamos (61,6 %) (11) .La persistencia de un hiper-
paratiroidismo post-TR se ha asociado a un deterioro
de la cortical 6sea que podria explicar los altos ratios
de fractura en esqueleto periférico en esta poblacién
(13) .De la misma manera, mayores descensos en los
niveles de PTH se han asociado con una mejoria de la
DMO durante el primer afio post-TR (14).

La FAO es liberada por los osteoblastos durante el pro-
ceso de mineralizacion, y PINP es un fragmento libe-
rado cuando el colageno se deposita en la matriz 6sea,
por lo que ambos son considerados marcadores de for-
macién 6sea. TRAPS b es una enzima originada en los
osteoclastos y es muy especifica de resorciéon ésea. En
nuestro estudio observamos un aumento global de los
marcadores de formacién ésea al afio del TR, siendo
este incremento particularmente notable durante los
primeros 6 meses. Sin embargo, no observamos gran-
des diferencias en TRAP5b. El comportamiento de los
MRO observado no coincide con otras series publica-
das previamente donde se observa una disminucion de
los biomarcadores de recambio éseo durante el primer
ano post-TR (11,15). La diferencia que observamos res-
pecto a los otros estudios puede ser debida al efecto
de los corticoides. La determinacion inicial de los MRO
en nuestro estudio se realizé a las 48 h post-TR donde
los pacientes ya habian recibido una dosis media es-
timada de corticoides de 300 mg, mientras que en el
estudio belga se realizaron pre-TR o el mismo dia de la
intervencion, cuando todavia no habian recibido cor-
ticoides. El principal mecanismo por el cual la terapia
con corticoides se asocia a un elevado riesgo de frac-
tura es por la supresion de la formacién o6sea. La dis-
minucion de la formacién ésea se inicia el primer dia
de administracion del farmaco y es dosis dependiente,
siendo maxima durante la primera semana, sin embar-
go, no se observan cambios en la resorcién ésea dando
lugar un disbalance en el remodelado (16,17). El efec-
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to de los corticoides sobre la expresion de los MRO de
formacion pudo haber influido en los niveles de FAO
y PINP, siendo menores en nuestro estudio respecto a
otras series (FAO: 9 vs 20,9 pg/l, PINP: 48,4 vs 79 ug/l)
(15). En cambio, los valores a los 12 meses, cuando la
dosis acumulada de corticoides se iguala en ambas
series, ya no difirieron tanto, siendo: 11,2 vs 17,4 ug/l
para FAO y 64,6 vs 64,3 ug/l para P1NP (15). Por otro
lado, en el estudio de Bonani y cols., donde se analizé
P1NP y FAO 15 dias después del TR (cuando el 100 %
de los pacientes ya estaba en tratamiento con corticoi-
des), los valores observados fueron mas similares a los
encontrados en nuestro estudio (18). En la misma li-
nea, Taday cols. en el estudio TOMORROW, demostra-
ron que la reduccion de la dosis de glucocorticoides en
pacientes con artritis reumatoide mejoraba los niveles
de osteocalcina (marcador de formacién 6sea), pero no
de NTX-1 (telopéptido aminoterminal del colageno 1)
(marcador de resorcion 6sea) (19). Podemos concluir
que los corticoides posiblemente disminuyeron de for-
ma temprana y significativa los MRO, sobre todo los de
formacion ésea.

La evolucién de los MRO en el grupo de pacientes
tratados con antirresortivos fue diferente al grupo de
pacientes no tratados. En los pacientes tratados, los
marcadores de formacién y resorcién ésea no mostra-
ron un aumento durante el periodo de seguimiento
y fueron significativamente mas bajos respecto a los
pacientes no tratados a los 12 meses. Los 2 grupos es-
taban balanceados para edad, nivel de PTH y funcién
renal. Un estudio previo que evalu6 la eficacia de do-
sis bajas de pamidronato en el post-TR inmediato, ob-
servd como los niveles de PINP normalizaron al tercer
mes del tratamiento manteniéndose estables al afio,
comparado con un grupo placebo que recupero nive-
les aumentando marcadamente durante el segundo
semestre (20). Bonani y cols. también analizaron el
efecto del tratamiento antirresortivo al afio, pero solo
con denosumab (n = 46) en pacientes TR de novo, en
un estudio randomizado y controlado con placebo (n
= 44). En el grupo de tratamiento, los biomarcadores
de formacién (P1NP, FAO) y resorcion (CTX) también
disminuyeron comparado con el grupo control (18).
Los tratamientos antirresortivos inhiben la actividad
osteoclastica y reducen la resorcién 6sea, restaurando
el balance en el remodelado 6seo. El cross-talk entre
osteoblastos y osteoclastos (21) explicaria por qué du-
rante el tratamiento antirresortivo la formacion 6sea,
reflejada en una disminuciéon de los biomarcadores
FAO y PINP, también disminuye. Los osteoclastos re-
clutan osteoprogenitores a través de factores como
SIP (sphingosine kinase) o BMP6 (bone morphogenetic
protein-6) que estimularan la formacion ésea (21). La
disminucion en la resorcion ésea provocard una rapida
reduccién en la formacién ésea debido a una menor
liberacion de estos factores (SIP, BMP6). El aumento de
DMO durante el tratamiento antirresortivo se podria
producir por una disminucién de la resorcién mas acu-
sada que la disminucién en la formacién 6sea, y esta
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supresién del recambio 6seo aumentaria también el
tiempo para la mineralizacién favoreciendo el aumen-
to de densidad (22). La disminucion en la expresion
de MRO se ha relacionado con un aumento de DMO.
En la mujer posmenopausica en tratamiento con alen-
dronato, cuanto mayor es la disminucién de los MRO
a corto plazo, mayor es el aumento de DMO a largo
plazo (23). En el ambito nefrolégico, Jergensen y cols.
analizaron una cohorte de 209 pacientes TR de novo
sin tratamiento antirresortivo y observaron que los pa-
cientes que a los 12 meses del TR perdian mas DMO,
presentaban niveles de FAO, PINP y TRAP5b mas ele-
vados respecto a los que habian mantenido una DMO
estable (15). La determinacion de biomarcadores al
inicio del tratamiento antirresortivo podria predecir la
respuesta terapéutica.

Una de las fortalezas del estudio es la determinacién
de MRO sin aclaramiento renal como la FAO o el TRA-
P5b, sin embargo, PINP se determiné en su forma mo-
nomérica. PINP es un fragmento del coldgeno que se
libera cuando este se deposita en la matriz 6sea. Los
fragmentos monoméricos de PINP se acumulan en la
ERC por lo que es recomendable en estos casos medir
la forma trimétrica o intacta que no se modifica con el
aclaramiento renal. Los pacientes de nuestro estudio,
no obstante, presentaron una recuperacion de la fun-
cién renal siendo el FGe de 46 + 19 ml/min/1,73 m? a los
6 meses del TR, por lo que el acimulo deberia ser me-
nor, y en cualquier caso, el FGe no fue diferente entre
el grupo de pacientes tratados y no tratados.

No existe mucha experiencia en el uso de biomarca-
dores en el paciente trasplantado renal, y menos so-
bre su comportamiento tras el inicio de tratamiento
antirresortivo (18,20). En el area nefrologica, emergen
como una potencial alternativa a la biopsia 6sea para
la evaluacién de la osteodistrofia renal, siendo utiles
en practica clinica para descartar una enfermedad de
alto o bajo recambio 6seo (9). Recientemente, se ha
publicado un documento de consenso europeo para
el diagnoéstico y manejo de la osteoporosis en la ERC
4-5D en la que los autores sugieren usar biomarcado-
res 6seos para el diagnéstico y la monitorizacién del
tratamiento en pacientes con ERC, particularmente
con aquellos que no presentan aclaramiento renal
como FAO, P1NP en su forma trimérica y TRAP5b (24).
Nuestro estudio es el primero que evalua la evolucién
de los biomarcadores en un subgrupo de pacientes
tratados mayoritariamente con bisfosfonatos orales,
aunque la principal limitacién es el pequeio tamafio
muestral. La muestra basal de los MRO se recogié unos
dias después del TR, a diferencia de otras series en las
que se obtuvo previamente. Debido al efecto de los
corticoides, el momento basal en nuestro estudio no
seria directamente comparable con el de otros estu-
dios. Sin embargo, esto nos permite observar el efecto
de los corticoides sobre la expresion de los MRO. Otra
limitacién es que se ha analizado el valor de cambio de
los MRO sin considerar el minimo cambio significativo,
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por lo que no se puede descartar que la variabilidad en
la expresién de los MRO haya influido en los resulta-
dos. La mayoria de los pacientes incluidos en el estudio
fueron varones (70 %), sin embargo, a pesar de la alta
tasa de hipogonadismo en la ERC y tratados con cor-
ticoides, no disponemos de ese dato, que supone otra
limitacién para el estudio. El porcentaje de pacientes
candidatos a tratamiento antiosteoporético en nues-
tra poblacion, se estimaria que fuera mucho mayor. Sin
embargo, en el &mbito nefrolégico y concretamente
en el trasplante renal, el inicio de tratamiento anti-
fractura puede estar limitado por una serie de factores
(especialmente durante los primeros meses post-TR)
como el retraso en el funcionamiento del injerto, la
concurrencia de otras patologias agudas, el hiperpara-
tiroidismo persistente, el riesgo de hipocalcemia aso-
ciada al inicio de denosumab o la falta de adherencia
terapéutica asociada a la polifarmacia.

En conclusién, durante el primer afo de TR, los bio-
marcadores de formacién aumentan, especialmente
durante el primer semestre, teniendo en cuenta que
partimos de un nivel basal reducido por el efecto de
la dosis elevada inicial de corticoides. La PTH presen-
ta una disminucion significativa durante el primer se-
mestre para mantenerse estable durante el segundo
semestre. El tratamiento antirresortivo disminuye los
MRO (formacion y resorcién) al afio del TR, sin obser-
var cambios en el FGe o PTH frente a los no tratados.
Los MRO aportan informacién sobre el efecto del tra-
tamiento antirresortivo durante el primer afio del TR,
asi como sobre la posible influencia del tratamiento
corticoideo a corto plazo.
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Resumen

Introduccion: el hueso, un tejido conectivo mineralizado, esta en constante remodelacion gracias a la accion de los
osteoclastos (resorcion dsea) y los osteoblastos (formacion ésea) en un proceso regulado por osteocitos, que actiian como
mecanosensores. Ademas, el sistema inmune juega un papel esencial en la regeneracion désea, destacando la importancia
de la interaccién entre las células dseas y las células inmunitarias. En particular, los macréfagos pueden polarizarse hacia
un fenotipo proinflamatorio M1 o antiinflamatorio o regenerativo M2, siendo estos relevantes en la reparacion de tejidos.

Material y métodos: en este contexto, se ha observado que la PTHrP actlia como una citoquina que regula la proliferacion
y diferenciacion celular, especialmente en células involucradas en la regulacién ésea. En este estudio, se ha investigado
como la PTHrP (1-37) afecta a la proliferacion y polarizacion de los macréfagos RAW 264.7 hacia un fenotipo M1 o M2,
asi como su impacto en la expresion del receptor PTHTR y en marcadores osteoclasticos.

Resultados y conclusion: los resultados muestran que PTHrP no modifica la proliferacion ni la polarizacion de los macro-
fagos, pero reduce la expresion de PTH1R en el fenotipo M2 y la de ciertos marcadores osteoclasticos. Esto sugiere un rol
modulador de PTHrP en la capacidad osteoclastica de los precursores, indicando un posible impacto en la remodelacién
6sea y en la regulacién inmune.
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INTRODUCCION

El hueso es un tejido conectivo mineralizado que pre-
senta cuatro tipos celulares principales: osteoblastos,
células de revestimiento 6seo, osteocitos y osteoclas-
tos (1). Desempena funciones muy importantes en el
organismo, como la locomocioén, el soporte y la pro-
teccion de los tejidos blandos, la hematopoyesis y el
almacenamiento de calcio y fosfato (2). A pesar de
su apariencia inerte, el hueso es un tejido dinamico
y metabdlicamente activo que estd constantemente
en remodelacion, sufriendo resorcién 6sea por los os-
teoclastos y formacion ésea por los osteoblastos (3).
Ademas, hay evidencias de que los osteocitos actian
como mecanosensores que regulan este proceso (4).

Las células 6seas e inmunitarias coexisten en la cavidad
de la médula 6sea y comparte diversas moléculas re-
guladoras. Ademas, el sistema inmunitario desempefia
un papel importante en la reparaciéon y regeneraciéon
de los tejidos, determinando asi la capacidad del teji-
do 6seo para regenerarse. De ahi la importancia de la
comunicacion de los osteocitos con todo su microam-
biente 6seo, incluyendo monocitos, osteoclastos, pre-
cursores osteoblasticos y linfocitos T (5).

Los macréfagos son células inmunitarias que partici-
pan en diversos procesos fisiologicos y patolégicos
como el desarrollo de 6rganos, la inflamaciéon aguda y
crénica, y la homeostasis y remodelacion de tejidos (6).
Los macréfagos pueden polarizarse fenotipicamente
en funcién del estimulo recibido en dos grandes gru-
pos: los macréfagos activados de forma clasica (M1),
con efectos proinflamatorios; y los macrofagos activa-
dos de forma alternativa (M2), con efectos en la regu-
lacion inmunitaria y en la remodelacién tisular (7-9).

