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Sobre la contaminacion del aire y fractura

de cadera
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Recientemente se han relacionado los elevados niveles
de contaminacion del aire con la induccién de fenéme-
nos inflamatorios tanto a nivel sistémico como tisular.
Las enfermedades inflamatorias crénicas, como la artri-
tis reumatoide o la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, reducen la densidad mineral 6sea (DMO), lo que
lleva a un aumento de la liberacién de células inmunes
de la médula 6sea. El material particulado se asocia a
dafio oxidativo e inflamacidn, lo que puede acelerar la
pérdida de masa 6sea y aumentar el riesgo de fracturas
en los adultos mayores. Sin embargo, la asociacién entre
la polucion aérea y la osteoporosis atin no esta bien de-
finida en la literatura.

Parece ser que existen otras vias indirectas como, por
ejemplo, la vitamina D y la PTH, que también pueden verse
alteradas por la contaminacién y estan implicadas en el
remodelado 6seo'®. En primer lugar, la contaminacién del
aire (microparticulas y ozono) presenta una barrera fisica
a la radiacion solar ultravioleta B, contribuyendo, por lo
tanto, a una menor produccién cutanea de vitamina D>*5,
Igualmente, un estudio realizado en Estados Unidos® evi-
denci6 la relacién entre bajos niveles de PTH en sangre y
niveles elevados de microparticulas y carbon en el aire,
provocando efectos nocivos indirectos en la masa dsea.

Para apreciar la importancia de estos hallazgos, es ne-
cesario tener en cuenta la compleja etiologia de la osteo-
porosis y su consecuencia de fractura por fragilidad en la
poblacién general. La osteoporosis es una enfermedad
sistémica. Aproximadamente un tercio de las mujeres y
una décima parte de los hombres mayores de 50 afios tie-
nen osteoporosis u osteopenia. La estadistica permite cal-
cular que, aproximadamente, una de cada dos mujeres y
uno de cada tres hombres mayores de 50 afios sufriran
una fractura por fragilidad durante su vida.

Estos pacientes, tienen una mayor probabilidad de
sufrir una segunda fractura, ademas de desarrollar dolor
crénico, mayor dependencia en las actividades basicas
de la vida diaria y una reduccién en su calidad de vida.

No obstante, en la literatura disponible existen resul-
tados contradictorios. Prada et al® defienden en su es-
tudio que la osteoporosis y las fracturas por fragilidad
pueden estar relacionadas con la contaminacién del aire,

ya que las poblaciones en areas de concentraciones am-
bientales mas altas de particulas menores de 2,5 um te-
nian una menor densidad mineral dsea con mayores
tasas de ingresos hospitalarios por fracturas. Resultados
similares obtuvieron Chang et al.! en su estudio reali-
zado en Taiwan, donde descubrieron que el aire conta-
minado con mayores concentraciones de NO,, junto con
el mondxido de carbono, aumentaba el riesgo de osteo-
porosis y fracturas.

Mazzucchelli et al.*® examinan la asociacion de los ni-
veles de diferentes contaminantes en el aire sobre la in-
cidencia de fractura osteoporotica de cadera en una
region del sur de Europa, detectando una asociacion
entre SO, y NO, e ingresos hospitalarios por fractura de
cadera. Por otra parte, en un segundo estudio'?, estos
mismos autores establecieron que en las épocas del afio
con la climatologia mas adversa, como el invierno y el
otofio, se registré un mayor nimero de casos de fractu-
ras de cadera por fragilidad. Al parecer, este fendmeno
se debe a que en estas etapas del aflo el ambiente se im-
pregna de niebla y agua de lluvia, y el suelo esta mojado,
resbaladizo o cubierto con hojas de los arboles, lo que
favorece las caidas y, por tanto, las fracturas, especial-
mente las de la cadera.

Sin embargo, en el articulo publicado en este nimero
de la Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral,
Ormeio y Quevedo!? no encuentran asociacion estadis-
ticamente significativa entre la contaminacién ambien-
tal y la tasa de incidencia de altas hospitalarias por
fractura de cadera osteopordtica en Chile. Como forta-
leza, su andlisis valora mas de 8.000 altas hospitalarias
durante el afio 2017, y, ademas, considerando como ob-
jetivo principal la fractura de cadera; como debilidad, es
un analisis retrospectivo y no valora los habitos de salud
de la poblacién evaluada.

Dada la importancia del problema y los diferentes
puntos de vista existentes en la literatura, consideramos
necesarios mas estudios que establezcan la verdadera
relacion entre la contaminacion del aire y las fracturas
osteopordticas. A fin de cuentas, pertenecemos a un eco-
sistema y todo lo que lo altere puede tener efectos dele-
téreos en el fino equilibrio de la vida.

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

Objetivo: Estudios recientes muestran asociacion entre la contaminacién ambiental y el riesgo de sufrir una fractura
osteopordtica. El objetivo de este estudio fue determinar si existe una asociacion entre la contaminacién ambiental con
material particulado fino (MP, 5) y la fractura osteoporotica de cadera.

Material y método: Estudio retrospectivo de incidencia. Se utiliz6 el coeficiente de correlacion de Pearson (r) para eva-
luar la correlacién entre la tasa de incidencia de altas hospitalarias por fractura de cadera osteoporotica en Chile y la
concentraciéon promedio anual de MP; 5 en los Servicios de Salud de Chile en el afio 2017.

Resultados: Durante el afio 2017 se produjeron 8.322 fracturas de cadera en adultos de 65 afios 0 mas, con una tasa
por 100 mil habitantes de 216 y 567 para hombres y mujeres, respectivamente. No se encontré ninguna asociacion entre
contaminacién ambiental y fractura de cadera en mujeres. Se encontré asociacidn directa muy débil entre la tasa de in-
cidencia de fractura de cadera osteopordtica en hombres y la concentracién anual de MP, 5 (r=0,074) por Servicios de
Salud, siendo estadisticamente no significativa (p>0,05).

Conclusiones: No se encontré asociacién estadisticamente significativa entre la contaminacién ambiental y la tasa de

incidencia de altas hospitalarias por fractura de cadera osteopordtica en Chile.

Palabras clave: contaminacion ambiental, material particulado, osteoporosis, cadera.

INTRODUCCION

La contaminacién ambiental se ha asociado con una va-
riedad de enfermedades, destacando las cardiovascula-
res' y las respiratorias?.

El monitoreo de la calidad del aire se ha orientado pre-
ferentemente al material particulado. Estas particulas se
encuentran principalmente en zonas urbanas y provienen
de centrales térmicas, procesos industriales, trafico de ve-
hiculos, combustion residencial de lefia para calefaccion,
carbon e incineradores industriales. El material particulado
(MP) se clasifica seguin su didmetro, caracteristica de la cual
depende la intensidad de sus impactos: particulas de dia-
metro menores de 10 pg, conocidas como MP;, y de dia-
metros inferiores a 2,5 ug, conocidas como MP, . Las
particulas de MP, 5, al tener un menor didmetro, penetran
hasta los alvéolos pulmonares e ingresan directamente al
torrente sanguineo, por lo que es el contaminante mas da-
fiino para la salud y el que genera mayores niveles de mor-
talidad prematura en la poblacién, siendo el quinto factor
de riesgo de mortalidad en el afio 20152, La exposicién a

»

mayores concentraciones de MP, 5 causaron 4,2 millones
de muertes y 103 millones de afios de vida saludables per-
didos (AVISA) a nivel mundial en el 2015, representando
7,6% de las muertes totales y 4,2% de los AVISA3. Las
muertes a nivel mundial atribuibles al MP, s aumentaron
de 3,5 millones en 1990 a 4,2 millones en 20153,

Respecto a las enfermedades del sistema musculo es-
quelético, el material particulado se asocia a dafio oxi-
dativo e inflamacién, lo que puede acelerar la pérdida de
masa 6sea y aumentar el riesgo de fracturas en los adul-
tos mayores. Estudios realizados en Noruega muestran
mayor riesgo de desarrollar osteoporosis y sufrir una
fractura osteopordtica en la poblacién expuesta a mayo-
res concentraciones de MP, s*5. Estudios recientes de
Estados Unidos muestran que por cada 4,18 pg/m? de
incremento en el MP, s hay un aumento de 4,1% en las
admisiones hospitalarias por fracturas 6seas en los adul-
tos mayores, y que concentraciones bajas de hormona
paratiroidea en sangre se asocian a individuos que ha-
bitan areas de mayor concentracién de MP; s°.

Correspondencia: Erik [van Quevedo Langenegger (equevedo@udec.cl)
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En Chile, el MP, 5 y otras variables de calidad del aire
se miden diariamente en estaciones monitoras de calidad
del aire. El afio 2017, de las 31 estaciones de monitoreo
con representatividad poblacional (que representan a
mas de 10 millones de habitantes de los 17,5 millones de
habitantes que tiene Chile), 22 de ellas (69% del total)
presentaron concentraciones superiores al valor habitual
primario anual para MP, 5 (20 pg/m?)”. Ese mismo afio,
mas de 8 millones de habitantes de Chile (cifras cercanas
al 50% de la poblacidn) se vieron expuestas a concentra-
ciones promedio de MP, s superiores al valor habitual.
En la zona central de Chile, donde hay mas de 7 millones
de habitantes, las concentraciones promedio de MP; 5 lle-
gan a las 29 pg/m?3. Hacia el sur de Chile las concentra-
ciones aumentan considerablemente, siendo la ciudad de
Coyhaique, que tiene alrededor de 61 mil habitantes, la
ciudad mas contaminada de Latinoamérica al estar ex-
puesta a las mayores concentraciones promedio de MP, 5
(57 pg/m)".

El inico estudio en Latinoamérica que evalua la aso-
ciacién entre la contaminacidn del aire y la patologia os-
teoporotica se efectud en Chile, analizando la asociacion
entre las altas hospitalarias desde el ano 2005 al afio
2011 y el material particulado, encontrandose que no
hay asociacion estadisticamente significativa entre la
contaminacién atmosférica y la incidencia promedio
anual de fractura de cadera osteoporotica en Chile; sin
embargo, se utilizaron los datos de algunas ciudades y
no los datos correspondientes a los Servicios de Salud
de Chile, por lo que gran cantidad de altas hospitalarias
quedaron fuera del estudio®.

El objetivo de este estudio fue determinar si existe
una asociacién entre la contaminacién del aire y la frac-
tura osteoporoética de cadera en la poblacidn chilena.

MATERIAL Y METODO

Se realiz6 un estudio retrospectivo de incidencia.

El Sistema Nacional de Servicios de Salud (SNSS) de
Chile cuenta con 29 Servicios de Salud (SS) territoriales
que tienen responsabilidades de accién sanitaria sobre
territorios geograficos definidos.

Se utilizaron los registros del afio 2017 del Departa-
mento de Estadisticas e Informacion de Salud (DEIS), del
Ministerio de Salud, del cual se obtuvo la cantidad de
fracturas de cadera osteoporoticas por cada SS de Chile.
Las fracturas de cadera corresponden al cddigo S72 del
CIE-10 (décima edicidn de la Clasificacidn Internacional
de Enfermedades), y se utilizaron las fracturas de cadera
correspondientes a los adultos de 65 afios 0 mas, pues
estas se atribuyen a la osteoporosis.

