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1. INTRODUCCION

1.1 FIBROSIS QUISTICA

1.1.1  DEFINICION

La fibrosis quistica (FQ) continta siendo la enfermedad genética mas frecuente y
letal de la raza blanca. Tiene una incidencia de 1 por cada 2.500-6.000 recién
nacidos, dependiendo de la region y de la etnia de origen, y un porcentaje de

portadores sanos también variable entre 1:20-37 (1).

La enfermedad se produce por mutaciones en el gen que codifica la denominada
proteina reguladora de la conductibilidad transmembrana de la FQ (CFTR, por sus
siglas en inglés: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) que actia
como canal de cloro y participa en la liberacion de adenosina trifosfato (ATP) y en
la regulacién de otros canales de transporte de iones. Esta proteina se encuentra

en todos los tejidos exocrinos, en el borde apical de las células epiteliales (2—4).

El transporte alterado de este canal de cloruro y/u otros iones afectadas, como el
sodio y bicarbonato, conduce a secreciones espesas, viscosas en los pulmones, el
pancreas, el higado, el intestino y el tracto reproductivo, y al aumento del contenido
de sal en las secreciones de las glandulas sudoriparas (3,5,6). Es una enfermedad

multisistémica que condicionan la variedad de sus manifestaciones clinicas.

1.1.2 ANTECEDENTES HISTORICOS

Los primeros informes de nifios con cuadro clinico sugestivo de FQ datan de
mediados del siglo XVII, muchos de ellos son, inclusive, anteriores a la cancion
infantil alemana fechada en el siglo XV que dice: “El nifio a quien al besarle la frente

sabe salado, pronto morird”.

Evidencias de un sudor salado en estos individuos, se encuentran en los textos

folkléricos que fechan del medievo. No obstante han tenido que pasar muchos afios
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(hasta principios de los 80) para entender la relacion existente entre la anormalidad
en la sudoracion y las graves alteraciones descritas por Fanconi por primera vez en
1936 (7). En la Tabla 1 se muestra un breve resumen de la historia de la enfermedad

(8-14).

Tabla 1. Perspectiva histérica de la base fisioldgica de la fibrosis quistica.

Antigiiledad-Edad media: Textos folkléricos describiendo costumbres supersticiosas,
encantamientos, males de o0jos, etc, sobre aquellos nifios que tenian sudor salado al besarlos.

1595: Peter Pauw, profesor de anatomia, realiza la primera biopsia documentada a una nifia
de 11 afos, describiendo alteraciones pancreaticas y huyendo de las creencias exotéricas.

1936: Guido Fanconi, hace la primera descripcion sintomatica detallada de la enfermedad
relacionando anomalias digestivas y respiratorias.

1938: Dorothy Andersen, asocio el ileo meconial con la FQ. Usa por primera vez el término
de FQ del pancreas.

1943: Farber reconoce a la FQ como una enfermedad sistémica, y acufia el término
“mucoviscidosis”.

1945: Andersen & Hodges concluyen que la FQ se hereda en forma autosémica recesiva.

1953: Paul Di Sant'Agnese redescubre casuisticamente y asocia el concepto de sudor salado
a la mucovicidosis, describiendo el primer test diagndstico para la enfermedad usado hasta
nuestros dias.

1959: Gibson & Cooke describieron el método de iontoforesis con pilocarpina para
estimulacion y recoleccién del sudor, que sigue siendo el estandar hasta la fecha.

1950s y 1960s: Aunque la causa fundamental de lesién se desconocia, se fueron perfilando
las diferentes formas clinicas.

1979: Se pudo disponer de un método de Screening Neonatal mediante la utilizacién de
tripsina immunorreactiva (TIR).

1983: Paul Quinton, Micchael Knowles y Richard Boucher describen un transporte de sal
alterado en los epitelios de los 6rganos afectados como causante de las alteraciones
fisiolégicas.

1989: El grupo Lap-Chee Tsui, identifica y clona el gen de la FQ, ubicado en el brazo largo
del cromosoma 7, que codifica para la proteina CFTR.

1991: Descubrimiento de que la proteina CFTR es un canal de cloro.