Los macréfagos tipo | (M1) son inducidos principal-
mente por ligandos de receptores de tipo Toll (TLR)
como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), producien-
do citoquinas inflamatorias y presentando altos nive-
les de TNF-a e iNOS (10); mientras que la polarizacion
a macréfagos M2 es inducida por citoquinas como la
IL-4 e IL-13, produciendo citoquinas que promueven el
anabolismo de los tejidos y presentando altos niveles
de CD206 (9,11).

Los osteoclastos son células multinucleadas que deri-
van de células mononucleares del linaje hematopo-
yético (monocitos/macréfagos), cuya diferenciacion
es inducida por diversos factores, entre ellos el factor
estimulante de macréfagos (M-CSF), producido por cé-
lulas mesenquimales osteoprogenitoras y osteoblastos
(12), y RANKL, secretado por osteoblastos, osteocitos
y células estromales (13). La interaccion RANK/RANKL
estimula la expresion de factores clave en la osteoclas-
togénesis, como el factor nuclear de células T activadas
(NFATc1) y la proteina transmembrana siete expresada
por dendrocitos (DC-STAMP). NFATc1, en colaboracion
con los factores de transcripcion PU.1, ¢-FOS y MITF, re-
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gula la expresion de genes especificos de los osteoclas-
tos, como catepsina K y la fosfatasa acida resistente al
tartrato (TRAP), esenciales para la actividad osteoclas-
tica (14). Es importante destacar que macréofagos y os-
teoclastos comparten un origen comun, procediendo
ambos de un mismo precursor hematopoyético (15).

La proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrP) es una citoquina con funciones paracrinas y/o
autocrinas, entre las que se encuentran el control del
desarrollo de tejidos y 6rganos, la proliferacion, la dife-
renciacion y la supervivencia celular mediante su inte-
raccién con el receptor tipo | de la PTH/PTHrP (PTH1R)
(16,17). Se ha demostrado que células involucradas en
la regulacién 6sea como son los osteoprogenitores,
osteoblastos, osteocitos, células Ty macréfagos expre-
san PTH1R, por lo que son sensibles a la estimulaciéon
con PTHrP (18-20). Aunque el papel del sistema PTHrP/
PTH1R en células de la estirpe monocito/macréfago
no estd esclarecido, la presencia del receptor en estas
células (21,22), sugiere un papel en la regulacién del
sistema inmunitario, pudiendo modular las respuestas
inflamatorias, la inflamacion y la migracién (20).

En numerosos estudios se ha demostrado la importan-
cia de los macrofagos en la reparacion tisular y, espe-
cialmente en hueso, la polarizacion M1y M2 es crucial
para la regeneraciéon (6,23). Ademas, los monocitos
son precursores osteoclasticos cruciales para la resor-
ciéon 6sea (24). En base a estos antecedentes, se quiso
analizar si PTHrP (1-37) afecta a la proliferacién de los
macréfagos, a la polarizacion M1y M2 de los macré-
fagos, asi como a la expresién del receptor PTH1R y de
marcadores osteoclasticos.

MATERIALES Y METODOS

CULTIVOS CELULARES

Los macréfagos murinos RAW 264.7 se cultivaron
en medio DMEM (41966-029, Gibco) suplementado
con un 10 % de suero fetal bovino (SFB), penicilina
(100 unidades/mL) y estreptomicina (100 pg/mL) en un
incubador con humedad al 5 % de CO,a 37 °C. Para el
ensayo de viabilidad y proliferacién, las células RAW
264.7 se sembraron a una densidad de 25.000 células/
cm?en placas de cultivos convencionales. Una vez sem-
bradas las células, se realizé de manera simultanea la
estimulacion con 100 nM del péptido PTHrP (1-37) y
con 100 ng/mL de LPS o 20 ng/mL de IL-4. Tras el trata-
miento, las células se mantuvieron en cultivo durante
24, 48 y 72 horas. Para el ensayo de expresion génica,
las células se sembraron a una densidad de 30.000 cé-
lulas/cm?en placas de cultivos convencionales. Las célu-
las se mantuvieron en cultivo hasta que estuvieron casi
totalmente confluentes, momento en el que se realiz
la estimulacion durante 24 horas con 100 ng/mL de LPS
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0 20 ng/mL de IL-4 para inducir la polarizacién de los
macréfagos a un fenotipo M1 o M2, respectivamente.
A continuacién, antes de que finalizara la polarizaciéon
M1 o M2, se llevo a cabo el tratamiento con PTHrP
(1-37) (Bachem, Bubendorf, Suiza) a una concentra-
cién de 100 nM durante 6 horas, finalizando ambos
tratamientos de manera simultanea. Transcurrido ese
tiempo, se procedié a realizar la extraccion de ARN
con trizol (Ambion, Life Technologies).

ENSAYOS DE VIABILIDAD Y PROLIFERACION
CELULAR

Transcurridos los periodos de tiempo descritos en el
apartado de “Cultivos celulares”, se rasparon las célu-
las con un scrapper y se recogieron en un tubo tanto
las células adheridas como las no adheridas y se resus-
pendieron en medio de cultivo para su posterior tin-
cién con azul de tripano. A continuacién, se conté con
una camara de Neubauer el numero de células vivas
(no son capaces de captar el azul de tripano porque
tienen la membrana intacta), obteniendo una curva de
proliferaciéon celular.

PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL
(RT-qPCR)

Se llevo a cabo la extraccion de ARN total con el méto-
do de separacion tiocianato de guanidinio-fenol-clo-
roformo. A continuacién, se cuantifico la cantidad
de ARN obtenido con el NanoDrop 2000 (ThermoFi-
sher Scientific), y se llevé a cabo la retrotranscripcion
(a partir de 2 pyg de ARN) para la obtencion del ADN
complementario (ADNc) utilizando el kit high capacity
cDNA reverse transcription (Applied Biosystem, Grand
Island, NY) en un termociclador Eppendorf Mastercy-
cler (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) siguiendo las
indicaciones del fabricante. A continuacion, se rea-
lizé la qPCR en la QuantStudio™ 5 384-Well Block
(ThermoFisher Scientific) usando SYBR Premix ex Taq
(Takara, Otsu, Japon) y cebadores especificos para Tnf
(TNF-a), Nos2 (iNOS), Mrc1 (CD206), Pthir (PTH1R),
Acp5 (TRAP), Nfatc1 (NFATc1) y Tnfrsf11a (RANK), utili-
zando como gen constitutivo el 78S (18S). El protocolo
utilizado consistié en una reaccién inicial de 10 mi-
nutos a 95 °C, seqguido de 45 ciclos de 15 segundos a
95 °C, 15 segundos a 60 °Cy 15 segundos a 72 °C; a
continuacién, para obtener la curva de disociacion de
los cebadores, la temperatura aumentaba a 95 °C, ba-
jaba a 65 °C durante 15 segundos y volvia a subir a
95 °C. Finalmente, la temperatura disminuia a 40 °C
durante 30 segundos. Los cambios en la expresion gé-
nica se han representado como niveles de expresion
del gen diana respecto a su control. Para ello, se em-
pleod el método de cuantificacién relativa comparando
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los ciclos en los que se produce la amplificacion me-
diante el AACt (25). Esta metodologia considera un
100 % de eficiencia de amplificaciéon durante el gPCR y
una misma eficiencia para ambos genes. Las secuencias
de los cebadores empleados se muestran en la tabla I.

Tabla I.

Gen Sentido 5'-3' Antisentido 5'-3'
185 ATGCTCTTAGCTGAGGTGCCCG ATTCCTAGCTGCGGTATCCAGG
Tnf AGGCACTCCCCCAAAAGATG TGAGGGTCTGGGCCATAGAA
Nos2 CCTGCTTTGTGCGAAGTGTC CCCTTTGTGCTGGGAGTCAT
Mrct CCACAGCATTGAGGAGTTTG ACAGCTCATCATTTGGCTCA
Pthr TGAAGGACGCTGTGCTCTACTC AGTAGAGGAAGAAGGTCACGGC
A5 CACGAGAGTCCTGCTTGTC AGTTGGTGTGGGCATACTTC
Nfatc! TCATCCTGTCCAACACCAAA TCACCCTGGTGTTCTTCCTC
Rank GGACAACGGAATCAGATGTGGTC CCACAGAGATGAAGAGGAGCAG

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos estan expresados como las medias + desvia-
ciones estandar (DE) y los analisis estadisticos se lleva-
ron a cabo con el programa GraphPad Prism versiéon
9.1.0. Para el analisis de la expresién génica se busca-
ron diferencias significativas en cada uno de los tra-
tamientos. Estas diferencias se analizaron mediante
analisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis)
seguido de la prueba de Mann-Whitney. La p < 0,05 se
considero significativa. En el caso del mapa de calor o
heatmap, se ha aplicado el método lineal en dos eta-
pas de Benjamini, Krieger y Yekutieli para controlar
la FDR (tasa de deteccion de falsos positivos con un
g-valor menor a 0,1.

RESULTADOS

PROLIFERACION CELULAR

Se quiso comprobar como afecta a la proliferacion de
los macréfagos murinos RAW 264.7 el tratamiento para
inducir la polarizacién hacia un fenotipo M1 o un fe-
notipo M2, con LPS e IL-4 respectivamente. Utilizando
el colorante vital azul de tripano, se observé que el LPS
indujo un aumento significativo de la proliferaciéon en
comparacion con el control; sin embargo, la IL-4 no
modificé la proliferacion de las células RAW 264.7 (Fig.
1A). También se estudid si el tratamiento con PTHrP
(1-37) afectaba a la proliferacion celular en sinergia con
el LPS y la IL-4. En ausencia de factores de polarizacion,
PTHrP (1-37) no indujo cambios significativos en el nu-
mero de células vivas que proliferan en el periodo de
tiempo estudiado (Fig. 1B). En macréfagos estimulados
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con LPS o con IL-4, PTHrP (1-37) no indujo cambios en el
numero de células vivas en comparacién con su estimu-
lo con LPS e IL-4, respectivamente (Fig. 1 Cy D).

EFECTO DE PTHrP (1-37)
EN LA POLARIZACION M1 Y M2

Se verificé que el LPS y la IL-4 indujeran una polariza-
cién a un fenotipo M1y M2 en las células RAW 264.7,
respectivamente. El tratamiento con LPS estimuld la
produccion de TNF-a e iNOS (marcadores M1), mientras
que disminuy6 la expresion de CD206 (marcador M2).
Por el contrario, la estimulacién con IL-4 incremento la
expresion de CD206; mientras que la expresion de TNF-a
disminuy6. El tratamiento con PTHrP (1-37) no afecto
de manera significativa a la polarizacién M1 o M2, sin
embargo, redujo significativamente la expresién de
CD206 en células no tratadas con LPS o IL-4 (Fig. 2 A-C).

A continuacién, se evalué como afectaba la polarizacién
de los macréfagos y el tratamiento con PTHrP (1-37) a la
expresion del receptor PTH1R. Se observé que la pola-
rizacion M1y M2 produjo un descenso de la expresion
de PTH1R. Sin embargo, la disminucién en el fenotipo
M1 fue mas acusada (hasta 4 veces). Ademas, la PTHrP
(1-37) indujo un descenso en la expresion del receptor,
tanto en condiciones basales como en el fenotipo M2,
pero no afecté a la expresion en el fenotipo M1 (Fig. 2D).

Seguidamente, se analizaron los efectos de la po-
larizacién y del tratamiento con PTHrP (1-37) en la
expresion de los marcadores osteoclasticos TRAP,
NFATc1 y RANK. La polarizacion de las células hacia
un fenotipo M1 disminuyo la expresion de los marca-
dores osteoclasticos. En cambio, la polarizacion hacia
un fenotipo M2 aumenté la expresiéon de TRAP sin
afectar significativamente a la expresion de NFATc1 y
reduciendo ligeramente la expresién de RANK. Ade-
mas, el tratamiento con PTHrP (1-37) disminuyé la
expresion de los marcadores osteoclasticos NFATc1 y
RANK en los macréfagos M2 sin afectar en los macré-
fagos M1 (Fig. 2 E-G).

También generamos un grafico de tipo heatmap en el
que la correlacion en la expresién de los genes estu-
diados se representa por colores (correlacion positiva
0 a 1 [azul] o negativa 0 a -1 [rojo]) (Fig. 3). Se observa
que existe una correlacion positiva entre los marcado-
res osteoclasticos con el fenotipo M2 de macréfagos,
mientras que hay una correlacién negativa con el fe-
notipo M1. Ademas, también existe una correlaciéon
negativa en la expresion del PTH1R con el fenotipo
M1, pero positiva con el fenotipo M2. Por ultimo, en
el caso de los marcadores osteoclasticos, estos corre-
lacionan positivamente con la expresion del receptor,
por lo que, cuando aumenta la expresion de PTH1R se
produce un incremento en la expresién de los marca-
dores osteoclasticos.
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Figura 1. La PTHrP (1-37) no induce cambios significativos en la proliferacion celular de los macréfagos M1y M2. Namero de células vivas
en condiciones control, tratamiento con LPS y tratamiento con IL-4 A. NUimero de células vivas en condiciones control y tratamiento con
PTHrP (1-37). B. NUimero de células vivas en condiciones control, tratamiento con LPS y tratamiento con LPS + PTHrP (1-37). C. Ndmero de
células vivas en condiciones control, tratamiento con IL-4 y tratamiento con IL-4 + PTHrP (1-37). D. Los resultados son las medias + DE de
triplicados de tres experimentos diferentes. *p < 0,05 vs. control; **p < 0,01 vs. control.
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Figura 2. Expresion relativa de TNF-a (A), iNOS (B), CD206 (C), PTH1R (D), TRAP (E), NFATcT (F) y RANK (G). Las células se trataron con
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p < 0,001 vs. control; °p < 0,05 vs. estimulo; °p < 0,01 vs. estimulo.
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Figura 3. Heatmap de la correlacion
positiva 0 negativa entre la expresion

de TNF-q, iNOS, CD206, PTH1R, TRAP,
NFATcTy RANK. *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001. Se ha
aplicado el método lineal en dos etapas de
Benjamini, Krieger y Yekutieli para controlar
la FDR (tasa de deteccion de falsos
positivos) con un g-valor menor a 0, 1.