A partir de los registros del Instituto Nacional de Es-
tadisticas (INE) se obtuvieron los datos de la poblaciéon
de 65 afios y mas por SS en el afio 2017. Se utilizaron los
datos de la cantidad de habitantes de 65 afios 0 mas por
SSy la cantidad de fracturas de cadera en adultos de 65
afios o mas por SS para calcular la incidencia de fractura
de cadera osteoporoética en cada SS.

Se utilizaron los datos del Sistema de Informacién Na-
cional de Calidad del Aire (SINCA) para obtener el pro-
medio anual de concentracién de MP, 5 (en pg/m?) en
cada SS. Debido a que no todos los servicios de salud tie-
nen estaciones de monitoreo de MP; 5 0 no tienen regis-
tros validados para el afio 2017, se excluyeron 8 de los
29 SS de Chile, que representan aproximadamente 3 mi-
llones de habitantes del pais (17% de la poblacion total
de Chile).

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(4):87-91

Con el paquete estadistico SPSS 21.0 se midi6 el coe-
ficiente de correlacion de Pearson (prueba utilizada para
medir el grado de relacion de dos variables cuantitativas
relacionadas linealmente) para evaluar la asociaciéon
entre la incidencia anual de fractura de cadera osteopo-
rética por SS y el promedio anual de concentracion de
MP, 5 por SS en 21 de los 29 SS de Chile (que representan
aproximadamente 14,5 de los 17,5 millones de habitan-
tes del pais, un 83% de este). Se utilizé un nivel de con-
fianza de 95%, por lo que se consideran significativos los
resultados con p<0,05. Al interpretar el nivel de correla-
cion, se considera una correlacién perfecta un valor r=1,
una correlacion muy fuerte 1>r>0,8, una correlacién
fuerte con 0,8>r>0,6, una correlacion moderada con
0,6>r>0,4, una correlacién débil con r 0,4>r>0,2, una co-
rrelacion muy débil con 0,2>r>0, y una correlaciéon nula
con r=0.

El estudio tiene sus limitaciones, pues es retrospec-
tivo y no valora los habitos de salud de la poblacién eva-
luada; sin embargo, al incluir la mayoria de los SS de
Chile, utiliza gran parte de la poblacién, y al incluir sola-
mente los datos del afio 2017, no presenta el sesgo de
incluir poblacién que cambi6 de direccidn en los afios
evaluados.

RESULTADOS

En el afio 2017 se produjeron 8.322 fracturas de cadera
osteoporoticas en Chile para una poblacién estimada de
17,5 millones, segtin el censo 2017. La tasa nacional de
incidencia de fracturas de cadera osteopordtica fue de
415,4 por cada 100.000 adultos de 65 o mas afios,
siendo inferior para hombres (215,9 por cada 100.000
hombres de 65 o mas afios) y superior para mujeres
(566,8 por cada 100.000 mujeres de 65 o mas afios). El
SS con mayor incidencia de fracturas de cadera osteopo-
rética es el SS de Iquique y Tarapacd, mientras que el SS
con menor incidencia es el SS Metropolitano Oriente
(Tabla 1).

En relacion a la calidad del aire, esta se evalu6 con las
concentraciones anuales de MP, 5 en cada SS. La medida
habitual primaria anual para MP; 5 es de 20 pg/m?. De
los 21 SS evaluados, 12 se encontraron con una exposi-
cioén de concentraciones anuales promedio superiores a
la medida habitual. E1 SS Aysén, de aproximadamente
110.000 habitantes, es el SS expuesto a las mayores con-
centraciones anuales promedio de MP, 5 (48,3 pg/m?3);
mientras que el SS Magallanes, de aproximadamente
161.000 habitantes, es el SS con menores concentracio-
nes anuales promedio de MP, 5 (5,4 pg/m?) (Figura 1).

Respecto a la asociacion entre la concentracién pro-
medio anual de MP, 5 por SSy la tasa de incidencia anual
de fracturas de cadera osteopordticas por SS, analizando
en hombres, mujeres y en ambos sexos: no se encontrd
asociacion entre las variables, pues el coeficiente de co-
rrelacion de Pearson (r) es muy débil 0,2>r>0 (Tabla 2).

En el diagrama de dispersion para la incidencia de
fractura de cadera osteopordtica por SS en funcién de
la concentracién promedio anual de MP, s se puede
apreciar la baja relacién atribuible entre ambas varia-
bles, pues tanto el SS con menor concentracidon anual
MP; 5 (SS Magallanes: 5,4 ug/m?) como el SS con mayor
concentracion de MP, 5 (SS Aysén: 48 ug/m?) presenta-
ron tasas de incidencia de fractura osteopordtica simi-
lares, 325 por cada 100.000 habitantes de 65 o mas
afios en SS Magallanes comparado con 398 de SS Aysén
(Figura 2).
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Tabla 1. Promedio anual de concentraciones de material particulado fino MP, s e incidencia de fracturas de cadera
en adultos de 65 afios 0 mas en cada Servicio de Salud (SS) durante 2017

Promedio anual Incidencia de Incidencia de Incidencia de
de concentraciones fracturas por cada fracturas por cada fracturas por cada
de (MP, 5) en pg/m? 100'.1000 habitantes 100.000 h01~nbres de 100.000 mlfieres de

e 265 afios 265 aiios 265 aifios
Chile 26,0 415,4 2159 566,8
SS Arica y Parinacota 11,9 349,9 182,5 484,7
SS Iquique y Tarapaca 12,7 608,7 306,4 863,7
SS Antofagasta 8,4 374,1 202,6 505,8
SS Atacama 12,0 430,5 224,1 606,5
SS Coquimbo 135 55985 258,0 802,0
SS Valparaiso - San Antonio 14,5 399,4 2359 520,9
SS Vifia Del Mar - Quillota 12,0 375,7 168,3 57,585
SS Metropolitano Norte 28,1 399,7 220,6 528,0
SS Metropolitano Occidente 27,9 406,7 210,3 556,1
SS Metropolitano Central 27,1 339,5 155,3 462,7
SS Metropolitano Oriente 21,7 201,6 94,3 269,4
SS Metropolitano Sur Oriente 25,1 348,4 194,9 458,6
SS O’higgins 24,8 371,8 199,7 521,0
SS Maule 22,9 410,7 157,9 483,7
SS Concepcién 15,7 8733 200,7 488,9
SS Araucania Sur 34,1 423,3 253,0 557,9
SS Valdivia 33,7 431,6 245,7 580,9
SS Osorno 37,2 368,2 183,7 511,6
SS Reloncavi 29,9 310,6 173,6 4259
SS Aysén 48,3 398,3 2441 543,5
SS Magallanes 5,4 325,1 171,0 452,5

Figura 1. Promedio anual de concentraciones de material particulado fino (MP; ;) en los Servicios de Salud de Chile en 2017

Microgramos por metro ctibico (ug/m?)
Chile 26,0
SS Arica y Parinacota 11,9
SS Iquique y Tarapaca 12,7
SS Antofagasta 8,4
SS Atacama 12,0
SS Coquimbo 133
SS Valparaiso - San Antonio 14,5
SS Viiia del Mar - Quillota 12,0
SS Metropolitano Norte 28,1
SS Metropolitano Occidente 27,9
SS Metropolitano Central 27,1
SS Metropolitano Oriente 21,7
SS Metropolitano Sur Oriente 251
SS O’higgins 24,8
SS Maule 229
SS Concepcion 15,7
SS Araucania Sur 34,1
SS Valdivia 33,7
SS Osorno 37,2
SS Reloncavi 29,9
SS Aysén 48,3
SS Magallanes 5,4
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Tabla 2. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre incidencia de fractura de cadera osteopordtica y concentracion

anual de MP, 5 por Servicio de Salud, de acuerdo al género

Ambos sexos

Promedio anual de concentraciones de MP; 5

-0,114 (p>0,05)

Hombres Mujeres

0,074 (p>0,05) -0,148 (p>0,05)

Figura 2. Diagrama de dispersion de incidencia de fracturas de cadera osteopordticas totales por Servicio de Salud
y concentracion promedio anual de MP; 5 en cada uno de ellos
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Discusion fracturas osteoporoéticas de cadera puede tener una

Este es el primer estudio que evaltia la asociacion entre
contaminacion del aire e incidencia de fractura osteopo-
rética de cadera en los SS de Chile, dado que en él se
pudo abarcar la mayor parte de la poblacién del pais, a
diferencia de un estudio previo en que solo se evalué la
poluciéon ambiental en las principales ciudades de Chile®.

En nuestro andlisis de mas de 8.000 altas hospitala-
rias durante el afo 2017 por fracturas osteoporoticas
de cadera en Chile encontramos una asociacién directa
muy débil entre la tasa de incidencia por SS en hombres
con la contaminacién del aire por material particulado
fino, y que no logré significacidn estadistica.

Diddier Praday cols. encontraron asociacion entre la
exposicion prolongada al MP, 5 y la pérdida excesiva de
hueso longitudinal. Ellos también encontraron que la po-
blacién de areas con mayor concentracién de MP, s tie-
nen mayor riesgo de sufrir una fractura osteoporotica®.

En 2 estudios realizados en Oslo (Noruega), se encon-
tr6 asociacion directa y estadisticamente significativa
entre la contaminacion ambiental, la densidad mineral
6sea (DMO) total del cuerpo* y la fractura del antebrazo®.
No obstante, dado que parte de la poblacién que sufre

DMO normal o en rango de osteopenia, para nuestro es-
tudio decidimos evaluar la fractura de cadera osteopo-
rética en lugar de la DMO.

Un estudio en Taiwan encontré menores valores de
DMO a mayores concentraciones de contaminantes am-
bientales®, con un riesgo relativo bajo, pero que es im-
portante dado que gran parte de la poblacién mundial
se ve expuesta a aire contaminado. En este trabajo, la
menor DMO fue asociada al impacto de los contaminan-
tes ambientales a nivel 6seo, dado que el hueso es una
reserva de por vida para metales pesados. El plomo y
otros metales t6xicos como el cadmio, mercurio y alu-
minio forman enlaces con el calcio de la hidroxiapatita,
resultando asi en un desecho bioldgico para todala vida,
pues mas del 90% del plomo en el cuerpo humano se en-
cuentra en los huesos y en los dientes'’.

En conclusién, en nuestro andlisis retrospectivo de
mas de 8.000 altas hospitalarias del afio 2017 por frac-
turas osteoporoticas de cadera en Chile, no encontramos
asociacion entre la tasa de incidencia por SS con la con-
taminacion del aire, representada por la concentracién
promedio anual de MP, s.

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

Objetivo: Actualmente, existen pocos datos sobre la influencia a largo plazo del polimetilmetacrilato (PMMA) en la in-
tegridad de los cuerpos vertebrales tras la vertebroplastia percutanea (VP). Resulta de interés investigar la posible re-
lacién entre esta técnica y la aparicion con el tiempo de fendmenos de osteélisis o la fragmentacion del cemento en las
vértebras intervenidas.