1991 — Actualidad: a) Se identifican mas de 1900 mutaciones agrupadas en 7 clases, siendo
la Phe508del, la primera descrita y mas frecuente a nivel mundial. b) Importantes avances en
el conocimiento de las bases genéticas y fisiopatoldgicas de la FQ. c) Diagnostico cada vez
mas precoz debido a la expansién de los programas de cribado neonatal. d) Puesta en
funcionamiento de Unidades monogréficas de referencia de FQ, donde los pacientes se tratan
de forma multidisciplinaria.

1.1.3  FISIOPATOLOGIA

La FQ es causada por la mutacion de un gen de 230 Kb constituido por 180.000

pares de bases distribuidos en 27 exones, localizado en el brazo largo del
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cromosoma siete (7g31.2) (Figura 1), que codifica para una proteina de 1480

aminodcidos llamada Regulador de la Conductancia Transmembrana de la FQ (2).
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Figura 1. Localizacion del gen CFTR.
Reproducido con permiso desde NIH U.S. National Library of Medicine.

La proteina CFTR es sintetizada en la membrana del reticulo endoplasmico (RE),
luego pasa al aparato de Golgi donde es glicosilada y sufre un plegamiento sobre si
misma para posteriormente pasar a través del citoplasma, acompafiada por
proteinas chaperonas, y finalmente localizarse en la membrana apical de los
epitelios secretores de las glandulas exocrinas (15). Aqui funcionaran como canales
gue intervienen directamente en el intercambio hidroelectrolitico intra-extracelular,
jugando un papel fundamental en la excrecién adecuada de fluidos en las glandulas
exocrinas de nuestro cuerpo: pancreas, glandulas sudoriparas, higado, del aparato

respiratorio, del intestino y del aparato reproductor (Figura 2) (16).
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Figura 2. Transito de la proteina CFTR desde el reticulo endoplasmaético
hasta la membrana celular.

Reproducido con permiso desde Fielbaum O. Avances en Fibrosis Quistica. Rev Med Clin
Condes-2011;22(2)150-159.

1.1.3.2 Mutaciones de la proteina CFTR

Hasta el momento se han identificado mas de 1900 mutaciones del gen CFTR
asociadas a la enfermedad. Las mutaciones del gen CFTR se encuentran
disponibles para consulta en la Cystic Fibrosis Mutation Database (17). La primera
mutacién descrita, y la mas frecuente a nivel mundial, es la Phe508del, pero existen
otras mutaciones especificas cuya frecuencia varia entre los distintos grupos
étnicos. En Espafia se ha descrito una frecuencia media de la Phe508del de entre
50-60% del total de cromosomas estudiados, siendo la segunda en frecuencia la
Gly542X con un 4-8%, seguida por la Asnl1303Lys con un 2-4% (18). Las
mutaciones descritas en la actualidad se clasifican en 7 tipos o clases en funcién

del mecanismo por el que causan la enfermedad (19) (Figura 3).




Introduccioén

Clase I: Defecto en la sintesis de la proteina CFTR

Las mutaciones de esta clase dan lugar a una ausencia de sintesis de proteina
CFTR, debido a que afectan a zonas de empalme alterando el procesamiento del
ARN, a causa de mutaciones de parada que resultan en proteinas CFTR truncadas
gue son en su mayoria inestables, y por mutaciones que cambian la pauta de lectura
(delecciones e inserciones). Cerca del 5 al 10% de las mutaciones del gen CFTR
son debidas a este defecto de trascripcién y se denominan con una X como la

G542X (20,21).

Clase II: Defecto en el procesamiento

Después de ser traducido en un péptido en los ribosomas, la proteina CFTR
experimenta una serie de procesos de glicosilacion y plegamiento, en el RE y el
aparato de Golgi. Las mutaciones de la clase Il causan la debilitacion de este
proceso debido a que se produce la sintesis de una proteina CFTR que no puede
plegarse correctamente en el RE, con lo que se pierde resistencia a la accion de las
proteasas, y es destruida rapidamente por accion de las proteasas 26S presentes
en el citoplasma antes de su glicosilacién hasta una forma madura en el aparato de

Golyi (22). A este grupo pertenece la mutaciéon mas comun en la FQ, la Phe508del.