DISCUSION

El hueso es un 6rgano dinamico que sufre un proceso
de remodelacién dirigido por los osteoclastos, los osteo-
blastos y los osteocitos. Durante la remodelacion ésea, el
hueso dafiado es eliminado por los osteoclastos y reem-
plazado por los osteoblastos. Este proceso de remodela-
cion implica la formacién de los osteoclastos a partir de
sus precursores del linaje monocito-macréfago (3).

El receptor PTH1R se expresa en osteoblastos, osteo-
citos (26,27) y en otras células presentes en la médula
6sea como los monocitos y las células T (21,28). En el
presente trabajo demostramos que la linea de macroé-
fagos RAW 264.7 expresa el receptor PTH1R, y que tras
su estimulacion por su ligando PTHrP (1-37), se modula
la expresién de genes relacionados con la polarizacion
y diferenciacion osteoclastica sin afectar a la prolifera-
cion celular. Nuestros resultados indican que la estimu-
laciéon con LPS induce un aumento significativo en la
proliferacién de las RAW 264.7. En el estudio llevado
a cabo por Jiao y cols., en 2016, se demuestra que el
LPS estimula la proliferacién de monocitos/macrofa-
gos a través de la regulacién de la proteina TDAG51,
que juega un papel esencial en la progresién del ci-
clo celular (29); y, ademas, se ha demostrado que la
IL-4 aumenta la supervivencia de los basofilos de ratén
diferenciados in vitro mediante una sefializacién inde-
pendiente de la transcripcién de fosfo inositol 3 quina-
sa (PI3K) (30), por lo que podria tener la misma funcion
en el linaje monocito/macréfago.
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Los resultados sefialan, ademas, que la polarizacion
de estas células hacia un fenotipo regenerativo M2 in-
duce a su vez la expresion de marcadores osteoclas-
ticos. Se observa que en los macréfagos polarizados
a un fenotipo M2, existe una correlacion positiva en
la expresion génica del marcador M2 CD206 con los
marcadores osteoclasticos TRAP, NFATc1 y RANK. Sin
embargo, en los M1 la correlacién con los marcadores
osteoclasticos es negativa. El estudio presentado por
Yu y cols., en 2009, muestra que la IL-4 es capaz de
aumentar por si sola la expresion génica de TRAP en
células RAW 264.7 (31). Ademas, los macrofagos sino-
viales F4/80*CD206* M2 presentes en la artritis reuma-
toide pueden ser nuevos precursores osteoclasticos y
contribuir significativamente a los cambios 6seos, ya
que se ha demostrado que expresan altamente RANK
y pueden ser activados por RANKL y M-CSF para adqui-
rir marcadores de osteoclastos y funcién de resorcion
6sea (32). Los osteoclastos son células multinucleadas
del linaje de monocitos/macréfagos que requieren de
M-CSF y RANKL para su diferenciacién. Existen algunos
estudios que sugieren que los macréfagos M2 pue-
den influir en la expresién de marcadores osteoclas-
ticos como TRAP. Por ejemplo, en un estudio sobre
la regeneracion de alvéolos dentales después de una
extraccion, se observé que los M2 promovian la dife-
renciacién de células osteoprogenitoras a través de la
secrecion de TGF-B y, en las etapas tardias, se detecta-
ron osteoclastos positivos para TRAP (33), lo que sugie-
re una conexién entre los macréfagos M2 y la forma-
cion de osteoclastos. Ademas, existen otras evidencias
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que sugieren la posible fusién de macréfagos M2 con
osteoclastos, lo que podria promover la secrecién de
citoquinas osteogénicas, estimulando asi la diferen-
ciacion osteogénica y la formacion 6sea en materia-
les osteoinductores (34). Por lo tanto, podria existir
una relacion entre el aumento de expresion de TRAP
y la polarizacién M2 de los macréfagos. Sin embar-
go, es importante destacar que otros estudios indican
que la secrecién de TNF-a e IL-1B por los macrofagos
M1 es capaz de madurar los precursores osteoclasti-
cos para la formacion de osteoclastos (35); mientras
que los macréfagos M2 podrian inhibir el desarrollo
de osteoclastos mediante la secrecion de IL-4 e IL-
10 (36). Esto podria sugerir que, aunque los macréfa-
gos M2 derivados de las células RAW 264.7 expresen
altos niveles de TRAP no se diferencien totalmente a
un osteoclasto.

Por ultimo, la PTHrP (1-37) induce un descenso signifi-
cativo en la expresion de PTH1R en la linea de macroé-
fagos RAW 264.7, lo que podria mostrar una regula-
cién negativa inducida por el exceso de agonista del
receptor.

Nuestros hallazgos sugieren que el estimulo con LPS e
IL-4 puede afectar a la proliferacion de los macrofagos
M1y M2, asi como a la expresion de marcadores osteo-
clasticos modificando asi la capacidad osteoclastogéni-
ca de estos precursores. Sin embargo, PTHrP (1-37) no
modula la proliferacion de las RAW 264.7, aunque si
tiene efectos en la expresion de los marcadores carac-
teristicos de osteoclastos. Por todo ello, son necesarios
mas estudios que aborden el papel del PTH1R en estas
células para esclarecer los posibles efectos de sus ligan-
dos PTH y PTHrP en el linaje monocito-macrofago.
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EVALUACION DE LA INGESTA DE CALCIO EN MUJERES POSMENOPAUSICAS TRATADAS CON SUPLEMENTOS

EN ATENCION PRIMARIA

INTRODUCCION

La importancia de la ingesta de calcio viene dada por
su papel en la prevencién de la osteoporosis, considera-
da un problema de salud publica con una carga social
y econémica cada vez mayor que justifica la vigilancia
en atencion primaria. Los requerimientos especificos de
calcio y vitamina D varian a lo largo de la vida y segun la
evidencia actual en la ultima versién (2022) de las Guias
de Osteoporosis de la Sociedad Espafiola de Investiga-
cion Osea y Metabolismo Mineral (SEIOMM) y a través
de metaanalisis consultados se recomienda en mujeres
posmenopausicas una ingesta de 1000-1200 mg/dia de
calcio y 800-1200 Ul/dia de vitamina D (o equivalente),
preferiblemente a través de la dieta (1). El tratamiento
con estos suplementos estaria justificado siempre que
no se alcance una ingesta adecuada a través de la dieta,
ya sea para tratar una deficiencia o para alcanzar los
requerimientos recomendados.

Actualmente, las presentaciones de suplementos de
calcio que tenemos a nuestra disposicién son mayori-
tariamente sales tipo carbonato para administracion
oral asociadas o no a la vitamina D. Su absorcion intes-
tinal mejora con la ingesta de alimentos (2) y se reduce
con la administraciéon concomitante de los inhibidores
de la bomba de protones (IBP) (3). El citrato de calcio
es otra sal menos pautada que no necesita un pH aci-
do para su absorcién ni administrar con los alimentos.
El calcio elemento es la cantidad real que presenta el
suplemento. El carbonato de calcio contiene un 40 %
de calcio elemento por lo que 1250 mg representa
500 mg de calcio elemento. El citrato tiene un 21 %. En
base a la evidencia revisada, cantidades excesivas en la
ingesta de calcio definida como superior a 2000 mg/
dia, puede ser potencialmente perjudicial (6) y las do-
sis superiores a 500 mg/dia deben administrarse divi-
didas. Dosis superiores se asocian con una meseta en
la absorcion de calcio que puede impedir el equilibrio
positivo de este alimento (2).

Existen varias revisiones sistematicas que sugieren que,
administrados de forma aislada, los suplementos de cal-
cio con o sin vitamina D ayudan a reducir la pérdida de
masa 0sea, pero su impacto en la prevencién de fractu-
ras es limitado o incierto para la mayoria de la poblacién
general. El tnico grupo poblacional con clara evidencia
de eficacia en la prevencion de fracturas (reduciendo el
riesgo de fractura no vertebral y de forma mas marginal
de fractura de cadera) es la poblacion mayor de 65 afios
institucionalizada y con alta prevalencia de hipovita-
minosis D y baja ingesta de calcio (4). El beneficio es
menos claro para las personas mayores que viven en la
comunidad y en la poblacion general sana, es decir, sin
osteoporosis establecida, donde segun la evidencia de
este metaandlisis es muy dificil justificar una interven-
Cién a gran escala con suplementos de calcio (5).

Los suplementos, ademas de los eventos adversos co-
nocidos y mencionados en la ficha técnica, principal-
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mente alteraciones gastrointestinales (6), también se
relacionan con la posibilidad de aparicion de otros
efectos no deseados muy controvertidos como la ne-
frolitiasis y los eventos cardiovasculares. Hasta el mo-
mento no hay una clara evidencia que asocie los suple-
mentos de calcio con un mayor riesgo de desarrollo de
litiasis renal, aunque hay que ser prudente a la hora
de valorar resultados ya que la verdadera incidencia
puede estar infraestimada, dado que no se ha encon-
trado un sistema homogéneo para valorar los eventos
ni ha sido la variable principal a estudio. El estudio de
Taylor (7) informa que un mayor consumo de calcio
en la dieta se asocia de forma independiente con un
menor riesgo de calculos renales, por contrapartida, el
ensayo clinico aleatorizado (8) de la Iniciativa de Salud
de la Mujer (WHI) no confirma esta relacion y encontré
un exceso del 17 % en la incidencia de célculos renales
en el grupo que recibié el suplemento. Sin embargo,
el trabajo de Harris y cols. (9) inform6 que una hidra-
tacion adecuada puede ayudar a reducir este riesgo.

La sugerencia inicial que generé el debate del pro-
bable riesgo cardiovascular fue a partir de un metaa-
nalisis realizado por Bolland y cols. en 2010 que en-
contrd un aumento del 27 % en el riesgo de infarto
de miocardio en mujeres que tomaban suplementos
de calcio (10). A partir de ahi, el tema ha suscitado
la realizacion de multiples revisiones con resultados
contradictorios. Un metaanalisis de Myung y cols. (11)
encontro que el uso de suplementos de calcio se aso-
Ci6 significativamente con un aumento del riesgo de
enfermedad cardiovascular y enfermedad coronaria
en un 15 %, en mujeres posmenopausicas sanas, en
cambio los metaanalisis de Chung (12) y Sim Ming Gin
y cols. (13) publicaron resultados en sentido contrario
donde informaban que los suplementos de calcio no
se asocian con ningun riesgo significativo de enfer-
medad coronaria, accidente cerebrovascular o mor-
talidad por todas las causas. La controversia no esta
zanjada ya que se han planteado deficiencias meto-
doldgicas y las discrepancias de estos resultados sigue
siendo un tema controvertido por lo que se descartan
conclusiones firmes del papel que juegan los suple-
mentos sobre el riesgo cardiovascular.

La plausibilidad biolégica de estos hallazgos se argu-
menta en que el uso de suplementos de calcio aumen-
ta de forma brusca los niveles de calcio circulante y
puede contribuir a la calcificacién vascular y a otros
procesos fisiopatologicos que ocurren a nivel de la su-
perficie de los vasos sanguineos (14), mientras que la
ingesta de alimentos ricos en calcio por el contenido
de grasas y proteinas que conllevan asociados da lugar
a un transito intestinal mas lento que provoca cambios
menores en los niveles séricos de calcio.

El objetivo de este estudio es identificar cual es la in-
gesta de calcio en la dieta de las mujeres posmenopau-
sicas que estan tomando suplementos y analizar si la
indicacion es adecuada segun las recomendaciones.
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Hipdtesis: existe una tendencia a la prescripcién de
suplementos de calcio y calcio/vitamina D en mujeres
en edad posmenopausica que ya toman una correcta
ingesta alimentaria y no presentan factores de riesgo
que les hagan beneficiar de esta suplementacion.

MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional, descriptivo y de corte transversal.

Ambito de estudio: un centro de atencién primaria de
la comarca del Bages (Barcelona).

Periodo de estudio: un ano completo de enero a di-
ciembre de 2023.

Criterios de inclusion y reclutamiento: se han incluido
todas las mujeres mayores de 50 afos registradas en el
Centro de Atencion Primaria (CAP) que estén tomando
suplementos y que firmen el correspondiente consen-
timiento informado.

Criterios de exclusion: mujeres que lleven mas de
6 meses sin acudir a la farmacia para recoger el suple-
mento de calcio, las que no puedan entender la natu-
raleza del estudio o las que no acepten participar en
el estudio.