El objetivo de este trabajo fue investigar si, a largo plazo, existe una pérdida de efectividad y/o seguridad de la VP con PMMA.
Material y métodos: Se analizaron radiografias de pacientes intervenidos correspondientes al post-operatorio inmediato
y al estudio radioldgico mas reciente (VP hace mas de 15 afios). Con ambos estudios radioldgicos, describimos: la altura
del cuerpo vertebral, la angulacidn de platillos y la presencia de osteélisis alrededor del cemento en el tiempo.
Resultados: Un total de 7 pacientes intervenidos mediante VP con PMMA hace 15 o mds afios accedieron a realizarse una
nueva radiografia en nuestro Centro. Tras el analisis de sus imagenes post-operatorias (inmediatas y a 15 6 mas afios de la
cirugia), no se observo en ninguna de las vértebras intervenidas pérdida de altura del cuerpo vertebral cementado, dife-
rencias de angulacién en los platillos, presencia de osteo6lisis alrededor del cemento o fragmentacién del PMMA inyectado.
Conclusién: El PMMA inyectado en el cuerpo vertebral mantiene una situacion estable en el tiempo (mas de 15 afios).
No se observan cambios en la interfaz hueso-PMMA, ostedlisis y/o cambios en la altura de los cuerpos vertebrales en

los casos analizados.

Palabras clave: vertebroplastia, PMMA, cirugia de columna, fractura vertebral, osteoporosis, ostedlisis.

INTRODUCCION

La fractura vertebral (FV) constituye sin duda el tipo de
rotura 6sea mas prevalente en los pacientes con baja
masa dseal. Los datos epidemiolégicos mas recientes en
la poblacién espafiola sefialan una prevalencia cercana
al 35% de FV en mujeres con mas de 45 afios de edad?.
En varones, la prevalencia a la edad de 50 afios se estima
5 veces menor que la representada en la poblacién fe-
menina, aunque esta medida aumenta una vez alcanza-
dos los 70 afios®.

Las FV de origen osteoporoético (FVOs) son manejadas
mediante tratamiento conservador, incluyendo habitual-
mente reposo, analgesia (en combinacién con relajantes
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musculares), ortesis y rehabilitacion. Este tipo de trata-
miento resulta crucial en las primeras semanas post-frac-
tura, de manera que un seguimiento correcto del mismo
suele resolver las FVOs de manera efectiva. Sin embargo,
se estima que en un 10-35% de los pacientes surgen
complicaciones derivadas de la propia fractura, como re-
traso en la unioén dsea, aumento de la cifosis, aparicion
de alteraciones neuroldgicas o la apariciéon de pseudoar-
trosis (enfermedad de Kiimmell). En estos escenarios los
pacientes frecuentemente se vuelven refractarios al tra-
tamiento conservador, tornandose el manejo de sus sin-
tomas complicado y con tendencia a agravarse en el
tiempo*.
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En relacién con estos pacientes refractarios al trata-
miento conservador, la aparicion durante las tltimas dé-
cadas de técnicas minimamente invasivas, como la
vertebroplastia (VP) y la cifoplastia percutaneas, ha per-
mitido una buena alternativa terapéutica tanto para el
manejo de sintomas como para evitar complicaciones
serias a largo plazo.

La VP consiste en la inyeccidon de cemento de polime-
tilmetacrilato (PMMA) en el interior del cuerpo verte-
bral fracturado, con el objetivo inmediato de frenar el
colapso de la vértebra, aumentar su resistencia y conse-
guir la desaparicion del dolor asociado a la fractura®.

Los nuevos cementos disponibles para uso en cemen-
toplastias requieren ser preparados en una ratio moné-
mero/polimero altamente especifica que evite alteraciones
en la viscosidad de la mezcla final. Este factor resulta cru-
cial tanto para una correcta polimerizacién como para la
aplicacion del propio cemento, ya que es durante esta fase
cuando la mezcla se inyecta en las vértebras afectadas del
paciente. Gracias a la mejora de sus propiedades en los
ultimos afios, las nuevas mezclas de cemento minimizan
las fugas de material desde los cuerpos y reducen el efecto
térmico sobre el hueso sano circundante a la fractura. Asi,
el PMMA resulta mas efectivo en la reparacién de la FVO
alavez que seguro®”.

Si bien varios estudios demuestran esta eficacia y se-
guridad de la VP a corto plazo®'?, encontramos un amplio
campo por explorar en cuanto a si estas son mantenidas
alo largo del tiempo.

El presente trabajo representa el primer estudio que eva-
lia el estado 6seo de vértebras osteopordticas fracturadas
que fueron cementadas mediante VP y que cuentan con un
seguimiento =15 afios. El objetivo principal de este estudio
pretende evaluar a largo plazo la integridad 6sea de las vér-
tebras intervenidas, contribuyendo de este modo a esclare-
cer la seguridad y eficacia de la técnica pasado el tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio
Presentamos una serie de 7 casos clinicos en los que se
analiza su seguimiento postquirdrgico de manera des-
criptiva. Se trata de un estudio unicéntrico, llevado a cabo
en el Hospital Universitario Fundacién Jiménez Diaz
(FJD) de Madrid (Espafia) con aprobacién del Comité
Etico del mismo hospital. Asi, para la realizacién del
mismo, se confirma el seguimiento y cumplimiento de las
normas éticas estandar recogidas en la Declaracion de
Helsinki de 1964 y sus posteriores revisiones (Tokio
1975, Venecia 1983, Hong Kong 1989, Somerset West
1996, Edimburgo 2000, Seul 2008 y Fortaleza 2013)13.
La seleccion de la poblacion de estudio se realizd a través
de una base de datos perteneciente a la Unidad de Patologia
de Columna (UPC-FJD), donde por préctica clinica habitual
se recoge informacién y otros datos clinicos de interés de
aquellos pacientes intervenidos mediante VP. Como criterios
de cribado se seleccionaron dentro de esta base de datos a
pacientes con diagnéstico de FVO y con seguimiento post-
quirtrgico 215 afios que, ademads, cumplieran otra serie de
criterios adicionales que describimos a continuacion.

Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios a cumplir para la inclusion dentro de la po-
blacién de estudio comprendieron: haber alcanzado la
mayoria de edad con independencia de género; valores
de densitometria 6sea (DXA columna) compatibles con
osteoporosis u osteopenia; diagnéstico de FVO, fracaso

de tratamiento conservador reportado en la historia cli-
nica; intervencién mediante VP percutanea inicamente
realizada por cirujanos de la UPC-FJD; y ser pacientes
que contaran con un seguimiento clinico y radiolégico a
los 15 o0 més afios post-cirugia (PO=15a).

Asi mismo, fueron excluidos del estudio aquellos pa-
cientes que, aun cumpliendo los criterios anteriormente
mencionados, presentaran FV de cualquier etiologia no
osteoporotica o dudosa, hubieran presentado infeccién o
cualquier otro tipo de complicacién post-quirdrgica y/o
hubieran sido intervenidos posteriormente mediante ins-
trumentacion (artrodesis vertebral instrumentada).

Variables de estudio y analisis de imagenes
Los datos relativos a las variables de estudio: sexo, edad
en el momento de la cirugia, peso, talla, indice de masa
corporal (IMC), valores de T-score, nimero de FVOs,
abordaje quirurgico, nivel vertebral de cementacién (cer-
vical, toracico, lumbar), presencia de focos de ostedlisis
y presencia de material fragmentado fueron extraidos de
la base de datos perteneciente a la UPC-FJD. Todas estas
variables se documentaron y almacenaron en formato
electronico, creando un fichero de datos propiedad de la
UPC-FJD. Cada conjunto de datos se registré en relacion
a un codigo aleatorio que se asign6 a cada paciente ga-
rantizando asi la confidencialidad de sus datos'*.
Radiblogos del Servicio de Neurorradiologia (F]D) rea-
lizaron un analisis de las imagenes de cada paciente corres-
pondientes al post-operatorio inmediato (PO) (soporte en
papel radiografico) y al PO=15a (exportadas mediante el
software informatico Surgimap®). Este andlisis estuvo di-
rigido a la busqueda de alteraciones éseas vertebrales,
focos de osteolisis alrededor del material y/o casos de
PMMA fragmentado. Se realizaron, ademas, mediciones de
las alturas (anterior, media y posterior) y la angulacion de
los platillos de cada una de las vértebras intervenidas.

Analisis estadistico

El programa estadistico IBM SPSS Statistics 25.0 fue uti-
lizado para el célculo de las medianas, minimos, méaxi-
mos y rangos intercuartilicos (parametros descriptivos)
de las variables cuantitativas edad e IMC.

RESULTADOS

Tras realizar una revision en la base de datos de la UPC-F]D,
obtuvimos un total de 69 registros correspondientes a pa-
cientes intervenidos mediante VP en nuestro hospital con
una antigiiedad de 15 o mas afios. De este total de casos,
constatamos 26 pérdidas de seguimiento (38% respecto al
total de registros) al no poder contactar con estos pacientes
ni conocer su estado actual. Sin embargo, se estableci6 con-
tacto con un total de 43 pacientes o familiares de los mis-
mos, que nos permitieron conocer un total de 30 casos de
exitus (70%) y 13 casos de pacientes atin vivos (30%) (Fi-
gura 1). Entre los pacientes vivos, 7 de ellos accedieron a
acudir a nuestras instalaciones para realizarse una nueva
radiografia, resultando estas imagenes como los estudios
radioldgicos mas recientes y correspondientes al PO>15a
de seguimiento tras la VP. De este modo, finalmente obtuvi-
mos una serie de 7 casos de pacientes intervenidos por VP
con un seguimiento radiolégico de 15 6 mas afos.

Esta serie de casos se compuso de 6 mujeres y 1 varon
caucasicos cuya mediana de edad en el momento de la ci-
rugia se situé en los 67 afios (min=62; max=87, rango in-
tercuartilico=18). El IMC pre-operatorio present6 una
mediana de 26,67 (min=18,36; max=31,96, rango inter-
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cuartilico=5,21) (Tabla 1). Todos los pacientes de esta
serie presentaron antes de la cirugia valores de T-score
compatibles con osteoporosis u osteopenia.

Ademas, en todos los casos la FVO intervenida fue de
nivel inico (n? total de niveles intervenidos dentro de la
serie de casos=7), habiendo resultado ineficaz el trata-
miento conservador previo a la cirugia (Tabla 1).

Cirujanos de la UPC-F]D realizaron las correspondien-
tes intervenciones quirurgicas, con abordaje uniportal
en 5 casos y biportal en 2 casos. Las vértebras interveni-
das fueron en 4 casos toracicas: T7, T11y T12 (2 casos
de esta ultima) y en 3 casos lumbares: L3, L4 y L5.

Las mediciones realizadas por el equipo de neurorra-
di6logos de la FJD, permitieron establecer que no exis-
tian diferencias clinicamente significativas en las alturas
de los cuerpos vertebrales (pared anterior, media o pos-
terior) de los pacientes comparando los momentos PO
y PO=15a (Tabla 2).

Del mismo modo, exceptuando el caso 5, en el que no
se pudieron realizar las mediciones correspondientes,
el resto de casos tampoco registrd diferencias en la an-
gulacién de los platillos de las vértebras intervenidas
comparando sus valores PO y PO>15a (Tabla 2).