Clase llI: Defecto en el procesamiento

Estas mutaciones afectan el proceso de regulacién al impedir la unién del ATP y la
hidrélisis de los dominios de unién a nucleétidos (NBD1 y NBD2, nucleotide binding
domain, por sus siglas en inglés), requeridos para la activacion del canal. Las
alteraciones en el dominio NBD1 pueden afectar también la regulacion de otros
canales como el ORCC (Outwardly Rectifiying Chloride Cannel) o el canal de
potasio ROMK2+. El efecto neto de la CFTR es una cantidad normal no funcional
en la membrana apical de las células (23). La mutacion sin sentido G551D es un

ejemplo de mutaciones de la clase lll.
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Clase IV: Defecto en la conductancia

La mayoria de las mutaciones diagnosticadas hasta la fecha se localizan en la
region del dominio trasmembrana MSD1 (por sus siglas en inglés: membrane
spanning domain), el cual esta implicado en la formacion del poro del canal. En esta
clase de mutacion la proteina CFTR también puede ser producida, procesada, e
insertada en la membrana apical, sin embargo, la conductancia a través del canal

esta alterada, pero la proteina mantiene cierta funcién residual (23).

Entre las mutaciones mas frecuentes de la clase IV se encuentran la R117H, R347P
y la R334W. El efecto neto es la presencia de una cantidad normal del CFTR en la
membrana apical pero presentan una reduccion en el transporte de cloro en este

canal (24).

Clase V: Defecto parcial en la produccion o en el procesamiento

En esta clase de mutacion se presenta una reducida sintesis de CFTR. Por ello se
origina una disminucién de la cantidad de proteina CFTR activa presente en la
membrana apical; y pueden asociarse a mutaciones del promotor o a un trafico
ineficaz (23). Por esta razén, solamente se afectan los érganos altamente sensibles
a la disfuncion del CFTR. Algunas mutaciones encontradas con una frecuencia
relativa alta como la 2789+5G—A o la 3849+10kbC—T, pertenecen a esta clase. El
efecto neto es una cantidad funcional reducida de la CFTR en la membrana apical

(24).

Clase VI: Defecto en laregulacion de otros canales.
En esta clase se agrupan mutaciones que afectan las propiedades reguladoras del
CFTR sobre otros canales de iones como el ORCC o el ENAC (Amiloride Sensitive

Sodium Channel) (24).
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Clase VII: Defecto en la sintesis de ARNm.

Las mutaciones de la clase VIl son también llamadas mutaciones no rescatables ya
gue no tienen rescate farmacoldgico per sé. Se trata de grandes delecciones como
la mutacion dele,2,3 (21 Kb), 1717-1G—A. El defecto a nivel del CFTR implica la no

formacion del ARNm. (25,26).

[ Wild-type CFTR | [ Class1 | [ classti | [ Classtii | [Classtv| [ ClassV | [ Classvi| [ Class v |

Figura 3. Categorias de las mutaciones en el gen CFTR.

Adaptado de De Boeck, Amaral MD. Progress in therapies for cystic fibrosis. Lancet Respir
Med 2016 Aug;4(8):662-674.

114 MANIFESTACIONES CLINICAS
Las manifestaciones clinicas de la FQ pueden ser muy variadas, en funcion del

6rgano implicado. Se muestra un resumen en la tabla 2 (27).

Alteraciones de las glandulas sudoriparas

Debido a la afectacién de las glandulas sudoriparas, los pacientes con FQ se
caracterizan por un sudor salado con una concentracién de sales de 3 a 5 veces
superior a un individuo normal, que aunque irrelevante patoldégicamente, sigue
utilizandose como principal herramienta diagnéstica con el Test Gibson y Cooke (7).
La funcién de CFTR es la reabsorcion de idn cloruro secretado por las glandulas
sudoriparas. Cuando el CFTR esta ausente o funciona de manera inadecuada, el

proceso de reabsorcion de cloro y sodio desde el lumen del conducto hacia el interior
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de las células es ineficiente dando como resultado un nivel de ién cloruro en sudor

anormalmente elevado.