Medida de la muestra: muestreo no probabilistico o de
conveniencia. La poblacién femenina adscrita al CAP
es de 12 598 mujeres, de las que 5126 (40,69 %) tie-
nen una edad > 50 afos y de estas, 616 mujeres tienen
pautados suplementos de calcio con o sin vitamina D.

Poblacidn y calculo muestral: para un nivel de confian-
za del 95 %, del subgrupo poblacional de 616 mujeres
con una heterogeneidad del 50 %, un margen de error
del 50 % y un nivel de confianza del 95 % es necesaria
una muestra minima de 237 mujeres.

I. ROIG GRAU ET AL.

Recogida de datos y fuente de informacidn: para cada
una de las pacientes que han cumplido los criterios de
inclusion y que han firmado por escrito el consenti-
miento informado, el equipo investigador les ha rea-
lizado una encuesta presencial o telefénica sobre su
ingesta dietética de calcio. Se ha utilizado el listado de
alimentos lacteos como principal fuente de calcio para
averiguar la cantidad y frecuencia en que se toman,
tal y como se detalla en la tabla nim. 1 del apartado
dedicado a las variables del estudio.

Tanto los datos de ingesta de calcio como el resto de
variables del estudio se han obtenido a través de la en-
cuesta a la paciente y la revisiéon de su historia clinica.
Para la recogida de datos se ha utilizado un cuestio-
nario incluido en un documento Forms del Microsoft
365 al que solo han tenido acceso los miembros del
equipo investigador.

Aplicabilidad: conocer la situacion actual del consumo
de calcio en mujeres posmenopausicas nos permitira
introducir los cambios necesarios, ya que es evidente
que alcanzar los requerimientos recomendados de cal-
cio contribuye a mejorar la densidad mineral 6sea y
reducir el riesgo de fractura (Tabla I).

Variable principal: ingesta diaria de calcio en la die-
ta (mg/dia) en la que las encuestadas informan, si-
guiendo el modelo de la encuesta de Cosman, de
las raciones por dia que toman de cada uno de los
lacteos.

Variables secundarias: edad (afios); institucionaliza-
da (si, no); tiempo (en meses) que lleva tomando los
suplementos; profesional que ha iniciado la prescrip-
cién de los suplementos de calcio: médico de familia,
Reumatologia, Traumatologia, Ginecologia, privado,
otros (Oncologia, Medicina Interna); posibles efectos
secundarios relacionados con los suplementos de cal-
cio (flatulencia, estreiimiento, nauseas y/o vémitos,
malestar), osteoporosis u osteopenia confirmada con
densitometria 6sea y tratamiento osteoporético con-

Tablal.

Producto mg/calcio estimado/racion N.° raciones/dia Calcio (mg) diario
Leche (1 vaso 200 ml) 250
Leche con calcio (1 vaso 200 ml) 320
Yogurt natural entero (125 ml) 225
Yogurt con calcio 400
Flan, natillas, arroz con leche 120
Queso fresco (100 g) 200
Queso curado (2 lonchas 0 50 g) 400
Calcio contenido en alimentos no lacteos 250 mg calcio/dia
Total diario (mg calcio)

*Adaptado de Cosman et al. Osteoporos Int 2004.
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comitante (alendronato, ibandronato, risendronato,
acido etidrénico, denosumab, teriparatide, raloxifeno,
bazodoxifeno).

ANALISIS DE DATOS

Se ha realizado una descripcién univariada y bivariada
de las variables.

Las variables cuantitativas se describen con la media
aritmética y la desviacién tipica y las variables cualita-
tivas con sus frecuencias absolutas y relativas.

Los contrastes bivariables se han realizado con la prue-
ba t de Student o la prueba de Mann-Whitney en fun-
cion de su distribucion cuando se trate de variables
cuantitativas con una cualitativa dicotémica, siempre
que la cuantitativa tenga una distribuciéon normal.

Por las variables cuantitativas se ha utilizado la x? de
Pearson con la correccién de Fisher.

Se ha utilizado el programa de analisis estadistico SPSS
v 29.0 para el analisis de los datos. Los intervalos de
confianza de los parametros se han calculado al 95 %
y se han considerado como estadisticamente significa-
tivos las diferencias que alcancen un valor de p < 0,05.

CONFLICTO DE INTERESES

Este proyecto tiene la acreditacion del Comité Etico de
Investigacidon con medicamentos (CEIm) del IDIAP Jordi
Gol con el codigo 22/166-P en sesion del 26/10/2022.

Los autores declaran que para esta investigacién no se
han realizado experimentos con seres humanos ni ani-
males y se ha obtenido el consentimiento informado
de los pacientes.

En este articulo no aparecen datos de pacientes.

No hay ningun conflicto de intereses y no se ha recibi-
do ninguna ayuda.

RESULTADOS

La muestra estuvo compuesta por un total de 357 mu-
jeresy la figura nim. 1 muestra el flujo de las pacien-
tes de la identificacion de las candidatas a su partici-
pacién. La edad media de todas ellas fue de 73,0 afios
(DS 10,2). Veintiuna residian en una institucion (5,9 %)
y su edad era significativamente mayor (media de
79,5 afos; DS 11,3) (prueba t Student, p < 0,05) (Fig. 1).
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5126 mujeres > 50 afios
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259 mujeres
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Figura 1. Diagrama de flujo.

Una tercera parte (33,9 %) de las participantes per-
tenecian al grupo de 70 a 79 afos, al grupo de 80
a 89 anos pertenecian el 24,6 % y al grupo de 60 a
69 anos el 25,5 %. Un 10,9 % pertenecian al grupo de
50 a 59 afos y un 5,0 % al grupo de 80 a 89 afos
de edad.

En cuanto al consumo de calcio, las participantes de-
clararon un promedio de 872 mg de calcio por dia (DS
de 325) y en la figura 2 se presenta el consumo de cal-
cio dietético por grupos de edad donde el contraste
(prueba H de Kruskall-Walis) no alcanza la significa-
cién estadistica (p > 0,05). Asi, pese a las oscilaciones
absolutas que se observan en la figura (media del con-
sumo por grupos de edad), el consumo no es distinto.
Hay un grupo de 262 mujeres (73,4 %) que toman me-
nos de 1000 mg y por tanto 95 mujeres que representa
el 26,6 % que toman mas de 1000 mg de calcio (Fig. 3).

En cuanto a las fuentes lacteas de calcio (Tabla II), la
leche con el 76,3 % de mujeres que la consumen, es
el lacteo mas consumido. Asi, se ve como las mujeres
que consumen leche, leche suplementada con calcio o
yogures naturales enteros tienen un consumo signifi-
cativamente mayor (prueba t Student, p < 0,05) de cal-
cio que las mujeres que no los consumen. Y, consumir
otras especialidades lacteas no comporta una ingesta
superior en comparacion con las que no las consumen.

Un 26,61 % de las participantes del estudio (95) infor-
man una ingesta de calcio por encima de los 1000 mg/
dia. Si desglosamos los resultados segun el lugar de resi-
dencia, observamos que en mujeres institucionalizadas
el porcentaje que alcanza los requerimientos a través
de la dieta es del 23,8 % (5). No se obtienen diferencias
estadisticamente significativas entre la ingesta dietética
de calcio y el lugar de residencia (x% p = 0,05).
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Figura 2. Consumo promedio de calcio dietético por grupos de
edad.
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Figura 3. Consumo de calcio dietético en mujeres
posmenopausicas.
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En cuanto a los efectos secundarios de la dieta y el cal-
cio, un 10,4 % de las mujeres incluidas expresan males-
tar inespecifico, un 8,68 % estrefiimiento y un 8,40 %
flatulencia (Tabla Ill). Presentar nauseas y/o vomitos
se observa en un 3,36 % de las mujeres incluidas vy,
son estas 12 mujeres, las que consumen significativa-
mente mas calcio que las que no las presentan (prueba
t Student, p < 0,05). Las que manifiestan flatulencia
(30 mujeres), estrefiimiento (31) o malestar inespeci-
fico (37) no aportan diferencias significativas en la in-
gesta diaria de calcio.

El consumo de calcio por resultado de la densitometria
se presenta en la tabla IV y no se identifican diferen-
cias significativas en el consumo de calcio por el resul-
tado de la densitometria.

En la tabla V se describe que mayoritariamente las mu-
jeres no reciben ningun tratamiento concomitante y
las que lo reciben el mas prescrito (Tabla VI) ha sido
el alendronato un 17,1 %, seguido del denosumab un
8,12 %.

Se puede observar, pues, que un 44 % de los suple-
mentos de calcio indicados son prescritos por especia-
listas y, entre ellos, destacan los reumatélogos con un
17,6 %. En la comparacion a médicos de familia y a
todos los demas no existen diferencias significativas en
la ingesta de calcio y los porcentajes de las mujeres
posmenopausicas que toman mas de 1000 mg de cal-
cio por especialista no son distintas (x>> 0,05).

Tabla Il

Total de mg calcio/dia
: p-valor
Media SD
No 675,73 329,16
Tomar leche < 0,001
Si 931,03 300,33
No 855,67 324
Tomar leche con calcio 0,003
Si 1025,15 300,93
No 751,52 350,23
Tomar yogur natural entero < 0,001
Si 914,38 293,18
No 737,66 349,68
Tomar yogur natural con calcio 0,063
Si 1003,33 274,35
No 725,94 354,86
Tomar flan, natillas, arroz con leche 0,121
Si 885,62 246,08
No 699,9 431,76
Tomar queso fresco 0,443
Si 753,57 250,54
No 716,5 473,37
Tomar queso manchego semicurado 0,498
Si 644,58 255,91
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Tabla Ill.

Total de mg calcio/dia
- p-valor
Media SD
No 875,03 328,92
Flatulencia 0,466
Si 834,33 285,64
No 872,43 318,97
Estrefiimiento 0,892
Si 862,58 390,67
) No 868,04 329,72
Nauseas y/o vémitos 0,017
Si 971,25 121,11
. ) No 873,47 331,24
Malestar inespecifico 0,709
Si 855,27 272,68

Hasta 1000 mg/dia de calcio Mas de 1000 mg/dia de calcio
Normal o no realizada 125 43
Osteopenia 44 13
Osteoporosis 93 34
Total 262 95
X2 p > 0,05 (p = 0,764).
di)

Muestra global n
Tratamiento antiosteoporético concomitante 357
Alendronato 61 (17,1 %)
Bazodoxifeno 1(0,28 %)
Ninguno 257 (72,0 %)
Denosumab 29 (8,12 %)
Ibandronato 1(0,28 %)
Raloxifeno 1(0,28 %)
Risedronato 2(0,56 %)
Romosozumab 2(0,56 %)
Teriparatide 3(0,84 %)

Tabla VI.

n % Hasta !009 mg Mas 1 _000’mg

calcio/dia calcio/dia
Médico de familia 200 56,0 % 155 (77,5 %) 45 (22,5 %)
Reumatologia 63 17,6 % 45 (71,4 %) 18 (28,6 %)
Traumatologia 31 87 % -
Ginecologia " 31% 62 (66 %) 32 (34 %)
Otros (Onco, Med. Int.) 48 134 % -
Privado 4 11% -
Total 357 100 % 262 (73,4 %) 95 (26,6 %)
¥ p > 0,05 (p=0,105).
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DISCUSION

La ingesta diaria de calcio se ha estimado utilizando
la tabla simplificada de Cosman y cols., (15) validada
como herramienta practica y orientativa y ampliamen-
te utilizada en estudios poblacionales. Es facil de usar
y permite una estimacion rapida de la ingesta de cal-
cio a partir de las raciones de alimentos ricos en calcio
consumidos a diario. Cuando un alimento se consume
con una frecuencia menor a una vez al dia se hace ne-
cesario estimar el aporte promedio diario dividiendo
el contenido de calcio entre los dias de la semana.

La literatura muestra una variabilidad considerable
de resultados en la ingesta dietética de calcio, pero la
mayoria de la poblacion en riesgo de osteoporosis y
similar a nuestros datos presenta una ingesta deficien-
te y no alcanza los 1000-1200 mg/dia recomendados.
En este sentido el estudio epidemiolégico ANIBES (An-
thropometry, Intake and Energy Balance in Spain) (16)
publicado en 2017, y realizado a través de encuestas
sobre habitos nutricionales de la ingesta dietética de-
clarada de tres dias en mas de 2000 individuos hombres
y mujeres de un rango de edades amplisimo en nues-
tro pais, estimé que las cantidades medias de calcio
diarias ingeridas a través de la alimentaciéon de muje-
res mayores de 65 afos fue de 662 mg/dia. De manera
similar el estudio de Serra y cols. (17) evalué la ingesta
dietética mediante dos recordatorios de 24 horas en
dias no consecutivos y sefiala una ingesta de 782,7 mg/
dia de calcio en mujeres catalanas de 18 a 64 afios. En
esta linea un estudio de Arriaza y cols. (18) realizado
con 250 mujeres espafiolas entre 45y 65 afios evaluo la
ingesta dietética declarada de tres dias y solo el 14 %
tenian una ingesta superior a 1000 mg/dia. Como in-
conveniente el método de 24 horas puede subestimar
o sobreestimar el consumo si el dia en cuestién no es
representativo de los habitos generales. Se trata de un
método similar al que utilizamos en nuestro estudio
que nos basamos en raciones diarias solo de productos
lacteos.