Ademas, en ningun caso se produjeron fracturas y/o
pérdidas de altura en segmentos adyacentes a la fractura
original (un Unico caso registré una nueva fractura no
adyacente) ni tampoco se observaron fendmenos de os-
tedlisis alrededor del PMMA inyectado o fragmentacion
del mismo en las imagenes analizadas correspondientes
al PO=15a (Tabla 2, Figura 2).
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Discusion

Las FVOs constituyen la fractura simple mas comun en
todo el mundo. De hecho, en nuestro pais, la Sociedad
Espafiola de Geriatria y Gerontologia (SEGG) aporté
datos en 2017 que documentan una incidencia 3 veces
superior de este tipo de fractura frente a las fracturas de
cadera’®.

Lineas de investigacidn recientes han demostrado
que, ademas de la osteoporosis, factores como una edad
avanzada, un IMC elevado y/o las fracturas en niveles to-
racicos (especialmente en la unién toracolumbar) se re-
lacionan de manera significativa con el fracaso del
tratamiento conservador!®!’. De acuerdo a la practica
clinica realizada en nuestro Centro, podemos establecer
una tasa de fallo del tratamiento conservador en el ma-
nejo de las FVOs agudas en torno al 15%. Este dato se
asemeja al reportado por algunos autores que lo sitian
cerca de un 20% atendiendo al tipo concreto de FV'8. En
la serie de 7 pacientes que presentamos, todas las mu-
jeres fueron intervenidas en edad postmenopausica
avanzada, mientras que el paciente varén intervenido
era octogenario. Ademas, 3 pacientes presentaron valo-
res de IMC compatibles con sobrepeso y 1 con obesidad.
En cuanto al nivel vertebral intervenido, 4 pacientes pre-
sentaban fracturas en vértebras toracicas, de las cuales
en 2 casos coincidian ser la T12 (unién toracolumbar).
Estos datos contribuirian a apoyar la relacion existente
entre los factores de riesgo mencionados anteriormente
y el fracaso del tratamiento conservador en sus fractu-
ras.

Figura 1. Grafico resumen de la poblacion de estudio. De un total de 69 pacientes intervenidos mediante VP hace
15 6 mas aiios en nuestro hospital, se logra contactar con un total de 43 pacientes/familiares (62% respecto al
total). Tras constatar un 70% de casos de exitus, se invita al 30% restante (13 pacientes) a acudir al hospital para
realizarse un nuevo estudio radiolégico (PO=15 aiios). Finalmente, 7 pacientes aceptan y forman la serie de casos

en la que se basa el estudio

30%

[ Pérdidas de seguimiento
B Contactados

Vivos no incluidos
[ Serie de casos

Exitus

Tabla 1. Datos demograficos de la serie de 7 pacientes intervenidos hace 15 6 mas afios mediante VP en la UPC-FJD

Caso 1 Caso 2 Caso 3
Edad Qx (afios) 82 64 65
Sexo (M/F) M F F
Raza Caucasica Caucasica Caucasica
IMC 18,36 31,96 22,26
DXA columna (T-score) -2,3 -2,0 -2,1

Caso 4 Caso 5 Caso 6 Caso 7
62 69 67 87
F F F F
Caucasica Caucasica Caucasica Caucasica
23,61 26,84 27,47 26,67
-3,2 -2,1 -2,0 -2,8

Edad Qx: edad a la cirugia; M: masculino; F: femenino; IMC: indice de masa corporal; DXA: dual energy x-ray absorptiometry.
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Tabla 2. Caracterizacion de la VP, medidas vertebrales PO y PO 215a y datos relativos a la presencia de focos de
osteolisis/fragmentacion del PMMA de la serie de 7 pacientes intervenidos

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 Caso 6 Caso 7

Nivel cementado T11 T12 L5 L4 L3 T7 T12
Abordaje Qx (U/B) 0] U 0] U U B B
Altura cuerpo vertebral PO PO PO PO PO PO PO
(mm) PO 215a PO 215a PO 2152 PO 215a PO 2152 PO =215a PO =215a
Pared anterior 10 10,1 282 253 26 26 27 26,8 21 20,2 201 197 20 19,9
Pared media 13 12,8 27,6 252 26 26,5 27 26,8 20 19,2 22 22 26 25,8
Pared posterior 32 316 331 31,1 31 299 30 298 27 262 29 283 33 338
Angulacion platillos (°) PO PO PO PO PO PO PO

PO 215a PO 215a PO 215a PO 215a PO 215a PO =215a PO 215a
Local 28 28 6 5 4 4 2 2 - - 11 11 18 18
Regional 27 27 3 3 18 18 1 1 - - 24 24 32 32
Alteraciones ’ PO PO PO PO PO PO PO
d6seas/PMMA (SI/NO) 215a 215a 215a 215a 215a 215a 215a
Fx segmento adyacente NO NO NO NO NO NO NO
Focos de ostedlisis NO NO NO NO NO NO NO
PMMA fragmentado NO NO NO NO NO NO NO

T: vértebra toracica; L: vértebra lumbar; abordaje QX: abordaje quirtrgico; U: uniportal; B: biportal; PO:post-operatorio inmediato;
PO=15a: post-operatorio a los 15 o mas afios de seguimiento; Fx: fractura.

Figura 2. Estabilidad y ausencia de fragmentacion del PMMA tras 15 afios post-VP. Imagenes radioldgicas del PO inmediato (A)
y PO 215a (B) tras la VP de uno de los pacientes incluidos en la serie de casos (Caso 1)

A partir de los 65 afios, especialmente en mujeres, se
alcanza el nivel maximo de prevalencia de FVOs en pobla-
cién espaiiola. De este modo, nuestro estudio representa
de manera acertada esta situacidn con la serie de casos
analizada. El perfil de los pacientes reclutados se encon-
trarfa dentro de un grupo de poblacién que, por sus ca-
racteristicas demograficas y fisiologicas, se halla en riesgo
de sufrir una FVO.

Ante una FVO con sintomatologia no manejable por tra-
tamiento conservador, la VP surge como opcion efectiva en
la mejora del dolor; del estatus funcional y de la calidad de
vida del paciente, incluso en aquellos de edad anciana®-%2,

La VP es un procedimiento cuya seguridad y efectos
inmediatos se encuentran bien documentados en la lite-
ratura®-?’. Sin embargo, hasta el momento, existen muy
pocos datos que continten evidenciando la efectividad y
la seguridad de esta técnica a largo plazo?®?°. De hecho,
los periodos de seguimiento post-cirugia publicados no
suelen superar los 2 afios® 2.

De acuerdo a los ultimos datos del Instituto Nacional
de Estadistica (INE) actualizados en 2018, la esperanza
de vida de la poblacién espafola se sitiia en 83 afios te-
niendo en cuenta ambos sexos®’. Este incremento en el
envejecimiento de la poblacién nos obliga a disponer de



% Lopez-Herradon A, Pifiera AR, Tomé £ Rodriguez-Arquisjuela MG, Saura PA, Saura J, et al.  (OR|GINALES

nueva informacién que permita evidenciar la VP como
una técnica segura también a mas largo plazo.

Ademas, existe cierta controversia entre autores en
cuanto a una posible relacién existente entre la reali-
zacion de VP y la aparicién con el tiempo de nuevas
FV31:33, Este motivo justifica la realizacién de analisis,
como el que presentamos en este estudio, donde se re-
gistren seguimientos post-cirugia mucho mas extensos
en el tiempo.

En los 7 casos presentados, los pacientes mostraron
estabilidad en los cuerpos vertebrales intervenidos a nivel
de las paredes anterior, media y posterior habiendo trans-
currido 15 6 mas afios desde la cirugia. Existen algunos
datos publicados que asocian cambios en la angulacion
de los platillos tras una FV como factor de riesgo en
cuanto a la aparicion de nuevas FVs3!34, En nuestra serie
de pacientes analizada no existieron diferencias clinica-
mente significativas en dicha angulacién transcurridos 15
6 mas afios desde la cirugia, lo que podria justificar junto
a otros factores como el mantenimiento de tratamiento
osteopordtico que estos pacientes no hayan sufrido nue-
vas FVs en segmentos adyacentes.

Larespuesta local del huésped ante el PMMA ha sido
estudiada como fenémeno a largo plazo principalmente
en casos de implantacion de protesis totales de cadera
(PTCs). En este tipo de protesis con cementacion peri-
protésica, resulta comun el desarrollo de una respuesta
inflamatoria por parte del hueso circundante ante el ce-
mento del implante. Esta reaccién se derivaria, entre
otras causas, como consecuencia del proceso exotérmico
durante el fraguado y a la liberacién de particulas de
PMMA que aparecen por desgaste ante la compresion
ejercida por el propio movimiento®.

A diferencia del PMMA de las PTCs, en la VP el ce-
mento se halla interdigitado en el hueso trabecular, sin
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exponerse a fuerzas directas de compresién. Esta puede
ser la causa por la que, tal y como presentamos en nues-
tra serie de casos, no se observe fragmentacion de
PMMA ni fenémenos de ostedlisis en el PO=15a.

En los ultimos afios, se han desarrollado nuevas for-
mulaciones de PMMA como, por ejemplo, sin tempera-
tura de fraguado o recubiertos con osteoblastos3¢-3¢, De
acuerdo a los datos publicados, estos nuevos cementos
no parecen tener efectos mucho mas beneficiosos o
mayor eficacia que el PMMA convencional frente a una
FVO. En un momento donde existe una grave preocu-
pacion por el gasto sanitario, no parece logico incre-
mentar dicho gasto en otros PMMAs ni tampoco en
técnicas mas costosas como cifoplastias con baldn sin
datos clinicos que claramente lo avalen3’. Ademas, tal
y como presentamos, en nuestro Centro observamos
que el 70% de los pacientes intervenidos hace 15 6 mas
afios fueron exitus por causas no relacionadas con su
FVO, mientras que aquellos que continuaban vivos pre-
sentaron estabilidad del PMMA inyectado transcurrido
este tiempo.

El presente estudio describe la experiencia de un
grupo pequefio de pacientes (n=7 de 13 disponibles) con
un diagndstico similar. Debido a la limitacién en su nu-
mero de casos no existe posibilidad de realizar estadis-
tica de tipo inferencial, aunque si descriptiva.

CoONCLUSION

Este trabajo constituye la primera evidencia de la VP
como técnica segura y eficaz en pacientes con un segui-
miento de 15 6 mas afios tras la intervencion. El PMMA
mantuvo estable tanto las alturas (anterior, media y pos-
terior) como la angulaciéon vertebrales, ademéas de no
originar fenémenos de osteélisis ni observarse fragmen-
tacion del material a largo plazo.

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

Introduccién: Varios estudios de barrido genémico (GWAS) y otros focalizados en el gen de la esclerostina (SOST) han
encontrado que algunos polimorfismos de SOST se asocian con la masa 6sea y el riesgo de fracturas. El objetivo de este
estudio fue analizar la relevancia funcional de ciertos polimorfismos de la regiéon promotora de SOST, en relacién con la
expresion y la metilacidn de dicho gen.