Tabla 2. Manifestaciones clinicas concordantes con el diagnéstico de
fibrosis quistica.

1. ENFERMEDAD SINO-PULMONAR CRONICA que se caracteriza por:

- Colonizacién/infeccion persistente con bacterias tipicas en la FQ como
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae no capsulado, Pseudomonas
aeruginosa mucoide o no mucoide y Burholderia cepacea.

- Tos y expectoracién crénica.

- Anomalias persistentes en la radiografia de térax, por ejemplo: bronquiectasias,
atelectasias, infiltrados, hiperinsuflacién.

- Obstruccién de las vias respiratorias con sibilancias y atrapamiento aéreo.

- Pdlipos nasales; anomalias de los senos paranasales en la radiografia simple o en el
TAC

- Acropaquias.

2. ANOMALIAS GASTROINTESTINALES Y NUTRICIONALES:

- Intestinales: fleo meconial; sindrome de obstruccion intestinal distal (SOID); prolapso
rectal.

- Pancreaticas: Insuficiencia pancreatica (IP) exocrina; pancreatitis recurrente.

- Hepaticas: Enfermedad hepética crénica con manifestaciones clinico-analiticas o
evidencia histolégica de cirrosis biliar focal o cirrosis multilobular.

- Nutricionales:  Retraso  estaturo-ponderal  (malnutricion  calérico-proteica);
hipoproteinemia y edema; complicaciones secundarias al déficit de vitaminas
liposolubles.

SINDROMES PIERDE-SAL: Deplecion aguda de sal; alcalosis metabdlica cronica.
ANOMALIAS UROGENITALES MASCULINAS que resultan en una azoospermia

obstructiva

Adaptado de Dapaena F.J. et al. Actualizacion terapéutica en la fibrosis quistica. Vol. 27.
Informacién Terapéutica del Sistema Nacional de Salud; 2003. 129-144 p.

Las glandulas sudoriparas de sujetos normales producen de manera inicial una
secrecién hipertonica, la cual es modificada en sus concentraciones de cloro y sodio
a su paso a través del conducto de la glandula antes de emerger a la superficie de
la piel. Los iones de sodio son avidamente absorbidos a través de los canales
apicales de sodio seguido de una absorcion de i6n cloruro a través del CFTR y de

la absorcion de cloruro de sodio y agua de manera pasiva. En pacientes con FQ, la
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ausencia de funcion del CFTR limita la reabsorcién de i6n cloruro. Esto ocasiona
una diferencia de potencial eléctrico el cual limita la reabsorcién de sodio dando

como resultado una secrecion con contenido de sal elevado (2) (Figura 4) .

Sweat Gland Normal'Sweat Duct Cystic Fibrosis Sweat Duct

Ductal lumen Interstitium | Ductal lumen Interstitium

Skin surface
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Figura 4. Mecanismo subyacente a los niveles elevados de cloruro de sodio
en el sudor de pacientes con Fibrosis Quistica.

Los conductos de sudor (Panel A) en pacientes con fibrosis quistica difieren de aquellos en
personas sin la enfermedad en la capacidad de reabsorber cloruro antes de la aparicion de
sudor en la superficie de la piel. Una via principal para la absorcién de Cl es a través de
CFTR, situada dentro de las membranas plasméticas luminales de las células que recubren el
conducto (es decir, en la superficie apical o mucosal de la célula) (Panel B). La disminucion de
la reabsorcion de cloruro en el marco de la continua absorcion de sodio conduce a una
elevada diferencia de potencial transepitelial a través de la pared del conducto de sudor, y el
lumen se vuelve méas cargado negativamente debido a la falta de reabsorcion de cloruro
(Panel C). El resultado es que el flujo total de cloruro sddico disminuye notablemente, dando
lugar a un aumento del contenido de sal. El espesor de las flechas corresponde al grado de
movimiento de los iones.

Reproducido con permiso desde Rowe S.M. et al. Mechanisms of Disease Cystic fibrosis. N
Engl J Med 2005;352:1992-2001. Copyright Massachusetts Medical Society.