Encontramos resultados contrarios a lo reportado en
nuestro medio en el estudio de Tao y cols. (19) don-
de las participantes eran mujeres posmenopausicas
espafiolas con osteoporosis y como método utiliza-
ron la encuesta telefénica, el Cuestionario Espafiol
de Frecuencia Alimentaria (FFQ) y una breve encuesta
sobre la ingesta de calcio y vitamina D. Las posibles
respuestas incluyeron “nunca”, “anual”, “mensual”,
“semanal” o “diario”. La ingesta media de calcio en
la dieta fue de 1239 mg/dia, en general, suficiente en
términos de la ingesta diaria recomendada. Bruyere y
cols. (20) en mujeres espafiolas posmenopdusicas con
osteoporosis sin especificar el tipo de encuesta, infor-
maron una ingesta dietética de calcio de 1074 mg/dia,
también superior a nuestros hallazgos. Los estudios en
que la ingesta de calcio esta por debajo de los requeri-
mientos estan realizados en poblacién general, sin em-
bargo, los estudios con una ingesta superior a las nece-

I. ROIG GRAU ET AL.

sidades se realizaron en mujeres posmenopausicas con
osteoporosis. Probablemente en ambos estudios su
consumo fue mas elevado por una mayor motivacion.

Nuestros resultados reflejan que la leche en todas
sus versiones fue el lacteo mas consumido, seguido
de los lacteos fermentados yogur y queso. La eviden-
cia cientifica actual (21) sefiala que la ingesta total
de productos lacteos, tanto desnatados como en su
version entera se asocia de forma neutra o incluso
beneficiosa sobre el riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular.

La importancia de aumentar el consumo de productos
lacteos al llegar a la menopausia es especialmente evi-
dente en relacién con la cobertura de las indicaciones
recomendadas, concretamente en el estudio de Orte-
ga-Anta (22) se constata que la ingesta de calcio en
mujeres posmenopausicas que toman las 3 raciones de
lacteos aconsejadas por dia (como el que hemos utiliza-
do en nuestro estudio) es significativamente superior
(1346 + 310,3 mg/dia) a la de mujeres posmenopausi-
cas con menor consumo de productos lacteos (874,1 =
259,9 mg/ dia). Un 9,52 % de mujeres consumen leche
suplementada con calcio y un 5,22 % yogures natura-
les enriquecidos con calcio. De forma paralela a la difi-
cultad de conseguir las indicaciones recomendadas de
calcio estan proliferando en el mercado actual alimen-
tos enriquecidos con calcio para aportar mas calcio a
la dieta, no solo en los lacteos sino en otros nutrientes
(23) con serias dudas sobre su biodisponibilidad (19).
Siguiendo en esta linea y a pesar de no constar esta
variable en el estudio, muchas de las pacientes verba-
lizaban el consumo de leches vegetales en sustitucién
de la leche de origen animal.

La falta de cumplimiento es un fenémeno bastante
extendido y nuestro estudio también ha puesto de
manifiesto la falta de adherencia de las pacientes a
tomar los suplementos. La gran mayoria de las pa-
cientes fueron excluidas por no recoger el suplemen-
to hacia mas de 6 meses representando aproximada-
mente una de cada dos mujeres posmenopausicas y
un gran numero de las que entraron en el estudio
verbalizaban un cumplimiento autoinformado errati-
co de la ingesta de los suplementos. Porcentajes muy
similares a los nuestros han sido reportados por otros
autores como Sanfelix-Genovés y cols. (24) en una pu-
blicacién que realizé en Espana donde estimé que el
cumplimiento de la toma de suplementos de calcio
y/o vitamina D se situaba en torno al 50 %. Una re-
vision sistematica (25) de la literatura encontré una
tasa de adherencia del 67 % durante el primer afio de
tratamiento, con una persistencia media de 180 dias/
afno de tratamiento (la revision no incluyé ningun es-
tudio realizado en Espaiia). En la misma linea el anali-
sis del grado de cumplimiento terapéutico analizado
por Carbonelly cols. (26) muestra que segun el test de
cumplimiento autocomunicado de Haynes-Sackett el
68,7 % de las pacientes fueron incumplidoras y segun
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el test de Morisky- Green un 11,2 %. En consonancia
con otras revisiones (27) existe unanimidad en cuanto
a los factores determinantes de la mala adherencia a
los suplementos que describieron las mujeres. A pesar
de no constar esta variable en el estudio, manifesta-
ron problemas de tolerancia, escasa palatabilidad y
falta de motivacion mas frecuente en pacientes po-
limedicadas.

En relacion a los posibles efectos secundarios de los su-
plementos existen pocas investigaciones que los hayan
explorado, en nuestro trabajo han sido poco frecuen-
tes, destacamos por su frecuencia el estrefiimiento se-
guido de molestias dispépticas en forma de flatulencia
y malestar (28).

En nuestra investigacion un 36,4 % de las mujeres
presentaron osteoporosis confirmada por densitome-
tria (DMO) DEXA y un 21 % osteopenia, porcentajes
invertidos respecto a la evidencia proporcionada por
el estudio transversal de la Encuesta Nacional de Exa-
men de Salud y Nutricion (NHANES) (29) que recopild
los datos de 4012 mujeres posmenopdusicas donde la
prevalencia de osteoporosis determinada por DMO
(DEXA) alcanz6 el 9,2 % y la de osteopenia el 59,6 %
en los 5 ciclos que duré el estudio desde 2005 a 2018.
Una posible explicacion a estas diferencias es que en
nuestro estudio todas las mujeres tomaban suplemen-
tos.

Nuestros resultados indican que de forma mayoritaria
el suplemento de calcio no se acompafa de ningun
farmaco antirresortivo ni agentes de formacion ésea.
En caso de prescribirse y en linea con el articulo de
Langdahl y cols. (30) observamos que los bifosfonatos
orales particularmente el alendronato es el tratamien-
to de primera linea y junto con el denosumab son las
terapias antirresortivas mas utilizadas.

Mas de la mitad de los suplementos de calcio han sido
pautados por el médico de familia. Nos llama la aten-
cién, sin embargo, la publicacién de Ensrud y cols. (31)
donde se constata que el tratamiento de la osteopo-
rosis y las estrategias de prevencion de fracturas a me-
nudo no son abordadas por los médicos de atencién
primaria, incluso en pacientes mayores con fracturas
recientes y en consonancia con otros autores (28) ape-
la a maximizar esfuerzos desde la atencién primaria
para mejorar las tasas de diagnoéstico y tratamiento
de la osteoporosis en mujeres posmenopdausicas. El
17,64 % de los suplementos han sido prescritos por el
reumatélogo en mujeres mayoritariamente seguidas
en este servicio por osteoporosis y a pesar de ello no
se ha observado una mayor ingesta dietética de calcio.
Un porcentaje no despreciable (13,4 %) han sido reco-
mendados por Oncologia en pacientes diagnosticadas
de cancer de mama con receptores de estrégenos po-
sitivos en tratamiento adyuvante con inhibidores de
la aromatasa que se ha correlacionado con un mayor
riesgo de pérdida 6sea y fracturas (la pérdida anual en
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estas mujeres al cabo de un afio es del 2,6 % a nivel
lumbar y del 1,7 % a nivel femoral) (32). Los servicios
menos prescriptores fueron los de Traumatologia y Gi-
necologia. En este ultimo caso la muestra es pequeiia,
pero el estudio de Arriaza y cols. (18) concluye que la
mitad de los ginecélogos prescribe el calcio de forma
profilactica a las mujeres de entre 45 y 65 afios.

La fortaleza de este estudio viene dada por haber
utilizado como sistema de evaluacién de la ingesta de
calcio la tabla simplificada de Cosman, facil y practica
con una estimacion rapida y una precision razonable
para realizar las recomendaciones pertinentes. Tiene
la ventaja de adaptarse a nuestra clinica habitual vy,
por tanto, aproximarse mas a las condiciones reales de
trabajo de un médico de familia.

El tamafio muestral nos ha permitido tener una se-
guridad razonable respecto a la confianza en los re-
sultados, asi como las conclusiones que de él se han
derivado.

Como limitaciones de esta investigacion no dispone-
mos de ningun biomarcador que proporcione el cal-
culo de la ingesta de calcio. La ingesta ha sido autoin-
formada, lo que puede llevar un sesgo de recuerdo,
errores en la variabilidad intrapersonal que puede
subestimar o sobreestimar el consumo y otros factores
subjetivos por parte de las pacientes.

CONCLUSIONES

Tras el andlisis de nuestro estudio se desprende que la
ingesta dietética de calcio en el 73 % de las mujeres
posmenopausicas que toman suplementos es insufi-
ciente (872 mg/dia) y se situa un 13 % por debajo de
las indicaciones recomendadas. Identificamos asi mis-
mo un 27 % de mujeres posmenopausicas que toman
suplementos de forma innecesaria dado que la dieta
ya cubre los requerimientos. Se ha puesto en valor la
observacién de una alta tasa de falta de adherencia a
la toma de suplementos de calcio.

Como perspectivas y propuestas de mejora, estos re-
sultados apoyan la necesidad de fomentar una mayor
promocion de la ingesta dietética de calcio para cubrir
las necesidades (una manera agil es recomendar tres
raciones de lacteos al dia). Para realizar una adecua-
da prescripcion facultativa y evitar la suplementacion
innecesaria, es imprescindible evaluar el consumo die-
tético de calcio y solo prescribir los suplementos si no
se alcanzan los requerimientos. Por otro lado, para co-
rregir esta tendencia de falta de adherencia, se resalta
la necesidad de explicar a la paciente la importancia y
los beneficios de la toma de los suplementos, asi como
los riesgos sobre la salud 6sea relacionados con un se-
guimiento inadecuado.
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— La ingesta de calcio en mujeres posmenopdausicas
que toman suplementos es insuficiente y no alcanza
la dosis diaria recomendada de 1000-1200 mg/dia.

— Casi una tercera parte de las mujeres posmenopau-
sicas esta suplementada innecesariamente dado
que la ingesta dietética de calcio ya cubre los re-
querimientos necesarios.

— Una manera agil en atencién primaria de aumentar
la ingesta de calcio es recomendar tres raciones de
productos lacteos al dia.

— La adherencia a los suplementos es muy baja y su
cumplimiento muy erratico por falta de motivacién
y efectos secundarios.

— Es necesario evaluar la ingesta de calcio dietético
antes de pautar suplementos y si se prescriben in-
formar a las pacientes de los beneficios de tomarlos
y los riesgos del mal seguimiento.
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Abstract

Background: trabecular bone score (TBS) is a validated index of microarchitecture, calculated from dual-energy X-ray
absorptiometry (DXA). The aims of this study were to determine lumbar spine TBS and bone mineral density in healthy
postmenopausal Spanish women and investigate associations with body mass index (BMI), age and years since menopause.

Methods: we conducted a retrospective observational study including all outpatient postmenopausal women referred to
the Department of Densitometry of one hospital in a period of 12 months. Patients with densitometric osteoporosis (T-score
<-2.5) were excluded from the analysis. Demographic characteristics (age, BMI and number of years since menopause) and
patient health history were all collected from the hospital records. The final sample size comprised 245 postmenopausal
women. The study was conducted based on the principles of the Declaration of Helsinki and approved by the Research
Ethics Committees of Fundacién Jiménez Diaz and Instituto Investigacion Fundacién Jimenez Diaz.

Results: the mean lumbar spine BMD was 0.945 (+/- 0.133) g/cm?, and the mean TBS was 1.354 (+/- 0.107). There were
small correlations between TBS and age (r = -0.31, 95 % Cl, -0.42, -0.20); p < 0.001), years since menopause (r = -0.28,
95 % Cl, -0.39, -0.15; p < 0.001), BMI (r =-0.30, 95 % Cl, -0.41, -0.10; p < 0.001) and BMD (r = 0.29, 95 % CI, 0.17,
0.40; p < 0.001).

Conclusions: TBS in postmenopausal women was negatively correlated with age, years since menopause, and BMI.
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BONE MINERAL DENSITY AND TRABECULAR BONE SCORE IN SPANISH POSTMENOPAUSAL OSTEOPOROSIS-FREE WOMEN:

CORRELATION WITH DEMOGRAPHIC FACTORS

INTRODUCTION

Osteoporosis is characterized by microarchitectural
changes in bone tissue and a reduction in bone mass.
Postmenopausal osteoporosis, resulting from estrogen
deficiency and the most common type of osteoporosis,
and affects nearly 1 in 3 women in Spain (1). Estrogen
deficiency results in an increase in bone turnover ow-
ing to effects on all types of bone cells. Imbalance in
bone formation and resorption has effects on trabec-
ular bone and cortical bone leading to increased rates
of bone fractures that affect quality of life: pain, inabil-
ity to perform daily activities and increased mortality
(2,3). Although important efforts have been made to
precisely identify those at increased risk of osteoporo-
sis-related bone fractures, there is still a high degree of
uncertainty regarding the accuracy of the current tools
as determinants of bone strength (2,3).

Bone mineral density (BMD) assesses only one of many
factors contributing to bone strength and the risk of
fracture. Therefore, information on trabecular bone
microarchitecture provided by trabecular bone score
(TBS) can improve the accuracy and sensitivity of the as-
sessment of the risk of fragility fractures and the effects
of some drugs used vs osteoporosis (4-7). TBS is not a
direct measure of bone architecture or trabecular dis-
continuity; rather, it is an indirect index of trabecular
microarchitecture that reflects the trabecular counts,
trabecular connections and space between trabeculae
that is noninvasive and radiation-free (8).