Material y método: Para ello, se determinaron los alelos de los polimorfismos rs851054, rs851056, rs10534024,
rs1234612 y se analiz6 la metilacién de ADN de 33 muestras de suero y de hueso, procedentes de pacientes intervenidos
para colocar una protesis de cadera, mediante pirosecuenciacidn tras conversioén con bisulfito. Ademas, en el hueso se
estudid la expresion de SOST. Por ultimo, se clonaron diferentes alelos del promotor de SOST en vectores reporteros do-
bles con el gen de la luciferasa bajo dicho promotor y el gen de la fosfatasa alcalina bajo un promotor constitutivo.
Resultados: El analisis de metilacion de la region promotora de SOST en ADN libre en suero y en ADN de hueso no reveld
diferencias estadisticamente significativas en relacién con los alelos de los polimorfismos analizados (p>0,05). Sin em-
bargo, las transfecciones con los vectores reporteros mostraron una elevada actividad transcripcional, independiente-
mente del vector utilizado.

Conclusién: No hemos encontrado una asociacion clara entre los distintos alelos y la metilacion de ADN de la region
promotora del gen SOST. Son necesarios mas estudios para determinar los efectos funcionales de los polimorfismos
sobre la metilacidn y expresion del gen de SOST y los efectos sobre la masa 6sea.

Palabras clave: ADN libre en suero, metilacion de ADN, polimorfismos, esclerostina, osteoporosis, regulacién génica.

INTRODUCCION

Numerosos estudios de asociacién de genoma completo
(GWAS) y estudios de asociacion de genes candidatos han
encontrado algunos polimorfismos bialélicos (single nucleo-
tide polymorphisms, SNPs) en el gen SOST, que codificala es-
clerostina, asociados con la densidad mineral 6sea (DMO)
y la predisposicion a fracturas'. Sin embargo, se desconoce
el mecanismo responsable de esa asociacion. Entre los me-
canismos generales por los que las variantes genéticas pre-
disponen a las enfermedades complejas se encuentran los
mecanismos epigenéticos, como la metilaciéon del ADN, que
modulan la transcripcién de genes de forma directa (local-
mente) o indirecta (remotamente)®. En este sentido, cabe

»

destacar que la metilacion del promotor de SOST esta in-
versamente relacionada con la actividad transcripcional, es
decir, con los niveles de expresion, de este gen®.

La metilaciéon de ADN es una marca epigenética, que
consiste en la adicidon de un grupo metilo en la posiciéon 5’
del anillo de citosina, generalmente en citosinas que pre-
ceden a la guanina, formando los denominados sitios CpG.
Los sitios CpG se distribuyen a lo largo de todo el genoma
y son abundantes en algunas regiones especificas, como los
promotores, denominadas islas CpG. Los niveles de meti-
lacion de los sitios y/o islas CpG tienen perfiles especificos
de acuerdo con el tejido de origen y modulan la expresion
de genes en muchos tejidos, incluido el hueso’1°.

Correspondencia: José A. Riancho Moral (jose.riancho@unican.es)
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El ADN libre circulante (cell free DNA, cfDNA) esta
presente en fluidos, como la orina, el liquido sinovial, el
plasma o el suero, y es un biomarcador molecular inte-
resante porque es facil de obtener sin utilizar procedi-
mientos invasivos!l. Por ejemplo, es un biomarcador
muy estudiado en tumores, ya que la cantidad de cfDNA
aumenta con la presencia de estos. Ademas, los tumores
acumulan mutaciones especificas, que permiten diferen-
ciarlos de otras cadenas de ADN con distinto origen!?13,
El cfDNA es, por tanto, un marcador prometedor para la
deteccion, el diagndstico, el prondstico, el seguimiento
y el tratamiento futuros de diversas enfermedades'*.

Previamente, hemos demostrado ciertos patrones es-
pecificos de metilacién del ADN de osteoblastos y de cé-
lulas madre mesenquimales (hMSCs) en la osteoporosis.
Estas regiones diferencialmente metiladas estan enri-
quecidas en genes asociados a la diferenciacidn celular,
en el caso de las hMSCs?, y en la formacién del esqueleto
en el caso de los osteoblastos!t. Especificamente, hemos
comprobado previamente que el grado de metilacion del
promotor de SOST regula la expresién génica en osteo-
blastos. En esa linea, la desmetilacién induce la expre-
sién de SOST, incluso en células en las que normalmente
este gen esta reprimido?”8,

El objetivo de este estudio fue determinar la metila-
cion del ADN en el promotor de SOST en ADN de hueso
y en ADN libre en suero y la posible relacién con algunos
polimorfismos previamente asociados con la DMO. Ade-
mas, estudiar los efectos de dichos polimorfismos sobre
la expresion de la esclerostina.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de pacientes
Se obtuvieron las cabezas femorales de 33 pacientes so-
metidos a cirugia de reemplazo de cadera por fractura
osteoporotica (FRX; n=15) o artrosis (OA; n=18). Se ex-
cluyeron los pacientes con osteoporosis secundaria, ar-
trosis secundaria o fracturas debidas a traumatismos de
alta energia, con edades comprendidas entre 61 y 91
afios. De cada paciente, se obtuvieron muestras de tejido
6seo, sangre y suero. El suero se utiliz6 para aislar ADN
libre y estudiar la metilacion del promotor de escleros-
tina. La sangre se utiliz6 para la obtenciéon de ADN ge-
némico con el objetivo de analizar los polimorfismos de
interés.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en In-
vestigacion Clinica de Cantabria y los pacientes dieron
su consentimiento informado por escrito.

Aislamiento de ADN

Las muestras de hueso trabecular de la parte central de
las cabezas femorales se obtuvieron con un trécar. Se
congelaron instantdneamente con nitrégeno liquido y se
homogeneizaron con un politrén en tampoén de lisis y
proteinasa K. Después de una incubacion toda la noche
a 559, se extrajo el ADN con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico, segtin se ha publicado previamente!t. El ADN
libre en suero se obtuvo de dos alicuotas de 1 ml de
suero, procedimiento doble realizado en paralelo (2 ml
de suero por paciente para el andlisis). A cada alicuota,
en un tubo falcon de 15 ml, agregamos 500 pl de tampo6n
de lisis (Tris-HCI, EDTA, acetato de sodio y SDS) y 5 ul
de proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se incubd du-
rante 1 hora en un bafio de agua a 562C. El aislamiento
del ADN se realizd, al igual que con el hueso, por el pro-
cedimiento con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. El

pellet (no visible) se dejo secar a temperatura ambiente
y se resuspendié con 20 pul de agua destilada. E1 ADN de
las células sanguineas se extrajo con el kit [llustra blood
genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare Life Sciences,
Marlborough, EE.UU.).

Genotipado

En el ADN de sangre total, analizamos un total de 4 SNPs
previamente asociados con SOST y la densidad mineral
6sea: rs851054, rs851056,rs1234612 yrs10534024. El
ADN se cuantific6 por el procedimiento de Qubit (Ther-
mofisher Scientific, Waltham, EE.UU.) y se realiz6 una
PCR mediante ensayos con sondas Tagman, para el ana-
lisis de los polimorfismos previamente mencionados.

Analisis de metilacién de ADN

Se utilizaron 500 ng de ADN de hueso por muestra, para
modificar con bisulfito con el kit de metilacién EZ DNA
Methylation-Gold (ZymoResearch, Irvine, EE.UU.), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Por otro lado,
con el ADN aislado de suero, se utilizé todo el volumen
de la suspension (20 pl del ADN resuspendido) y se so-
metié igualmente a modificacién con bisulfito con el
kit de metilacién EZ DNA Methylation-Gold. El nivel de
metilacién de la CpG seleccionada para el estudio, en
la regién del promotor SOST, se analizé6 mediante piro-
secuenciacién (PyromarkQ24 Advanced System®). Los
cebadores utilizados para la amplificacién por PCRy la
secuenciacion se disefiaron con el disefiador de ensayos
PyroMark (Qiagen N.V,, Hilden, Alemania) (Cebador sen-
tido. 5’-TGGTGGGGTGATAAATGAATT-3’; Cebador anti-
sentido. 5’-TGGTGGGGTGATAAATGAATT-3’; Cebador de
secuenciaciéon. 5’-ATTTGGTTTGAGAAATGG-3’). La PCR
se realiz6 con un cebador biotinilado, que permite su pu-
rificacion en una plantilla de ADN de una sola hebra, uti-
lizando la estacion de trabajo de vacio PyromarkQ24
(Qiagen N.V, Hilden, Alemania) (segun las instrucciones
del fabricante). Finalmente, las reacciones de pirose-
cuenciacion y la cuantificacion de la metilacion se reali-
zaron en PyroMark Q24 Advance System (Qiagen N.V,,
Hilden, Alemania).

Se analizaron los niveles de metilacion de la CpG en
la regién seleccionada, cercana a los polimorfismos
examinados, situada aproximadamente a 300 pares de
bases antes del sitio de inicio de la transcripcién (Fi-
gura 14).

Expresion de SOST y niveles de esclerostina

Los niveles séricos de esclerostina se analizaron me-
diante ELISA (Teco Medical Group, Sissach, Suiza). La
sensibilidad de este kit es de 0,05-3 ng/ml.

La expresion de SOST en hueso se analizé por PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Para ello, se ex-
trajo ARN de las biopsias de hueso congeladas homo-
geneizando con trizol, aislando con cloroformo y
precipitando el ARN con isopropanol. El ADN comple-
mentario (ADNc) se sintetiz6 con el kit TaKaRa Pri-
meScript RT (TaKaRa, Shiga, Japén). Utilizamos 1 pg de
partida de ARN, hexameros aleatorios y oligo-dT como
cebadores, con las cantidades recomendadas por el fa-
bricante. La abundancia de la transcripcién de los ARN
mensajeros se evalué mediante RT-qPCR utilizando en-
sayos Tagman disponibles comercialmente (Thermofis-
her Scientific) en un sistema de PCR en tiempo real
Applied Biosystems 7300. Utilizamos como genes de re-
ferencia, GAPDH y TBP.
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Vectores reporteros y analisis de la actividad transcripcional
Se adquiri6 el vector reportero del promotor de SOST
(HPRM50859-PG04; GeneCopoeia, Rockville, EE.UU.).
Ademas, se obtuvo un segundo vector con la misma se-
cuencia, pero variando el haplotipo (rs851054 G/A;
rs851056 C/G; rs851057 C/G). Ambos vectores tienen el
gen de la luciferasa bajo la secuencia promotora de SOST,
y el gen de fosfatasa alcalina bioluminiscente bajo un pro-
motor constitutivo (Figura 1B). Este vector dual permite
normalizar la sefial y cuantificar la sefial generada por
cada promotor transfectado. Asimismo, obtuvimos un
vector con un promotor vacio (pEZX-PG04; GeneCopoeia,
Rockville, EE.UU.) sobre la secuencia de la luciferasa,
como control negativo para la transfeccion.

La transfeccion de los distintos vectores se desarrollé en
la linea celular HEK-293T, con lipofectamina 3000 (Ther-
mofisher Scientific, Waltham, EE.UU.). Para la transfeccién
se sembraron 50.000 células (HEK-293T) por pocillo en una
placa de 24 pocillos, por triplicado. Al dia siguiente, con una
confluencia aproximada de un 80%, se transfectaron 500 ng
totales de cada uno de los vectores, en pocillos independien-
tes, utilizando lipofectamina 3000, segtn las recomenda-
ciones del fabricante. Se analiz6 la sefial de luciferasa y
fosfatasa alcalina a las 24 h, 48 h y 72 h. Para esto, se utilizd
el kit Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit (GeneCo-
poeia, Rockville, EE.UU.) y se midié por luminometria.