Alteraciones del Tracto Digestivo

Pancreas

CFTR se expresa en células epiteliales ductales. La falta de funcién de CFTR resulta
en la reduccion del contenido de agua de las secreciones pancreaticas y
disminucién del pH (bajo contenido de HCO3). Esto provoca que los proenzimas

pancreaticos queden retenidos en los conductos pancreaticos a concentraciones
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anormalmente elevadas y se activen prematuramente llevando a la destruccion de
tejido y fibrosis (7). La importancia de la funcién secretora de HCOs de la CFTR en
la fisiologia pancreatica queda demostrada con la identificacion de mutantes de la
proteina CFTR que, presentando alterado el transporte de CI- pero no el de HCOg',

no desarrollan IP (28,29).

Las secuelas de la IP exocrina incluyen absorcion insuficiente cronica, retraso del
crecimiento, hipovitaminosis liposoluble, altos niveles de tripsinégeno
inmunorreactivo en suero (una prueba diagnéstica utilizada en la deteccion
sistematica neonatal) y la pérdida de masa celular de los islotes de Langerhans. La
diabetes mellitus relacionada con la FQ se manifiesta en mas de 30% de los adultos
con la enfermedad y es probablemente multifactorial en su naturaleza (atribuible a
la destruccion progresiva del pancreas endocrino, resistencia a la insulina por

cortisol y otros factores).

La IP exocrina esta presente en 80-85% de los pacientes con FQ. Mas del 50% de
los pacientes presentan signos clinicos de IP durante los primeros afios de vida y

hasta el 90% lo manifiestan durante el primer afio.

La medida de las enzimas pancreaticas fecales se utiliza para diagnosticar la
insuficiencia pancreética exocrina, usualmente midiendo elastasa-1 fecal (30). La
derivacién ductal en pacientes con funcién pancreatica parcialmente conservada
puede causar episodios recurrentes de pancreatitis y, a largo plazo, la pérdida total

de secrecién enzimatica.

Alteracion 0sea

La enfermedad 6sea relacionada con la FQ ha estado emergiendo en paralelo con
el aumento progresivo de la supervivencia. Entre el 10 y el 15% de los pacientes,
aumentando hasta el 50% en la fase tardia de la enfermedad, muestran baja

densidad mineral 6sea por absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA) y
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corren riesgo de osteopenia, osteoporosis y fracturas vertebrales (31). El riesgo de
enfermedad Osea esta relacionado con la desnutricién, el bajo indice de masa
corporal (IMC), la gravedad de la enfermedad pulmonar y una variedad de otros
factores, como la movilidad deficiente, la reduccion de la absorcidén de vitamina D,
bajos niveles de vitamina K, el uso de esteroides, citoquinas inflamatorias
circulantes, y aumento de la rotacién 6sea. CFTR se expresa en las células 6seas,

y un papel directo de la proteina en el metabolismo 6éseo no puede excluirse (32,33).

En los Ultimos afios, se ha prestado mayor atencion a las consecuencias a corto y
largo plazo de las enfermedades crénicas infantiles en la salud 6sea. Se sabe que
los trastornos pediatricos, junto con sus comorbilidades y modalidades de
tratamiento asociadas, tienen un efecto multifactorial sobre el desarrollo éseo. La
fuerza 6sea, el producto de la calidad 6sea y la mineralizacion, esta determinada en
gran parte por la masa 6sea maxima alcanzada durante la infancia y la adolescencia
(34). Hay una multitud de hormonas y otros factores intrinsecos involucrados en el
modelado y remodelado 6seo, y un crecimiento adecuado depende de la vitamina
O6ptima D niveles, estado nutricional y ejercicio. La nutricion y la actividad fisica
inadecuadas junto con la inflamacién y enfermedad crénica pueden comprometer la
masa 0sea maxima y acelerar la pérdida 6sea y, en Ultima instancia, aumentar el
riesgo de osteoporosis y fractura (35). En el pasado, la baja densidad mineral 6sea
(DMO) era una afeccion vista en adultos. Con el aumento de la prevalencia y la
deteccién de la disminucion de la mineralizacion ésea en nifios y adolescentes, se
cree que la enfermedad 6sea del adulto puede originarse en estos afios anteriores.
Ademds, hay una falta de datos prospectivos que evallen la relacion entre la
densidad 6seay la incidencia de fracturas en nifios con enfermedades crénicas (35)
gque pueden persistir hasta la edad adulta, causando un deterioro significativo en la

calidad de vida.