Former studies have shown positive correlations between
the body mass index (BMI) and BMD (9,10). Current-
ly, however, there are limited data on the associations
among the TBS, BMI and age. Furthermore, the relation-
ships among other demographic parameters (e.g., years
since menopause) and the TBS and BMD remain unclear.

The aims of this study were to investigate the mean
TBS and BMD values in a cohort of healthy postmeno-
pausal Spanish women and the overall associations
among the TBS, BMD and demographic features.

METHODS
STUDY SAMPLE

We conducted a retrospective cross-sectional study
that included all postmenopausal women who were
referred from January 1%t through December 315, 2011
to the Densitometry Service of Hospital Universitario
Fundacion Jiménez Diaz (Madrid, Spain).

DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS

The demographic characteristics and health history of
all subjects were collected from the hospital records.
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The subjects included in this study were healthy post-
menopausal women. Menopause was defined as the
permanent cessation of menstrual periods for, at least,
12 months in the absence of any pathological etiology.
The population of this study was healthy postmeno-
pausal women. Exclusion criteria included osteoporosis
diagnosed on DXA (T-score < -2.5), fragility fractures, pa-
tients with a diagnosis of endocrine diseases and other
hormonal disorders, orthopedic diseases or osteoarthritis
affecting the lumbar spine, cancers, and the use of drugs
or agents that can affect bone metabolism. The protocol
for the current study was approved by Hospital Universi-
tario Fundacion Jiménez Diaz research ethics committee.
The height and weight of subjects were measured using
a KERN stadiometer and electronic scale, respectively,
and then BMI was calculated with a BMI calculator using
the height (in meters) and weight (in kilograms).

ASSESSMENT OF BMD AND TBS

Bone mineral density (BMD) measurements were per-
formed with the HOLOGIC QDR-4500 C system on the
L1-L4 vertebrae. All DXA studies were performed by
the same experienced operator. TBS measurement was
performed retrospectively using the lumbar spine DXA
files of the patients included in this study. The TBS
measurement was performed with a recent version
of the TBS iNsight software (version 3.0.; Medimaps
Group, Merignac, France) applied to the same region
of the spine in which BMD was measured (therefore,
vertebrae excluded from the BMD analysis were also
excluded in the TBS measurement).

Coefficient of variation for DXA was 1%, and the coef-
ficient of variation for TBS was 1.8%. Reference values
were as follows: TBS = 1.350 is considered normal, TBS
of 1.350 to 1.200 indicates a partially degraded mi-
croarchitecture, and TBS < 1.200 represents a degrad-
ed microarchitecture (8).

STATISTICAL ANALYSIS

Quantitative variables were expressed as means and
standard deviations, and qualitative variables as abso-
lute and relative frequencies.

Relations with the TBS were assessed using Pearson’s
correlation coefficient and simple linear regression.

Except for age, variables did not adhere to a normal
distribution or passed the Kolmogorov-Smirnov nor-
mality test. However, Pearson’s correlation coefficient
was still used because all variables had fairly symmetri-
cal distributions. This degree of symmetry results in the
mean and median values being essentially the same. In
addition, the sample size, which was not small, ensures
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compliance with the central limit theorem, which states
that the distribution of the sample means approaches
normality as the sample size increases; this is the as-
sumption upon which parametric methods are based.

Results are reported as scatter plots, with the regres-
sion line, the correlation coefficient (r), its 95% con-
fidence interval (95 % Cl), the p-value (p), and the R
squared value.

The explanatory variables included in the models
were age, BMI and years since menopause. No step-
wise procedures or any other procedures were used
to construct the multivariate model because all three
variables of interest were included.

To study the effects of age, BMI and the number of
years since menopause on the TBS, multivariable linear
regression models were used to adjust for confound-
ers. These models are summarized as the coefficients
(b), 95 % Cls, and p-values. Significance level was set at
0.05. Statistical analyses were performed using R 4.0.0.
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Figure 1. Correlation between TBS and age.
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Figure 3. Correlation between TBS and BMI.
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RESULTS

In this retrospective cross-sectional study, we includ-
ed a total of 245 postmenopausal women (age, 60.6
(7.87); range, 35-86 years; BMI, 29.40 (4.71) kg/m?). Of
the 245 participants, 134 (54.7%) had a normal BMI,
85 (34.7%) were overweight, 19 (7.8%) had type |
obesity, 2 had types Il and lll obesity (0.08%), and 5
were slightly underweight (2.0%). The mean BMD at
the lumbar spine and the TBS were 0.945 (0.133) g/cm?
and 1.354 (0.107), respectively. A total of 107 women
had normal TBS, 120 women had partially degraded
TBS and 17 women had degraded TBS.

In our patients, we found weak negative correlations
between the TBS and the selected demographic charac-
teristics (age, r=-0.31, 95 % Cl, (-0.42, -0.20), p < 0.001;
years since menopause: r = -0.28, 95 % Cl, (-0.39,
-0.15), p < 0.001; BMI: r =-0.30, 95 % Cl, (-0.41, -0.10),
p < 0.001) and a weak positive correlation with BMD
(r=0.29, 95 % Cl, (0.17, 0.40), p < 0.001) (Figs. 1-4).
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Figure 2. Correlation between years since menopause and TBS.
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Figure 4. Correlation between BMD at lumbar spine and TBS.
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Table I.

Response Predictor Coef. (95 % ClI) P R?

Age BMI 0.001 (-0.002, 0.004) 0.367

Lumbar spine 0.005 (0.001, 0.009) 0.008 0.023
Years menopause

-0.002 (-0.005, 0.001) 0.213

TBS Age -0.002 (-0.005, 0.000) 0.059 0.149

BMI -0.006 (-0.009, -0.003) <0.001

Years with menopause -0.001 (-0.003, 0.001) 0.404

Additionally, although we found a weak correlation
between BMD and BMI (r = 0.17, p = 0.008), we did
not find a statistically significant correlation between
BMD and age (r=-0.02, p = 0.703) or years since meno-
pause (r =-0.03, p = 0.605).

Multivariable linear regression showed a statistical-

ly significant effect of BMI on the TBS (b = -0.006,
95 % Cl, (-0.009, -0.003), p < 0.001) (Table I).

DISCUSSION

In this study, we investigated the correlations among
BMD, the TBS and a few demographic characteristics
(age, BMI and number of years since menopause) in
a group of healthy postmenopausal Spanish women.

Kim et al. (11) found a significantly negative correla-
tion between the TBS and BMI in all women in his study
(n=2,555, osteopenia [n = 822], osteoporosis [n = 126],
healthy [n = 1,597]). Our study excluded women with
osteoporosis. The study by Kim et al. had a larger sam-
ple size than the present study; furthermore, unlike in
our study, they compared TBS measurements derived
from Hologic densitometer images with those derived
from GE Lunar densitometer images.

Torgutalp et al. reported a negative correlation be-
tween TBS and BMI in a study of 53 healthy postmeno-
pausal women (r = -0.33, p = 0.05) (12). This negative
correlation was also reported by Bonaccorsi et al.
(r=-0.12, p = 0.03) (13).

In a similar study, Looker et al. (9) investigated the
TBS, BMD, and body size variables in the U.S. popula-
tion. They reported a correlation between the TBS and
BMI (r = -0.33) that was stronger than those reported
in previous studies (range =-0.13 to -0.19) (14-16). One
possible reason for this inconsistency could be the use
of different versions of the iNsight software, which
would result in the differences in the strengths of the
correlations among the studies. Another explanation
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for this difference might be the use of different DXA
instruments, as the data used for the TBS were collect-
ed using different instruments during the period from
2005 through 2008.

In a different study, Mazzetti et al. (17) evaluated cor-
relations among BMD, the TBS, and BMI in 2,730 Ca-
nadian subjects. Consistent with our results, they
found a significant negative correlation between
the TBS and BMI (r = - 0.33) and a significant pos-
itive correlation between BMD and BMI (r = 0.26);
these findings were similar only when they used
the Hologic densitometers but not when they used
the GE Lunar densitometers. This finding has impli-
cations for clinical and research applications of the
TBS, especially when TBS is measured sequentially
on DXA densitometers from different manufacturers
or when results from different machines are pooled
for analysis. Additionally, data were collected from
different centers in the period from 2005 through
2007, which may have caused the differences in the
reported correlations. In addition, there was an im-
portant difference in the exclusion criteria between
our study and their study. They did not exclude sub-
jects with endocrine diseases and other hormonal
disorders, orthopedic diseases, cancers, and diseas-
es that affect the bones, nor did they exclude those
who took vitamin D and other drugs or agents that
can affect bone metabolism.

In 1,054 postmenopausal women, Azin Shayganfar et
al. found a statistically significant negative correlation
between TBS and BMI in patients with osteoporosis
and low bone mass. In patients with normal T-scores,
BMI was not significantly correlated to TBS (p > 0.05)
and concluded that higher BMI was associated with a
lower TBS in patients with an abnormal T-score. How-
ever, BMI did not have a significant effect on TBS in
patients with normal T-scores (18).

In a study of 1,450 postmenopausal women, Olmos
et al. (19) evaluated TBS and analyzed its relationship
with bone mineral density (BMD), age and BMI. Mean
TBS of postmenopausal women in these women was
1.341 £ 0.111. Nearly 50% of them had normal val-
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ues. Only 11% had scores compatible with a clearly
degraded microarchitecture. TBS decreased with age,
and correlated negatively with BMI. A weak associa-
tion was observed between TBS and BMD.

It is even difficult to compare our results with those of
other studies. In fact, the inconsistent correlations of
BMI with the TBS and BMD may, in part, be clarified by
differences in the yet unknown mechanisms underly-
ing the effects of BMI on the microarchitecture of the
trabecular bone and BMD. Our study group included
healthy women. Moreover, although there have been
some studies on the correlation between BMI and
BMD or the correlation between BMI and the TBS,
there have been very few studies investigating these
correlations simultaneously.

In our study, as in the study by Torgutalp et al. (12),
we showed different correlations of BMI with BMD
and the TBS. These differences can be explained by
the fact that BMI is not an adequate indicator of the
distribution of fat tissue and cannot differentiate fat
from muscle.

Some potential confounders, including physical activi-
ty and diet, were not considered in this study.

This article suggests the potential clinical value of us-

ing the TBS in the evaluation of bone status in post-
menopausal women.

CONCLUSIONS

1. Overall, in our group of healthy postmenopausal
Spanish women, we found a significant positive
correlation between BMD and the TBS.

2. Additionally, we detected significant negative
correlations of age, years since menopause, and
BMI with the TBS.

3. In our multiple linear regression analysis includ-
ing age, years since menopause and BMI, BMI
had the most significance and is therefore the
best predictor of the TBS.
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Abstract

Orthopedic disorders, including osteoarthritis, fractures, and tendon injuries, represent a significant health care burden,
often leading to chronic pain and disability. Advances in regenerative medicine have revolutionized the treatment
landscape, offering novel solutions to enhance tissue repair and restore function. This review explores 3 transformative
approaches in regenerative medicine: stem cell therapy, platelet-rich plasma (PRP), and bioprinting. Stem cells,
particularly mesenchymal stem cells, show immense potential for cartilage regeneration, bone healing, and tendon repair
through their differentiation and immunomodulatory properties. PRP, rich in growth factors, has gained prominence for

Keywords: accelerating healing in osteoarthritis and soft tissue injuries, though standardization remains a challenge. Bioprinting, an
ﬁfegdeigi‘:ft“’e emerging frontier, enables the manufacturing of personalized implants and tissue scaffolds, pushing the boundaries of
Orthopedic orthopedic care. This article highlights the mechanisms, clinical applications, comparative effectiveness, and challenges

disorders. Stem cell  of these therapies while emphasizing their synergistic potential and future innovations. Regenerative medicine holds

therapy. Platelet- . . . o . . .
rich plasma (PRP). the promise of transforming orthopedic treatments, bridging gaps in current care, and paving the way for personalized,

Bioprinting. sustainable health care solutions.
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INTRODUCTION

Orthopedic disorders include a wide range of condi-
tions affecting the musculoskeletal system, including
bones, joints, muscles, tendons, and ligaments. These
ailments, such as osteoarthritis, rheumatoid arthritis,
fractures, and tendinopathies, are prevalent across
various populations and significantly contribute to
morbidity and health care utilization (1,2). For in-
stance, osteoarthritis alone affects millions globally,
leading to pain, reduced mobility, and diminished
quality of life.

Traditional treatments for these conditions often in-
volve pharmacological interventions, physical therapy,
and surgical procedures. While these approaches can
alleviate symptoms and restore function, they may not
address the underlying tissue damage or halt disease
progression (3). Moreover, surgical procedures carry
inherent risks and may not be suitable for all patients.
These limitations underscore the need for innovative
therapies capable of promoting tissue regeneration
and offering more definitive solutions (4).

Regenerative medicine has emerged as a promising
field aiming to repair or replace damaged tissues
and organs, thereby restoring normal function. In
orthopedics, regenerative approaches such as stem
cell therapy, platelet-rich plasma (PRP) injections,
and bioprinting are being explored to overcome the
shortcomings of conventional therapies (5). Stem
cells have the potential to differentiate into various
musculoskeletal tissues, offering possibilities for car-
tilage and bone regeneration. PRP, derived from the
patient’s own blood, is rich in growth factors that can
enhance healing processes. Bioprinting, an innova-
tive technology, allows for the creation of custom-
ized tissue constructs that can be used to repair or
replace damaged structures (6).