Anadlisis de los resultados
La presencia de desequilibrio de ligamiento y la distribu-
cién haplotipica se analiz6 con el programa Haploview?.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(4):98-104

Los analisis estadisticos realizados en este estudio se
llevaron a cabo utilizando la version 3.6.0 del software
R. Se compararon los alelos con respecto a su nivel de
metilacion del promotor de SOST y/o expresién de SOST
en hueso mediante analisis de varianza (ANOVA). La
comparacion entre grupos de pacientes (FRX vs. 0A) se
realiz6é mediante T de Student. En todos los casos se to-
maron como significativos los valores p menores que
0,05.

REsuLTADOS

Todas las muestras de suero se analizaron por duplicado
y los niveles de metilacién por pirosecuenciacion se to-
maron como fiables cuando la intensidad de sefial era
integra. La variabilidad entre los duplicados de suero fue
pequeiia, con un error estandar promedio de +3,89%.

El andlisis de metilacién de ADN libre en suero no re-
veld6 diferencias estadisticamente significativas en relacién
con los diversos alelos de los polimorfismos analizados
(rs851054,1rs851056,rs1234612 y rs10534024) (Figura 2).
Tampoco se encontraron diferencias en la metilacién de
ADN de hueso en asociacion con los citados polimorfismos
(Figura 3).

Ademas, con las biopsias de hueso se obtuvo también
el ARN con el objetivo de estudiar la expresién endégena
de SOST en hueso. Los resultados obtenidos por PCR
cuantitativa a tiempo real no revelaron diferencias esta-
disticamente significativas de la expresion end6gena de
SOST en hueso, en relacién con los polimorfismos anali-
zados (Figura 4).

Figura 1. (A) Esquema de la region promotora del gen SOST y localizacién de los polimorfismos analizados, sefia-
lando la distancia al punto de inicio de la transcripcion (TSS). El dinucleétido estudiado para los niveles de metila-
cion de la region promotora esta expuesto como ‘CpG’, con la distancia al TSS. (B) Vectores reporteros con el gen de
la luciferasa (G-LUC) hacia la regién 5’ del promotor de esclerostina y la actividad fosfatasa alcalina (SEAP) bajo el
promotor constitutivo del citomegalovirus (CMV). Se encuentran dos vectores, cada uno con un haplotipo distinto
con respecto a los polimorfismos frecuentes de la region (rs851054, rs851056 y rs851057)
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Figura 2. Porcentaje de metilacion de ADN libre en suero de la regiéon promotora del gen SOST, en los distintos indi-
viduos (n=33) genotipados para cada uno de los 4 polimorfismos (rs851054, rs851056,rs10534024 yrs1234612).
El valor de p seiiala el analisis de la varianza entre los distintos alelos y el valor de metilacion
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Figura 3. Porcentaje de metilaciéon de ADN de hueso de la region promotora del gen SOST, en los distintos individuos
(n=33) genotipados para cada uno de los 4 polimorfismos (rs851054, rs851056, rs10534024 y rs1234612). El valor
de p seiiala el analisis de la varianza entre los distintos alelos y el valor de metilacion
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Figura 4. Expresion del gen SOST en hueso, de los individuos (n=33) genotipados para cada uno de los 4 polimor-
fismos (rs851054, rs851056, rs10534024 y rs1234612). Los niveles de expresion se calcularon por RT-qPCR, nor-
malizados por los genes de referencia (GAPDH y TBP) y estan expresados como deltaCt. El valor de p seiiala el
analisis de la varianza entre los distintos alelos y los niveles de expresion
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Figura 5. Desequilibrio de ligamiento entre
los polimorfismos analizados. Los nimeros
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Es de sefialar que 3 de los 4 SNPs se encontraban en fuerte desequi-
librio de ligamiento, con D’ de 1y estrecha correlacion entre sus alelos
(r? de 0,83-1), El otro polimorfismo, rs1234612, no formaba sin em-
bargo parte de ese bloque (Figura 5). El analisis por haplotipos o ge-
notipos combinados tampoco revel6 asociaciones estadisticamente
significativas con la metilacién o la expresién génica (datos no mos-
trados).

Las transfecciones con los vectores reporteros, que portan la re-
gion promotora del gen de la SOST, mostraron una elevada actividad
transcripcional, independientemente del vector utilizado. De hecho,
aumento hasta 20 veces a las 24 horas con respecto al vector vacio.
Sin embargo, ambas construcciones, con alelos opuestos, mostraron
una actividad similar (Figura 6).

Discusion

La esclerostina es un potente inhibidor de la via Wnt, a través del
bloqueo de los co-receptores Lrp4, 5y 6, e impidiendo asi la sefia-
lizacion de esta via. Esta molécula tiene un marcado papel en la
biologia 6sea. Los ratones con la deleccion de SOST tienen mayor
formacion de hueso y masa 6sea?’. Por el contrario, la sobreexpre-
sién de SOST en osteoblastos disminuye la masa 6sea?!. Ademas,
ciertas mutaciones del gen SOST que causan una pérdida de la es-
clerostina en humanos, se asocian con una alta actividad de for-
macion ésea y elevada DMO, causando la enfermedad de Van
Buchem o la esclerosteosis?223. A la inversa, un anticuerpo mono-
clonal que bloquea la accidn de la esclerostina (romosozumab) ha
sido recientemente aprobado por la FDA (U.S. Food and Drug Ad-
ministration) para el tratamiento de la osteoporosis, tras observar
que mejoraba la masa 6sea en estudios en animales y en huma-
nOSZ4'25.
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Varios estudios sugieren que algunas variantes aléli-
cas del gen SOST pueden influir en la DMO y el riesgo de
osteoporosis?®?’, Puesto que se trata de variantes no co-
dificantes, presumiblemente su efecto ha de basarse en
influir en la expresion de dicho gen. Por otro lado, pre-
viamente hemos podido demostrar la importancia de la
metilacion de ADN en la regulacion de la expresion de
esclerostina en el linaje osteoblastico!®. Asimismo, en di-
versos estudios se ha comprobado que las variantes ge-
néticas pueden influir sobre la metilacién de ADN y con
esto sobre la expresion del gen afectado®. De ahi que el
objetivo de este estudio fue explorar la repercusion fun-
cional de algunos polimorfismos frecuentes en la region
promotora del gen SOST sobre la metilacién y la expre-
sién génica. Sin embargo, a pesar de su asociaciéon con
la DMO®, no hemos encontrado ninguna asociacién sig-
nificativa entre la frecuencia alélica y los niveles de me-
tilacion de ADN, o entre la frecuencia alélica y los niveles
de expresion génica, ni analizando los polimorfismos
aisladamente, ni al combinarlos segun los genotipos o
los haplotipos. Concordantemente con ello, los experi-
mentos de transfeccion con vectores reporteros no han
revelado diferencias entre las variantes alélicas de la re-
gion promotora y la actividad transcripcional. Por tanto,
nuestro estudio no apoya que exista una influencia de
estos polimorfismos sobre la expresion del gen de la es-
clerostina, ni directa, ni mediada a través de cambios en
la metilacion del promotor.

Hay diversas limitaciones que pueden condicionar estos
resultados negativos. En primer lugar, el estudio de asocia-
cion entre las variables alélicas y la metilacién de ADN esta
acotada a una region concreta del promotor. Para mejorar
esto, habria que hacer un barrido mucho mas amplio de dis-
tintas marcas de metilacién de ADN. En segundo lugar, el
efecto de los polimorfismos estudiados puede depender de
otros polimorfismos frecuentes en desequilibrio de liga-
miento. Ademas, estos posibles polimorfismos pueden estar
en regiones alejadas del promotor, como regiones regula-
doras (enhancer) o, incluso, interacciones con otros cromo-
somas. Este tlltimo hecho condiciona también el andlisis con
vectores reporteros, donde solo se encuentra la region pro-
motora de SOST. Los vectores reporteros se transfectan en
experimentos in vitro, donde la metilacién de ADN se pierde
y, por lo tanto, no se refleja la situacion in vivo apropiada-
mente. Otra limitacién de este estudio es la presencia de
muestras con distintas patologias (osteoporosis y artrosis),
ya que estas patologias pueden estar influyendo distinta-
mente sobre los niveles de metilacion. No obstante, los ana-
lisis por separado no han mostrado diferencias en los
resultados. Finalmente, el tamafio muestral condiciona la
capacidad para demostrar diferencias sutiles entre los po-

Figura 6. Medicion de la actividad del promotor de
SOST con transfecciones de los distintos reporteros
(promotor 1y promotor 2). Cada uno de los reporteros
tiene el haplotipo contrario para los polimorfismos
(rs851054, rs851056 y rs851057). La seiial relativa se
ha calculado normalizando cada valor de absorbancia
de luciferasa por el cociente de la actividad fosfatasa al-
calina (SEAP). Posteriormente se ha comparado con el
cociente de las transfecciones realizadas con un vector
vacio (sin el promotor, pero con actividad SEAP). Las
barras de error muestran el error estandar
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limorfismos, especialmente en los analisis de polimorfismos
combinados. En todo caso, es importante remarcar que
estos resultados no cuestionan la importancia de la escle-
rostina en la regulacion de la actividad de las células dseas,
que ha sido demostrada en numerosos estudios experimen-
tales y clinicos.

Como conclusién, no hemos visto una asociacion clara
entre los distintos alelos y la metilacion de ADN de la re-
gion promotora del gen de SOST. Por tanto, no parece que
la asociacion de estos polimorfismos con la DMO se debe
a influencias directas sobre la actividad del promotor, ni
a cambios en la metilaciéon de este. Cabe presuponer,
pues, que esté mediada por interacciones complejas con
regiones distantes de la cromatina. Por otro lado, este es-
tudio plantea la posibilidad de utilizar el ADN libre en
suero como biomarcador en algunos trastornos esquelé-
ticos.

Financiacion: Este estudio ha sido financiado por el
Instituto de Salud Carlos III (proyectos PI12/615 y
PI16/915).

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

Objetivo: Las propiedades de los materiales que constituyen el tejido 6seo son determinantes en su resistencia mecanica
pero los factores que influyen sobre ella son parcialmente desconocidos en la actualidad.

Material y métodos: En esta investigacion medimos la dureza 6sea mediante ensayos de ultra-microindentacion con
punta tipo Berkovich y una carga de 150 mN en fémures de ratas Sprague-Dawley sometidas a una fractura transversal
0 auna osteotomia de sustraccion, y comparamos los resultados en diferentes localizaciones 6seas y grupos experimen-
tales. El estudio comprende los siguientes cuatro grupos experimentales, cada uno de ellos constituido por cuatro ratas:
a) fractura diafisiana estandar; b) fractura mas osteotomia de 2 mm; c) osteotomia tratada con hormona paratiroidea
humana, PTH (1-84); d) osteotomia tratada con ranelato de estroncio.