11
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1.1.5 DIAGNOSTICO

El cribado neonatal ha cambiado radicalmente la sistematica diagndstica y
terapéutica de la FQ. Actualmente, en los paises o comunidades donde se realiza,
la norma de actuacién va dirigida al diagndstico precoz de enfermedad, que puede
llevarse a cabo mediante un seguimiento clinico estricto, estudios de imagen y
funcionales seriados, evaluacion de marcadores serolégicos e inflamatorios vy
deteccioén rapida de la adquisicién de microorganismos con el fin de permitir la

instauracion racional de una terapia precoz y agresiva (36).

En el momento actual, el diagndstico de la enfermedad continda basandose en la
caracteristica anomala que tiene los enfermos con FQ de eliminar una cantidad 4 a
5 veces mas elevada de electrolitos por el sudor que la mayoria de los individuos

sanos.

La determinacion de los electrolitos en el sudor, principalmente de cloro, se
denomina prueba del sudor. Una concentracién de cloro superior a 60 mmol/L
confiere a la prueba del sudor la condicion de positiva. Sin embargo, se esta
utilizando con fines précticos el céalculo de la conductividad de cloro con aparatos
de facil manejo para cribar posibles casos de FQ entre un gran numero de enfermos
sospechosos de padecer la enfermedad. Una cifra de conductividad superior a 90 6
95 mmol/L (segun distintas referencias) indica la posibilidad de que se esta ante un

enfermo con FQ.

En el diagnostico de un enfermo de FQ se necesita que el paciente presente una
clinica compatible y acordes a los criterios diagndsticos de la FQ (Consenso Cystic

Fibrosis Foundation: CFF) (Tabla 3).
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Tabla 3. Criterios de diagndstico de la FQ (Consenso CFF) 1998.

i o o Historia de FQ en un hermano o primo
Uno o mas rasgos fenotipicos
. hermano.
caracteristicos . .
o0 Cribado neonatal positivo.

o0 Concentracion de cloro en sudor elevada en
2 ocasiones (260 mmol/L) por iontoforesis
con pilocarpina.

Y evidencia de disfuncion del CFTR 0 Presencia de 2 mutaciones causantes de la

mediante uno o0 mas de la siguiente enfermedad.

o Diferencia de potencial (PD) nasal anormal
(transporte i6nico andmalo a través del

epitelio nasal).

Algunas conclusiones del consenso fueron objeto de controversia. En 2001, un
grupo de expertos de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) y la European
Cystic Fibrosis Society (37) proponen una nueva clasificaciéon para la “fibrosis
quistica y trastornos relacionados” para que fueran codificadas en la undécima
edicién de la Internacional Classification of Diseases (ICD-11), publicada por la
OMS. Baséandose la clasificacién principalmente en la clinica y no el laboratorio,
recogiendo las incertidumbres del conocimiento actual sobre el CFTR y su
disfuncion cuando la afectacion clinica se reduce a un solo 6rgano, por ejemplo

ausencia bilateral de conductos deferentes, pancreatitis, etc.

Los cambios conceptuales respecto a las conclusiones del consenso de la CFF
fueron desarrolladas en el consenso europeo de 2006 (38), que coloca de nuevo la
clinicay el test del sudor en el centro del diagndéstico de la FQ, y propone algoritmos
sobre metodologia a seguir. A medida que nuestra comprension de la fisiopatologia
de la FQ ha evolucionado, tres factores han contribuido a la necesidad de
perfeccionar los criterios diagndésticos formales. En primer lugar, el cribado neonatal
gue ha alterado el escenario de diagndstico inicial para la mayoria de los pacientes
nuevos. Establecer un diagnéstico de FQ para estos recién nacidos, a menudo

asintomaticos, requiere la confirmacién de un cribado positivo. En segundo lugar, el