This article aims to provide a comprehensive review of
these advancements in regenerative medicine as ap-
plied to orthopedic disorders. We will be examining
the underlying mechanisms, current clinical applica-
tions, and challenges associated with stem cell ther-
apy, PRP, and bioprinting. By evaluating the latest
research and clinical outcomes, this review seeks to
elucidate the potential of these therapies to transform
orthopedic care and improve patient outcomes.

METHODOLOGY

We conducted review systematically to ensure a com-
prehensive and unbiased analysis of advances in re-
generative medicine for orthopedic disorders. The
methodology fully complied with the Preferred Re-
porting Items for Systematic Reviews and Meta-Anal-
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yses (PRISMA) guidelines, which are widely accepted
for enhancing transparency and reproducibility in sys-
tematic reviews.

SEARCH STRATEGY

A structured and thorough literature search was
performed across 4 major databases: PubMed, Goo-
gle Scholar, Scopus, and Web of Science from 2015
through 2025. Specific search terms and Boolean oper-
ators were used to capture a broad range of relevant
studies, including the following terms:

- "Regenerative medicine AND orthopedic disor-

ders”.

- “Stem cell therapy AND cartilage regeneration”.

— "Platelet-rich plasma AND tendon healing”.

— “Bioprinting AND bone repair”.

— "Musculoskeletal injuries AND tissue engineering”.

The search strategy added variations in terminology
(eg, synonyms and related terms) to account for differ-
ences in nomenclature across studies. Filters for pub-
lication year, language (English), and peer-reviewed
articles were applied to refine the results.

INCLUSION AND EXCLUSION CRITERIA

The following criteria were established to guide the
selection of studies:

Inclusion criteria

Peer-reviewed articles published in English.

Studies specifically addressing regenerative med-

icine applications in orthopedic disorders.

3. Research focusing on stem cells, PRP, and bio-
printing as primary interventions.

4. Clinical trials, meta-analyses, and systematic re-
views.

5. Articles on mechanisms of action, clinical out-

comes, or comparative analyses of these thera-

pies.

N —

Exclusion criteria

1. Non-peer-reviewed articles, editorials, and opin-
ion pieces.

2. Studies on regenerative medicine outside the or-
thopedic domain.

3. Preclinical studies without clear translational rel-
evance to human orthopedic conditions.

4. Studies requiring payment for access were ex-
cluded due to funding limitations.
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STUDY SELECTION PROCESS

An initial pool of 166 articles was identified from da-
tabase searches. Duplicates were removed, resulting
in a total of 120 unique studies. Titles and abstracts
were independently screened by 2 reviewers to ensure
relevance. A total of 94 of these articles underwent
full-text review for eligibility based on the inclusion
and exclusion criteria, resulting in a total of 82 stud-
ies included in the final analysis. All selected articles
met the specified inclusion criteria, and non-qualifying
studies, including books and articles outside the search
period were excluded.

DATA EXTRACTION AND SYNTHESIS

A standardized data extraction form was developed
to ensure consistency in capturing study details. The
following information was extracted:
1. Study design (eg, randomized controlled trials,
observational studies).
2. Participant characteristics (eg, sample size, de-
mographics).
3. Intervention details (eg, stem cell source, PRP
preparation method, bioprinting technique).

K. ESKANDAR

4. Outcomes measured (eg, cartilage regeneration,
pain reduction, functional recovery).
5. Key findings and limitations.

Data synthesis involved qualitative analysis, categoriz-
ing studies based on the type of intervention and or-
thopedic application. Comparisons across therapies (eg,
stem cell therapy vs. PRP) were also drawn to identify
relative strengths, limitations, and emerging trends.

QUALITY ASSESSMENT

Quality and risk of bias of the included studies were
evaluated using appropriate tools (Table I):
— Cochrane Risk of Bias Tool for randomized con-
trolled trials.
— Newecastle-Ottawa Scale for observational studies.
— AMSTAR 2 (A Measurement Tool to Assess System-
atic Reviews) for systematic reviews.

To ensure adherence to PRISMA guidelines, a PRISMA
checklist (Table 11) is included, with the key method-
ological aspects followed in this review. The study se-
lection process is illustrated in a PRISMA flow diagram
(Fig. 1) showing the number of records identified,
screened, excluded, and ultimately included, along
with reasons for exclusions.

Table I.

Study type Assessment tool Risk of bias summary
Randomized controlled trials Cochrane Risk of Bias Tool Low-to-moderate
Observational studies Newcastle-Ottawa Scale Moderate
Systematic reviews AMSTAR 2 Moderate-to-high
PRISMA flow diagram.
P— Records identified through Records after duplicates
|dentification database searching: 166 removed: 120
Screening Records screened: 120 Records excluded: 26
Eligibili Full-text articles assessed Full-text articles excluded: 12 (reasons: not
igibility for eligibility: 94 meeting inclusion criteria, insufficient data,
not relevant to Regenerative Medicine in
Orthopedics)
Inclusi Studies included in
nciusion qualitative synthesis: 82

Figure 1. PRISMA flow diagram.
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OVERVIEW OF REGENERATIVE MEDICINE
IN ORTHOPEDICS

Regenerative medicine represents a transformative
approach in orthopedics, focusing on harnessing the
body’s intrinsic healing mechanisms to repair or re-
place damaged musculoskeletal tissues (7). This field
uses biologic therapies, often derived from the pa-
tient’s own cells or tissues to promote regeneration
and restore function. By leveraging natural processes,
regenerative medicine aims to enhance healing out-
comes and potentially reduce the need for more inva-
sive interventions (8).

A variety of orthopedic conditions have been target-
ed with regenerative approaches. Osteoarthritis, char-
acterized by the degeneration of joint cartilage, has
been a primary focus, with treatments such as plate-
let-rich plasma (PRP) injections being explored to al-
leviate symptoms and slow disease progression (9).
Fractures, especially those that exhibit delayed heal-
ing or non-union, have been treated with stem cell
therapies to stimulate bone regeneration. Cartilage
injuries, which traditionally have limited healing ca-
pacity, are being addressed through techniques such
as autologous chondrocyte implantation and emerg-
ing bioprinting methods to restore cartilage integrity
(10). Tendinopathies, including conditions like tennis
elbow and Achilles tendinitis, have also seen the appli-
cation of regenerative treatments aimed at enhancing
tendon repair and function (11).

The advantages of regenerative medicine over con-
ventional therapies are notable. Traditional approach-
es often focus on symptom management and may
not effectively address the underlying causes of tissue
damage (12). In contrast, regenerative therapies aim
to repair and regenerate damaged tissues, offering the
potential for more durable and natural restoration of
function. Additionally, since many regenerative treat-
ments utilize autologous cells or tissues, the risk of
immune rejection is minimized, and procedures tend
to be less invasive, leading to shorter recovery times
and fewer complications being reported (13). This
paradigm shift not only holds promise for improved
patient outcomes but also represents a movement
towards more personalized and biologically attuned
medical care.

STEM CELLS IN ORTHOPEDIC
REGENERATION

Stem cell-based therapies have garnered significant
attention in orthopedic regeneration due to their po-
tential to repair and restore damaged musculoskeletal
tissues. Among the various types of stem cells being
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explored, mesenchymal stem cells (MSCs) are partic-
ularly prominent (14). MSCs are multipotent stromal
cells capable of differentiating into osteoblasts, chon-
drocytes, and tenocytes, making them suitable for
bone, cartilage, and tendon repair. These cells can be
isolated from multiple sources, including bone mar-
row and adipose tissue (15). Bone marrow-derived
MSCs have been extensively studied for their regen-
erative capabilities, while adipose-derived MSCs offer
the advantage of being more abundant and easier to
harvest (16).

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) represent anoth-
er avenue in orthopedic research. iPSCs are generated
by reprogramming adult somatic cells to a pluripotent
state, enabling them to differentiate into various cell
types, including those relevant to musculoskeletal re-
pair (17). The use of iPSCs circumvents ethical concerns
associated with embryonic stem cells and provides a
patient-specific source for tissue engineering. Howev-
er, challenges such as potential tumorigenicity and the
need for precise control of differentiation pathways
remain (18).

Embryonic stem cells (ESCs), derived from early-stage
embryos, possess the ability to differentiate into any
cell type, including musculoskeletal lineages. Despite
their high differentiation potential, the use of ESCs
in clinical applications is limited due to ethical consid-
erations and the risk of immune rejection (19). These
concerns have led researchers to explore alternative
sources, such as MSCs and iPSCs, which offer more
practical and ethically acceptable solutions for ortho-
pedic regeneration (20).

The therapeutic potential of stem cells in orthopedics
is largely attributed to their mechanisms of action.
Primarily, stem cells can differentiate into specific cell
types necessary for tissue repair, such as chondrocytes
for cartilage, osteoblasts for bone, and tenocytes for
tendons (21). Additionally, stem cells exhibit immuno-
modulatory and anti-inflammatory effects, secreting
cytokines and growth factors that modulate the lo-
cal environment, reduce inflammation, and promote
healing. These paracrine effects are crucial in creating
a conducive environment for tissue regeneration (22).

Clinically, stem cell therapies have been applied to var-
ious orthopedic conditions. In cartilage repair, partic-
ularly for osteoarthritis, MSCs have been studied for
their ability to regenerate damaged cartilage and im-
prove joint function (23). Studies have shown that in-
tra-articular injections of MSCs can lead to symptomat-
ic relief and structural improvements in cartilage. For
bone healing, stem cells have been utilized to enhance
the repair of fractures and address non-union cases
(24). The osteogenic potential of MSCs contributes to
the formation of new bone tissue, thus speeding up
the healing process. In tendon and ligament injuries,
stem cell therapies aim to restore the integrity and



94

functionality of these structures. Research indicates
that stem cell application can improve tendon healing
by promoting collagen production and reducing scar
tissue formation (25).

Despite the promising applications, several challenges
impede the widespread adoption of stem cell thera-
pies in orthopedics. One significant concern is the
variability in stem cell quality and potency, which can
affect therapeutic outcomes. Standardizing cell isola-
tion, expansion, and delivery methods is essential to
ensure consistency and efficacy (20). Additionally, the
long-term safety profile of stem cell therapies is still
under the microscope, particularly regarding the risks
of aberrant differentiation or tumor formation. Reg-
ulatory hurdles also pose challenges, as the approval
processes for stem cell-based treatments can be com-
plex and stringent (26). Future directions in this field
involve optimizing stem cell sources, enhancing deliv-
ery techniques, and conducting rigorous clinical trials
to establish safety and efficacy profiles. Advancements
in genetic engineering and biomaterials may further
augment the therapeutic potential of stem cells, pav-
ing the way for more effective and personalized or-
thopedic treatments (27).

PLATELET-RICH PLASMA (PRP) THERAPY

Platelet-rich plasma (PRP) therapy has garnered signif-
icant attention in regenerative medicine, particularly
within orthopedics, due to its potential to enhance tis-
sue repair and healing processes. PRP is an autologous
blood product characterized by a higher concentration
of platelets than that found in normal blood. These
platelets are rich in growth factors and cytokines that
play crucial roles in tissue regeneration (28,29).

The preparation of PRP involves collecting the pa-
tient’s blood, followed by centrifugation to separate
its components. This process concentrates the plate-
lets within the plasma fraction. Various preparation
techniques exist, leading to different PRP formula-
tions (30). Leukocyte-rich PRP contains a higher con-
centration of white blood cells, which can influence
the inflammatory response, while leukocyte-poor PRP
has reduced leukocyte content, potentially minimizing
inflammation. The choice between these formulations
depends on the specific clinical application and de-
sired outcomes (31).

The therapeutic effects of PRP are primarily attributed
to the release of growth factors upon platelet activa-
tion. Key growth factors include vascular endothelial
growth factor (VEGF), transforming growth factor-be-
ta (TGF-B), and platelet-derived growth factor (PDGF)
(32). VEGF promotes angiogenesis, enhancing blood
supply to the injured area. TGF-B is involved in cell dif-
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ferentiation and matrix production, crucial for tissue
regeneration. PDGF stimulates cell proliferation and
recruitment to the injury site, facilitating repair pro-
cesses (33).

Clinically, PRP has been applied in various orthopedic
conditions. In osteoarthritis, intra-articular PRP injec-
tions aim to reduce pain and improve joint function
by modulating the inflammatory environment and
promoting cartilage repair (34). For tendinopathies,
PRP is used to enhance tendon healing through the
stimulation of collagen synthesis and reduction of in-
flammation. In muscle injuries, PRP application seeks
to accelerate muscle regeneration and reduce scar tis-
sue formation (35).

When comparing PRP to other regenerative therapies,
such as stem cell treatments, PRP offers certain ad-
vantages, including ease of preparation, autologous
nature reducing the risk of immune rejection, and
cost-effectiveness (36). However, its efficacy profile
can vary depending on the condition being treated
and the specific PRP formulation used. Some studies
suggest that combining PRP with other regenerative
approaches, such as stem cells, may enhance therapeu-
tic outcomes, though further research is needed to es-
tablish optimal protocols (37).