Resultados: Encontramos que la dureza del material era consistentemente mayor en el hueso cortical que en el hueso
trabecular. También fue consistentemente mas alto en las epifisis femorales superiores que en las epifisis inferiores (di-
ferencia de 1,2 desviaciones estandar). La cirugia redujo la dureza en el fémur operado (diferencia de 0,3 desviaciones
estandar, p=5,5 x102). El tratamiento con PTH indujo un aumento leve pero consistente de la dureza en todos los sitios
(p=1,8x10") mientras que el efecto del ranelato de estroncio fue inconsistente.

Conclusiones: Estos datos muestran que la microdureza tisular esta influida por una variedad de factores, incluyendo
la anatomia, el tipo de tejido dseo, la lesion esquelética y la terapia farmacoldgica. Por lo tanto, los estudios futuros sobre
la calidad del tejido deberian disefiarse cuidadosamente teniendo en cuenta estos factores.

Palabras clave: calidad 6sea, ultra-microindentacion, dureza 6sea.

INTRODUCCION

Las fracturas por fragilidad son el sello distintivo rele-
vante de la osteoporosis®. El riesgo de fractura esta es-
trechamente relacionado con la resistencia dsea que, a
su vez, depende de la masa 6sea, la geometria y la cali-
dad del material?®. La masa 6sea y la geometria se pue-
den evaluar clinicamente mediante densitometria 6sea
y técnicas de imagen de alta resolucion. Sin embargo, las
propiedades mecanicas del tejido dseo son mas dificiles
de explorar. Estas propiedades determinan la calidad
0sea, concepto que representa la capacidad intrinseca
del tejido para resistir estados tensionales, independien-
temente de la cantidad de material (densidad ésea) o de

»
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su distribucion espacial (arquitectura 6sea). La calidad
6sea depende de la composicién quimica y organizacion
de la matriz ésea’.

En un ensayo de indentacién o dureza, una muestra se
somete a carga cuasi-estatica por medio de un pequefio
indentador, registrando el tamafio de la huella resultante;
en ocasiones se determina también la curva que relaciona
la carga aplicada y el desplazamiento experimentado por
el indentador durante el ensayo. La dureza se define como
la fuerza maxima aplicada dividida por el area de la huella
que permanece en el material tras el ensayo. La dureza es
la propiedad del material que caracteriza su resistencia
frente a la deformacioén plastica/permanente®.
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La ultra-microindentacién (UMI) permite realizar en-
sayos de dureza a la escala trabecular, sobre trabéculas
individuales y osteonas de hueso. Varios modelos pre-
clinicos sugieren que los resultados pueden ser un mar-
cador de la resistencia esquelética. Las principales
ventajas de los ensayos con UMI son la simplicidad de la
técnica y la capacidad de mapear la microdureza en di-
ferentes zonas de una muestra®. Sin embargo, los facto-
res que influyen en los resultados de dureza en el tejido
0seo son solamente parcialmente conocidos, lo que li-
mita la posibilidad de llevar a cabo comparaciones entre
estudios. Este es un aspecto relevante, particularmente
en vista de la reciente introduccién de la técnica de
ultra-microindentacién en humanos®. En este sentido, el
objetivo de este estudio fue el de explorar la variabilidad
de la dureza en diferentes localizaciones esqueléticas,
asi como los cambios inducidos por diversas interven-
ciones en un modelo experimental.

MATERIAL Y METODOS

Grupos de estudio. Ratas Sprague-Dawley (13 semanas
de edad) habian sido empleadas como parte de un estu-
dio de retraso en la consolidacién de fractura femoral,
utilizando un tornillo intramedular retrégrado insertado
a través de la regién intercondilea de la rodilla para la
fijacion. Los detalles se han publicado previamente?'®.
Los grupos de estudio (4 ratas cada uno) incluyeron: a)
fractura diafisaria trasversa; b) fractura mas osteotomia de
sustraccion diafisaria de 2 mm (SO); ¢) SO tratada con hor-
mona paratiroidea humana, PTH (1-84) (30 mcg/kg/dia
via subcutdnea); d) SO tratado con ranelato de estroncio
(SR) (900 mg/kg/dia via oral). Doce semanas después de
la cirugfa, los animales fueron sacrificados, se extrajeron
ambos fémures y se conservaron a -182C hasta que se ana-
lizaron.

Ensayos de dureza. La epifisis superior e inferior de los
fémures no operados, asi como la epifisis superior de los
fémures operados, fueron cuidadosamente seccionadas
y embutidas en resina acrilica. Las epifisis inferiores de
los fémures operados no pudieron ser analizadas debido
a las alteraciones inducidas por la insercion del tornillo.
Las secciones transversales fueron pulidas con papel de
carburo de silicio y posteriormente con 6xido de alumi-
nio con un tamafio de particula decreciente hasta 0,05
mm. Antes del ensayo, las muestras se sumergieron en
una solucion buffer de fosfato calcico a 372C, para imitar
las condiciones fisioldgicas. La dureza se analizé en 12-15
puntos seleccionados al azar de las regiones corticales y
trabeculares, mediante el uso de un ultra-microindentador
Shimadzu DUH 211 con una punta Berkovich fabricada en
diamante. Los parametros del ensayo fueron los siguien-
tes: velocidad de carga, 2.665 mN/s; carga maxima (P ,,,,),
150 mN; tiempo de mantenimiento de la carga, 10 s; velo-
cidad de descarga, 2.665 mN/s. Después de la descarga, el
area de la huella residual (Ar) se midi6 con un microscopio
optico y la dureza del material se estim6 como P, /Ar.

Analisis de datos. Los datos del estudio se distribuye-
ron en grupos de acuerdo con las variables independien-
tes (tejido trabecular o cortical, epifisis superior o
inferior, fémur operado o no operado, tipo de cirugia y
terapia farmacolégica). Los datos de UMI de cada grupo
fueron sometidos a una prueba de bondad de ajuste X?
para confirmar que eran homogéneos y que seguian una
distribucién normal. Sélo los grupos con p>0,95 se con-
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sideraron utilizables a los efectos del presente analisis.
Se utilizé una prueba t sin emparejar de dos colas para
las comparaciones por pares y se calculd un valor p con
correccidon de Bonferroni. A continuacidn, se estimé la
diferencia global entre conjuntos de muestras que eran
similares salvo por una Unica variable predictora distin-
tiva para evaluar su influencia. Para ello se calcul6 la g
de Hedge, que es equivalente a la diferencia entre grupos
expresada en Z-score. Se utilizaron modelos de efectos
aleatorios para estos calculos, implementados en el pro-
grama Meta-Essentials (www.erim.eur. nl/research-fa-
cilities/meta-essentials).

RESULTADOS

En la tabla 1 se resumen las condiciones y los resultados
obtenidos (la media y la desviacion estandar de dureza)
para cada uno de los 32 grupos experimentales. La ul-
tima columna (‘Analizable’) indica el resultado de la
prueba de bondad del ajuste X?; debe tenerse en cuenta
que sdlo cuatro grupos resultaron no analizables. Los
valores g de las comparaciones entre grupos se repre-
sentan en la figura 1.

En cuanto a la variabilidad regional, la dureza del ma-
terial fue consistentemente mayor en el hueso cortical que
en el hueso trabecular, con una diferencia promedio de
aproximadamente 0,6 desviaciones estandar (p=8,0x10,
figura 1A). Del mismo modo, la dureza fue consistente-
mente mayor en las epifisis femorales superiores que en
las epffisis inferiores (diferencia estdndar 1,2 unidades,
p=5x10, figura 1C).

El posible impacto de la intervenciéon quirargica a
nivel regional se exploré comparando la dureza en los
fémures operados y no operados. Como se muestra en
la figura 1B, hubo una tendencia no significativa para la
disminucidn de la dureza en el fémur operado (diferen-
cia de 0,3 desviaciones estandar, p=5,5x102). La fractura
estandar sélo pudo ser comparada con la SO en tres gru-
pos. Este tltimo procedimiento tendia a asociarse con
una dureza mas baja (p=3,7x107?, figura 1D).

El efecto de la PTH se explor6 en cinco parejas de gru-
pos. El firmaco indujo un aumento leve pero consistente
en la dureza en todos los sitios (p=1,8x10-, figura 1E). Sin
embargo, el efecto del SR fue inconsistente (p=3,0x-107,
figura 1F).

Discusion

Desde la perspectiva clinica, la masa 6sea evaluada por
DXA es el predictor mas utilizado de la capacidad del
hueso para resistir las cargas repetitivas de la vida diaria
y otros impactos ocasionales. Sin embargo, desde un punto
de vista mecanico, la arquitectura ésea (la distribucion de
la masa 6sea) y la calidad (es decir, las propiedades mate-
riales intrinsecas del tejido), son los determinantes rele-
vantes de la resistencia dsea global.

Las técnicas avanzadas de diagnostico por imagenes,
como la tomografia computarizada (TC) de alta resolu-
cién y la resonancia magnética nuclear (RMN), pueden
proporcionar informacidn ttil sobre la geometria 6sea,
la porosidad cortical y la microarquitectura trabecular.
Sin embargo, la calidad dsea sigue siendo un concepto un
tanto esquivo, porque los determinantes bioquimicos y
celulares se conocen incompletamente y no son faciles
de medir. No obstante, la dureza dsea (que expresa la re-
sistencia a la deformacion plastica) se utiliza con frecuen-
cia como un marcador de la calidad del tejido. En este
sentido, la determinacion de la dureza esta emergiendo
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Tablal. Grupos experimentales y valores de dureza

Grupo Tejido Epifisis Intervencion  Operado
1 Cortical Sup. Fractura St
2 Cortical Sup. SO St
3 Cortical Sup. SO Si
4 Cortical Sup. SO Si
5 Cortical Sup. Fractura No
6 Cortical Sup. SO No
7 Cortical Sup. SO No
8 Cortical Sup. SO No
13 Cortical Inf. Fractura No
14 Cortical Inf. SO No
15 Cortical Inf. SO No
16 Cortical Inf. SO No
17 Trabecular Sup. Fractura Si
18 Trabecular Sup. SO St
19 Trabecular Sup. SO St
20 Trabecular Sup. SO Si
21 Trabecular Sup. Fractura No
22 Trabecular Sup. SO No
23 Trabecular Sup. SO No
24 Trabecular Inf. SO No
29 Trabecular Inf. Fractura No
30 Trabecular Inf. SO No
31 Trabecular Inf. SO No
32 Trabecular Inf. SO No

DE

Farmaco Niests (]:) ‘7{‘:::1‘2) (kp/m) Analizable
No 52 64,0 12,7 No
No 48 58,2 6,4 Si

PTH 50 62,0 8,1 Si
SR 57 67,9 8,9 No
No 54 60,9 10,0 No
No 48 63,1 11,7 Si

PTH 54 65,3 7,2 Si
SR 56 58,5 9,1 Si
No 53 52,0 6,9 Si
No 50 49,1 6,2 Si

PTH 49 50,4 54 Si
SR 58 53,3 5,6 Si
No 53 57,5 7,7 Si
No 53 52,5 6,4 Si

PTH 53 53,3 54 Si
SR 57 57,3 59 Si
No 51 56,3 5,0 Si
No 54 56,0 6,6 Si

PTH 57 57,7 6,0 Si
SR 57 56,3 5,6 Si
No 51 50,3 7,4 Si
No 53 52,1 6,4 No

PTH 50 48,7 5,6 Si
SR 55 54,3 7,1 Si

Hean: media; DE: desviacion estandar; Sup.: superior; Inf.: inferior; SR: ranelato de estroncio.

como una técnica que proporciona informacién util en
estudios clinicos!!. Los ensayos de ultra-microindenta-
cién permiten obtener otros parametros de interés, ade-
mas de la dureza, para caracterizar el comportamiento
mecanico del tejido 6seo, en particular el médulo elastico
de Young del material. Sin embargo, la evidencia dispo-
nible demuestra que la definicién de los parametros de
ensayo puede jugar un papel relevante en los resultados
obtenidos. En el trabajo de Zhang et al.? se comparan los
valores obtenidos para la dureza y para el médulo de
Young en huesos a partir de ensayos de nanoindentacién
y microindentacion. De acuerdo con estos autores, mien-
tras que la dureza es un parametro estable frente a los
valores de carga, el mddulo de Young se reduce notable-
mente al incrementar el valor de carga. Por este motivo,
la dureza resulta preferible a la hora de llevar a cabo
comparaciones con otros estudios.