13
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mayor uso de las pruebas genéticas CFTR y el progreso significativo de la
comprension de las variantes de CFTR han permitido que las pruebas genéticas
CFTR desempefien un papel mas importante en la definicion de la enfermedad
relacionada con la disfunciobn de CFTR. Finalmente, ha habido un creciente
reconocimiento de las situaciones en las que los criterios de diagndstico de FQ
anteriores no dieron una respuesta adecuada a si una persona tiene FQ. El ejemplo
mas comun ocurre cuando un recién nacido tiene un cribado positivo pero no cumple
con los criterios del test de sudor o genéticos para confirmar el diagnéstico. Este es
el proposito abordado en el consenso europeo sobre el diagndstico de FQ en 2017,
donde se publican las pautas a seguir (39). En nuestro hospital se aplica el siguiente

algoritmo diagndstico (40), (Figura 5).

INDICACIONES ESTUDIO
TEST DEL SUDOR (mmol/L)

- Sintomas sugestivos

- Screening neonatal + (TIR/DNA = En lactantes esperar que tengan

o TIR/TIR) més de 15 dias o 2 Kg si estd

- Hermanos de FO asintomético

v v v

PATOLOGICO INDETERMINADO NORMAL
2 60 mmol/L 30-59 si lactantes < 6 meses <29 si lactantes < 6 meses
40-59 si lactantes > 6 meses =139 si lactantes > 6 meses

VI h 4
N N
. < Estudio gen > ! Si sintomas No sintomas
2 mutaciones CFTR 1 6 0 mutaciones sugestivos sugestivos
o .

W h 4
e
h 4 FQ POCO
Repetir test Sudor PROBARLE
FQ Estudio ampliado gen CFTR —
M

l . | Replantear el caso:
L 4 b 4 Excluir otras causas

Test del sudor patologico 6 NO Diferen_cia. potencial nasal
2 mutaciones CONCLUYENTE Seguimiento estrecho

Figura 5. Algoritmo diagndstico.
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La afectacion de la glandula sudoripara da lugar a una elevada concentracion de
electrolitos en sudor, que se utilizan desde hace mas de 50 afilos como prueba
diagnéstica para FQ. Los intervalos de referencia aceptados universalmente para la
concentracién de cloro en sudor son: = 60 mmol/L para considerar un diagnéstico
de FQ positivo, 40-60 mmol/L se considera limite, y <40 mmol/L normal. Los valores
limites y de normalidad cambian para lactantes de < 6 meses siendo 39-60 mmol/L

y <29 mmol/L respectivamente.

1.1.6 TRATAMIENTO

El tratamiento de la FQ es multidisciplinario y debe proporcionarse en centros
especializados que tengan acceso a todas las subespecialidades implicadas en la
FQ. Este enfoque multiprofesional ha sido bastante exitoso y ha contribuido en gran
medida a aumentar la esperanza de vida, mejorar la funciéon pulmonar y en la

prevalencia de infecciones cronicas (41).

En lineas generales, el tratamiento rutinario de la FQ comprende la enfermedad

respiratoria, la insuficiencia pancreética y la desnutricion.

El tratamiento de la enfermedad pulmonar tiene como fin el control de la triada
caracteristica: infeccion, inflamacion y obstruccion de las vias respiratorias,
mediante fisioterapia respiratoria y antibioterapia sistémica y/o nebulizadas, en

funcién de las colonizaciones del aparato respiratorio.

Los pacientes con FQ presentan un gasto energético en reposo aumentado (42—
44). Responsables de este aumento son la enfermedad pulmonar, las

sobreinfecciones, la inflamacion crénica y el aumento del trabajo respiratorio.

Ademads, existe un aumento de pérdidas digestivas (malabsorcion por insuficiencia
pancreatica, enfermedad hepatica o de la mucosa intestinal), pulmonares (pérdida
de proteinas en esputo), en sudor (sales y ciertas vitaminas) y orina (glucosuria en

los pacientes diabéticos). Todo ello condiciona que, de forma general, estos
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pacientes tengan unos requerimientos energéticos totales mayores que los de la

poblacién general.