Despite promising, PRP therapy faces limitations and
challenges, particularly concerning standardization.
Variations in preparation methods, platelet concen-
trations, and activation protocols can lead to inconsis-
tent clinical results (38). The lack of standardized pro-
tocols complicates the comparison of study outcomes
and hinders the establishment of universally accepted
treatment guidelines. Addressing these issues requires
rigorous research to determine the most effective PRP
formulations and application techniques for specific
clinical scenarios (39).

BIOPRINTING AND TISSUE ENGINEERING

Three-dimensional (3D) bioprinting has emerged as
a transformative technology in tissue engineering,
offering innovative solutions for orthopedic applica-
tions. This additive manufacturing process enables the
precise layer-by-layer deposition of bioinks to create
complex, functional tissue constructs (40).

Several 3D bioprinting techniques have been devel-
oped, each with unique advantages. Inkjet bioprinting
utilizes droplets of bioink ejected through a nozzle,
allowing for high-resolution patterns. Extrusion-based
bioprinting involves the continuous deposition of bio-
ink through a syringe-like mechanism, suitable for
printing viscous materials and larger structures (41).
Laser-assisted bioprinting employs laser pulses to pro-
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pel bioink onto a substrate, achieving high precision
without nozzle clogging. These techniques facilitate
the manufacture of intricate tissue architectures es-
sential for orthopedic applications (42).

Bioinks, the materials used in bioprinting, are typically
composed of cells suspended in biocompatible hydro-
gels that provide structural support and a conducive
environment for cell growth. In orthopedic applica-
tions, bioinks often incorporate natural polymers like
gelatin, alginate, and collagen, which mimic the ex-
tracellular matrix of bone and cartilage tissues (43).
Synthetic polymers such as polycaprolactone (PCL) are
also used to enhance mechanical properties. Scaffolds
created from these bioinks serve as templates for tis-
sue regeneration, guiding cell proliferation and differ-
entiation (44).

The application of 3D bioprinting in orthopedics has
shown promise in building cartilage, bone, and liga-
ment tissues. For instance, bioprinted cartilage con-
structs have been explored for repairing knee menisci
and intervertebral discs, aiming to restore function
and alleviate pain (45). In bone tissue engineering,
bioprinting enables the creation of patient-specific
implants that conform precisely to defect sites, pro-
moting osteointegration and reducing recovery times.
Similarly, ligament and tendon repairs benefit from
bioprinted scaffolds that replicate the native tissue
mechanical properties, supporting effective regener-
ation (46).

Personalized implants and prosthetics represent a sig-
nificant advancement in orthopedic care. 3D bioprint-
ing allows for the customization of implants tailored
to an individual’s anatomy, improving fit and function
(47). This personalization enhances patient outcomes
by reducing the risk of implant rejection and wear.
Moreover, bioprinted prosthetics can be designed to
match the mechanical properties of native tissues, of-
fering a more natural feel and performance (48).

Recent advances have focused on integrating bioprint-
ed constructs into clinical practice and scaling up tissue
regeneration efforts. Researchers are developing bio-
printed bone grafts with enhanced vascularization to
improve integration and functionality (49). Efforts are
also underway to bioprint large-scale tissue constructs
suitable for treating extensive bone defects, with a
focus on ensuring structural integrity and biological
viability (50).

However, several challenges remain. Scalability re-
mains a significant hurdle, as producing large, clin-
ically relevant tissue constructs without compromis-
ing structural and functional integrity is complex
(51). Achieving adequate vascularization within bi-
oprinted tissues is critical for nutrient delivery and
waste removal yet remains difficult. Additionally,
regulatory approval processes for bioprinted prod-
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ucts are still evolving, necessitating comprehensive
studies to demonstrate safety, efficacy, and long-
term performance (52).

COMPARATIVE ANALYSIS OF REGENERATIVE
THERAPIES

In the realm of regenerative medicine for orthopedic
disorders, stem cell therapy, PRP therapy, and bio-
printing represent three innovative approaches, each
with distinct mechanisms, applications, and consider-
ations (29).

Stem cell therapy involves the use of mesenchymal
stem cells (MSCs) derived from sources such as bone
marrow or adipose tissue. These cells possess the abili-
ty to differentiate into various musculoskeletal tissues,
including bone, cartilage, and tendon, thereby facil-
itating tissue regeneration (53). Clinical applications
of stem cell therapy encompass the treatment of os-
teoarthritis, tendon injuries, and fracture non-unions.
However, the complexity of harvesting and preparing
stem cells contributes to higher costs compared to
other regenerative therapies (54). Additionally, while
preliminary studies indicate promising outcomes, the
evidence base is still evolving, requiring further re-
search to establish standardized protocols and long-
term efficacy.

PRP therapy utilizes autologous blood products en-
riched with platelets to harness the body’s natural
healing processes. The preparation involves centrifu-
gation of the patient’s blood to concentrate platelets,
which release growth factors that promote tissue re-
pair (55). PRP has been applied in the management
of osteoarthritis, tendinopathies, and muscle injuries.
Compared with stem cell therapy, PRP is generally
more cost-effective and less invasive, given its reliance
on a simple blood draw and minimal processing (56).
However, PRP primarily enhances the healing environ-
ment rather than directly regenerating tissue, which
may limit its efficacy in more severe or degenerative
conditions (57).

Bioprinting is a cutting-edge approach within regen-
erative medicine, utilizing 3D printing technologies
to build complex tissue constructs. In orthopedic
applications, bioprinting has been explored for the
creation of bone, cartilage, and ligament tissues, as
well as personalized implants and prosthetics (58).
This technology offers the potential for patient-spe-
cific solutions and the ability to replicate intricate tis-
sue architectures. However, bioprinting is still largely
in the experimental stage, with challenges related
to scalability, vascularization of printed tissues, and
regulatory approval hindering widespread clinical
adoption (59).
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Comparative analyses of these regenerative therapies
reveal that each modality offers unique advantages
and limitations (Table I1). Stem cell therapy provides di-
rect regenerative potential but is associated with high-
er costs and procedural complexity (60). PRP therapy is
more accessible and cost-effective, serving to augment
the body’s natural healing processes, though it may
be less effective in advanced degenerative conditions
(61). Bioprinting holds promise for creating custom-
ized tissue constructs but remains in the developmen-
tal phase, with significant hurdles to overcome before
routine clinical implementation (62).

Emerging evidence suggests that combining regener-
ative approaches may enhance therapeutic outcomes.
For instance, the use of PRP in conjunction with stem
cell therapy has been investigated to improve the effi-
cacy of treatments for orthopedic conditions (63). The
growth factors present in PRP can support the surviv-
al and differentiation of transplanted stem cells, po-
tentially leading to more robust tissue regeneration.
However, further research is needed to optimize com-
bination strategies and determine the most effective
protocols for various clinical scenarios (64).

CHALLENGES AND ETHICAL
CONSIDERATIONS

The advancement of regenerative therapies in ortho-
pedics is no stranger to several challenges and ethical
considerations that must be addressed to ensure a safe
and effective clinical application (65).

Regulatory hurdles present significant obstacles in
the clinical translation of regenerative therapies. The
complex regulatory framework governing these ther-
apies often leads to difficulties in navigating approval
processes, resulting in delays in bringing treatments to
market (66). Uncertainty over the appropriate regula-
tory pathway for emerging technologies further com-
plicates this landscape. Additionally, staffing shortages
at regulatory agencies can impede the timely evalua-
tion of new therapies, thus contributing to prolonged
development timelines (67).
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Long-term safety and efficacy concerns are of para-
mount importance in the deployment of regenera-
tive therapies. For instance, the transplantation of
undifferentiated embryonic stem cells (ESCs) carries
the risk of teratoma formation, requiring thorough
assessment of tumorigenicity and toxicity for all stem
cell-based products, especially those that are geneti-
cally modified (68). Ensuring the long-term safety and
efficacy profile of these therapies requires rigorous
preclinical and clinical testing to identify potential
adverse effects and to establish durable therapeutic
benefits (69).

Ethical debates on stem cell use, particularly obtain-
ing ESCs from human embryos, remain a contentious
issue. The process of extracting stem cells from em-
bryos results in their destruction, raising moral and
political controversies related to the onset of human
personhood and the ethical implications of embryo
utilization (70). These ethical concerns require careful
consideration and the development of clinical practice
guidelines to balance scientific advancement with re-
spect for moral values (71).

The standardization of protocols and commercializa-
tion of regenerative therapies also pose significant
challenges. The inherent complexity of cellular prod-
ucts complicates the establishment of standardized
manufacturing processes, leading to scalability issues
and increased production costs (72). Regulatory uncer-
tainty further exacerbates these challenges, hindering
the efficient translation of research into commercially
viable therapies. Addressing these issues requires col-
laborative efforts to develop clear regulatory guide-
lines and robust manufacturing standards that ensure
product consistency and quality (73).

FUTURE DIRECTIONS AND INNOVATIONS

The landscape of orthopedic regenerative medicine is
rapidly evolving, driven by innovations such as gene
editing, advanced bioinks, and artificial intelligence
(Al) in bioprinting (74). Gene editing technologies,
particularly CRISPR-Cas9, have enabled precise modi-
fications of genetic material, facilitating the develop-

Table II.

Therapy type | Primary applications

Effectiveness (%)

Recovery time Cost Procedural complexity

Osteoarthritis, tendon 70%-85 % improvement

High (requires cell harvesting,

reconstruction clinical trials

Stem cell thera 6-12 months High
Py injuries, fracture repair in function and pain reduction 9 culturing)
Osteoarthritis, tendinopa- | 60%-75 % improvement Low (simple blood draw, centrifu-
PRP therapy ) N L o 4-12 weeks Moderate .
thies, muscle injuries in pain and mobility gation)
Bone, cartilage, ligament | Experimental phase, limited Varies (depends on ) Very high (requires advanced lab
Bioprinting ge 19 P P (dep Very High 'y high (req

integration success) setup)
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ment of tissue-engineered constructs with enhanced
regenerative capabilities (75). By correcting genetic
defects or enhancing specific cellular functions, gene
editing holds promise for improving the efficacy of bi-
oprinted tissues in orthopedic applications (76).

Advanced bioinks have been developed to more close-
ly mimic the native extracellular matrix, providing a
supportive environment for cell growth and differ-
entiation (77). These bioinks often incorporate nat-
ural polymers, growth factors, and nanoparticles to
enhance their biological and mechanical properties,
thereby improving the functionality of bioprinted tis-
sues (78).

Artificial intelligence has been integrated into the bi-
oprinting process to optimize design and fabrication.
Al algorithms can analyze complex biological data to
inform the development of tissue constructs, predict
outcomes, and refine printing parameters in real-time,
leading to more accurate and efficient bioprinting
processes (79).

The convergence of nanotechnology with regenera-
tive therapies has opened new avenues for enhancing
tissue engineering outcomes. Nanomaterials can be
incorporated into scaffolds to provide structural sup-
port, deliver bioactive molecules, and promote cell ad-
hesion and proliferation. In orthopedic applications,
nanocomposites have been used to strengthen bio-
printed bone constructs and facilitate the integration
of implants with native tissue (80,81).

Individualized medicine approaches in orthopedics are
being advanced through the use of patient-specific
data to tailor treatments. 3D bioprinting enables the
fabrication of custom implants and tissue constructs
that match an individual’s anatomy, improving the
fit and function of orthopedic interventions (82). This
personalization enhances patient outcomes by reduc-
ing the risk of implant rejection and wear.

CONCLUSIONS

Regenerative medicine is redefining orthopedic treat-
ments by addressing the shortcomings of traditional
therapies and providing groundbreaking solutions
for cartilage repair, bone regeneration, and tendon
healing. Among the various regenerative approach-
es, stem cell therapy emerges as the most promising,
given its ability to differentiate into musculoskeletal
tissues and modulate immune responses, promoting
long-term healing. Clinical studies suggest that stem
cell therapy demonstrates superior efficacy in condi-
tions such as osteoarthritis and fracture repair, mak-
ing it a leading candidate for future standard-of-care
treatments.
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PRP therapy, while not directly regenerative, remains
a cost-effective and accessible option for enhancing
the healing environment in orthopedic conditions
such as tendinopathies and mild-to-moderate osteo-
arthritis. Its ease of application and relatively quick re-
covery periods make it a practical alternative, though
its effectiveness can vary based on formulation and
patient-specific factors. Bioprinting, still in its exper-
imental stages, has shown immense potential in cre-
ating patient-specific tissue constructs and implants.
As advancements in bioinks, Al, and vascularization
techniques progress, bioprinting could revolutionize
orthopedic surgery by providing fully functional, per-
sonalized tissue replacements.

Despite promising, significant challenges remain, in-
cluding standardization of protocols, long-term safety
concerns, and regulatory hurdles. Addressing these is-
sues will be crucial for the widespread clinical adop-
tion of regenerative therapies. Future advancements,
particularly in gene editing, nanotechnology, and
Al-driven tissue engineering, will likely enhance the
therapeutic potential of these regenerative approach-
es. The integration of multi-modal regenerative strat-
egies, such as combining PRP with stem cells or utiliz-
ing bioprinting for complex reconstructions, may offer
synergistic benefits, optimizing patient outcomes.

In conclusion, stem cell therapy currently stands as the
most effective and promising regenerative treatment
for orthopedic disorders, while PRP therapy provides a
practical and widely available solution, and bioprint-
ing holds the key to the next frontier in personalized
musculoskeletal medicine. Continued research and
technological advancements will determine how these
therapies evolve and reshape the future of orthopedic
care.
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