Debido a cuestiones practicas y éticas, la dureza ge-
neralmente se determina en un solo punto 6seo. Sin em-
bargo, existe poca informacién sobre las diferencias en
la dureza evaluada en diferentes regiones esqueléticas
y sobre la influencia de enfermedades y terapias farma-
colégicas. Por lo tanto, aprovechamos un estudio de frac-
tura en ratas para tratar de proporcionar informacion
adicional en este importante campo de investigacion.
Nuestros datos muestran claramente que la dureza es
consistentemente mayor en el hueso cortical que en el
hueso trabecular. Del mismo modo, es diferente a través
de huesos individuales, y especificamente, es mayor en

las epifisis femorales superiores que en las inferiores.
Por otro lado, la fractura inducida tiende a disminuir la
dureza en el hueso fracturado, mientras que la PTH au-
menta la dureza en todas las regiones analizadas.

Dado que los determinantes de la dureza 6sea no se han
aclarado completamente, los mecanismos subyacentes a
esas diferencias siguen siendo desconocidos. Sin embargo,
no resulta aventurado especular que deben estar relacio-
nados con la composicién de la matriz y, especificamente,
con sus principales componentes organicos e inorganicos,
a saber, colageno e hidroxiapatita. De hecho, los determi-
nantes sugeridos del comportamiento mecénico del tejido
6seo incluyen: orientacion del colageno, perfil de reticula-
cion de colageno, grado de mineralizacion o relaciéon mine-
ral-matriz, agua enlazada y estructura mineral (incluyendo
el tamafio de los cristales de hidroxiapatita)!3. La orienta-
cién de la fibra de colageno puede ser uno de los factores
responsables de las diferencias observadas entre la dureza
del hueso trabecular y del cortical. Asimismo, las diferentes
tasas de remodelado pueden desempefiar un papel; asi, el
aumento de la edad del tejido se asocia con una mayor mi-
crodureza, tal vez debido a una mayor mineralizacién*. Del
mismo modo, los cambios en la remodelacién ésea induci-
dos por una lesién pueden ayudar a explicar las diferencias
que encontramos entre el fémur operado y el no operado.
La carga mecanica tiene un conocido efecto anabdlico
sobre el hueso. Por lo tanto, el aumento de la carga se asocia
generalmente con el aumento de la masa ésea, mientras
que la descarga causa una pérdida rapida de densidad 6sea.
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Figura 1. Resumen de los resultados obtenidos en las pruebas de UMI. Valores g de Hedge de las diferentes compa-
raciones entre grupos. Se muestran el valor medio (similar a la diferencia media estandarizada) y el intervalo de
confianza del 95% de cada comparacion (circulos). También se incluyen el valor global y su intervalo de confianza
(triangulos). Los nimeros en el eje izquierdo identifican los grupos comparados, como se designan en la tabla 1
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Es menos conocido que la estimulacién mecanica puede
causar cambios en la calidad en el hueso’. Aunque la rele-
vancia real de tal efecto todavia no esta clara, también
puede ayudar a explicar las diferencias que hemos obser-
vado entre las regiones esqueléticas y entre los grupos so-
metidos a diversas intervenciones. En particular, el menor
apoyo de la extremidad intervenida, y consecuentemente
el sometimiento a una menor carga mecanica, puede con-
tribuir a explicar la menor dureza observada en los fému-
res fracturados.

La administracién intermitente de PTH o moléculas re-
lacionadas que activan el receptor PTH, como teriparatida
o abaloparatida, disminuye el riesgo de fractura. El efecto
de la PTH en la dureza del tejido es controvertido. Bren-
nan et al.'> y Amugongo et al.'® reportaron ausencia de
cambios en la microdureza en ratas ovariectomizadas tra-
tadas con teriparatida. Por otro lado, Mellibovsky et al. se-
fialaron que la teriparatida mejord las propiedades del
material en pacientes con osteoporosis inducida por glu-
cocorticoides™. En este estudio encontramos un pequefio
pero significativo efecto de la PTH en la dureza del tejido,
probablemente relacionado con los cambios inducidos
por la PTH en la remodelacion 6sea'”8,

Es interesante sefialar que, aunque las proteinas diferen-
tes del colageno representan s6lo una pequeia fraccién de
la matriz 6sea, en torno al 10%, parecen importantes para
determinar la dureza y resistencia del hueso. Por un lado,

contribuyen a regular la mineralizacion; por otro, crean en-
laces con las fibras coldgenas que ayudan a absorber y disi-
par energia a nivel nano-estructural®. Ciertamente, algunos
tratamientos pueden inducir cambios en la expresion de los
genes que codifican estas proteinas, asi como en la cuantia
y distribucion espacial de los cristales de hidroxiapatita,
constituyendo asi otro mecanismo por el que influir en las
propiedades mecanicas de la matriz 6sea.

En resumen, aunque la composicion tisular y la micro-
estructura son probablemente factores importantes de la
resistencia del tejido, las propiedades materiales también
contribuyen a la resistencia 6sea. Nuestro estudio muestra
que la microdureza tisular esta influida por una variedad
de factores, incluyendo la anatomia, el tipo de tejido 6seo,
lalesion esquelética y la terapia farmacolégica. Por lo tanto,
los estudios futuros sobre la calidad del tejido deberian di-
seflarse cuidadosamente teniendo en cuenta esos factores.
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La evidencia cientifica actual y las guias de practica cli-
nica recomiendan la prevencion primaria y secundaria de
las fracturas por fragilidad en el paciente geriatrico®2. El
antecedente personal de fractura por fragilidad incre-
menta significativamente el riesgo de nuevas fracturas.
Hasta un 33% de los pacientes con fractura de fémur ya
habian tenido una fractura previa. De entre las diversas
fracturas por fragilidad, hay que destacar la de fémur, la
mas prevalente y la que mas repercusiones tiene (clinica,
funcional y social) en pacientes mayores de 65 afios, con
el consecuente consumo de recursos sanitarios?. Se es-
tima que en el mundo se pasara de 1,7 millones de frac-
turas de fémur en 1990 a 6 millones en el afio 2050*.

En 2011 el Grupo de Trabajo de Fracturas del Comité de
Asesores Cientificos de la Fundacién Internacional de Os-
teoporosis remarcé la importancia de la coordinacion entre
ortopedia, servicios de osteoporosis, unidades de caidas,
paciente, familia, geriatra y médico de Atencién Primaria.
Esta actuacién multidisciplinar se consolid6 en los deno-
minados “servicios coordinados para el tratamiento de las
fracturas” o Fracture Liaison Services (FLS) que se imple-
mentaron inicialmente en el Reino Unido, Europa, Austra-
lia, Canada y EE. UU.5, con muy buenos resultados.

Durante el afio 2017 disefiamos nuestra propia unidad
FLS que, por el momento, esta centrada en los pacientes
procedentes de ortogeriatria (mayores de 65 afios con
fractura de fémur y/o ramas pélvicas). La FLS esta consti-
tuida por todos los profesionales que intervendran a lo
largo del proceso de hospitalizaciéon aguda, proceso de re-
cuperacién y posterior seguimiento. (médico rehabilita-
dor, geriatra, reumatdlogo, traumato6logo, maxilofacial,
enfermera, fisioterapeuta y terapeuta ocupacional).

Todos los pacientes mayores de 65 afios que han su-
frido una fractura de fémur o de ramas pélvicas son valo-
rados por la Unidad de Ortogeriatria (excluidas las
periprotésicas o metastasicas). Al quinto dia de ingreso
en el Servicio de Traumatologia se trasladan al Hospital

»

Sociosanitario, donde completaran el proceso de rehabi-
litaciéon y convalecencia. El reumatdlogo indica el trata-
miento farmacolégico para la prevencion secundaria de
la osteoporosis, tras una valoracién maxilo-facial. A todos
los pacientes de la FLS se les inicia tratamiento con suple-
mentos de calcio y vitamina D, en funcién de los valores
analiticos determinados al ingreso (urea, creatinina, cal-
cio, fosfato, 25-OH colecalciferol, PTH y proteinas totales)
y de las comorbilidades, como, por ejemplo, la insuficien-
cia renal. Si el Barthel previo a la fractura era superior o
igual a 60 y no habia deterioro cognitivo severo (escala
GDS igual o inferior a 3) se amplia el estudio con una ra-
diografia de columna y una interconsulta a Reumatologia.

Durante el afio 2018 se valoraron un total de 200 pa-
cientes; 161 tenian una fractura de fémur y 39 de ramas
pélvicas. El 77% fueron mujeres; edad media 85 afios en
ambos sexos con rango en mujeres de 65 a 103 y en va-
rones de 69 a 96. Es destacable que las mujeres fueron
mayoria (74%) en el subgrupo de pacientes mayores de
90 afios (que representaba el 24% del total). E1 28% de
los pacientes tenian un Barthel previo a la fractura <60
y no presentaban deterioro cognitivo, o si lo presenta-
ban era con un GDS<3. A todos ellos se les inicié un tra-
tamiento farmacolégico especifico de osteoporosis. Los
principales motivos de la exclusion al tratamiento far-
macoldgico fueron la demencia (41%) y la limitacion
funcional (34%) previas. Del total de los 200 pacientes
que fueron valorados por la Unidad, inicamente 15 te-
nian un diagnéstico previo de osteoporosis y realizaban
o habian realizado un tratamiento especifico.

Como conclusiones, queremos resaltar que es impres-
cindible conseguir que las distintas asistencias, primaria,
hospitalaria y sociosanitaria, se coordinen para abordar el
paciente con fractura por fragilidad, aunque es muy com-
plejo realizar un ensamblaje correcto entre los diferentes
niveles asistenciales. Existen distintas modalidades de FLS
y cada regidn sanitaria puede disefarla seguin las necesi-
dades y las peculiaridades de cada territorio.

Correspondencia: Eugenia Sopena Bert (essopena.gipss@gencat.cat)
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