Siempre que exista insuficiencia pancreatica se deben administrar enzimas
pancreaticas en la cantidad adecuada para evitar la malabsorciéon de grasa y la
esteatorrea. Se debe aportar un 35-50% del valor cal6rico total en forma de grasas.
Y en este caso, también deben recibir suplementos de vitaminas liposolubles A, D
y E, siendo mas controvertido el uso universal del suplemento con vitamina K

(42,43,45-47).

En los dltimos afios, algunos pacientes con FQ, en funcion de sus mutaciones, se
estan beneficiando de una medicina personalizada gracias al desarrollo de los
denominados farmacos moduladores de CFTR que incluye a correctores y
moduladores del canal. Dentro del desarrollo de los farmacos reparadores de la
proteina CFTR, se han identificado 3 grupos principales (48). En primer lugar, los
farmacos supresores del codén de parada prematuro que impiden que la proteina
se traduzca por completo (mutacion de clase |). Estos farmacos consiguen que no
se identifigue este codon de parada prematuro, por lo que la proteina puede seguir
su sintesis al completo. En segundo lugar, los denominados farmacos correctores
del CFTR. Estos farmacos estan disefiados para corregir el tréfico de la proteina
con defectos en el plegamiento (mutacion de clase Il) hasta la membrana celular
donde podria hacer su funcidon casi con normalidad. En tercer lugar, los
denominados potenciadores del CFTR. Estos farmacos tienen por diana la proteina
CFTR que esta en la superficie celular, con objeto de mejorar su funcion. Los
farmacos potenciadores pueden actuar por tanto sobre las mutaciones de clases llI,
IV, Vy VL. Actualmente, estan en investigacion numerosas moléculas con uno u otro
mecanismo, habiendo llegado ya a comercializarse una de ellas. Ivacaftor es un

potenciador del CFTR aprobado en Espafia en Junio de 2015.
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Estamos entrando en una nueva era en el manejo de la FQ. En lugar de enfoques
que se centran en el tratamiento sintomatico de las consecuencias de la
enfermedad, existe una realidad emergente de terapias que tienen como objetivo el
defecto genético subyacente. Entre ellas, se incluyen la terapia con moléculas,
encaminada a corregir el defecto funcional a nivel de la proteina y la terapia génica,
dirigida a corregir a alteracién genética. Su utilizacion es interesante por su potencial
tedrico para modificar de una forma favorable la progresion de la enfermedad y

reducir la considerable carga del tratamiento asociado al cuidado de la FQ.

1.2 REMODELADO OSEO

El tejido éseo, que se clasifica en compacto (denso) y esponjoso (trabeculado),
constituye el sistema esquelético junto con el cartilago, y se compone de células y
matriz extracelular (formada fundamentalmente por proteinas entre las que destaca
el colageno). Dentro de las células podemos encontrar: células osteoprogenitoras
(precursoras de osteoblastos), osteoblastos (células formadoras de hueso),
ostecocitos (derivan de los osteoblastos y son células maduras rodeadas de matriz
0sea), células de revestimiento 6seo (derivan de los osteoblastos y tapizan el tejido
06seo que no se esta remodelando) y osteoclastos (célula que degrada, reabsorbe y

remodela hueso).

El hueso es un tejido dindmico en constante formacién y resorcién, que permite el
mantenimiento del volumen éseo, la reparacion del dafio tisular y la homeostasis del
metabolismo fosfocalcico. Este fendmeno equilibrado denominado proceso de
remodelado permite la renovacién de un 5% del hueso cortical y un 20 % del
trabecular al afio. Aunque el hueso cortical constituye un 75% del total, la actividad
metabdlica es 10 veces mayor en el trabecular, ya que la relacion entre superficie y
volumen es mayor (la superficie del hueso trabecular representa un 60% del total).

Por esto la renovacion es de un 5-10% del hueso total al afio (49) .
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El remodelado 6seo es un proceso dinAmico de crecimiento y turnover 4seo. La
formacion ésea y la reabsorcién no ocurren de una forma randomizada a lo largo
del hueso: son parte de un mecanismo de recambio por el que el hueso viejo es
sustituido por el nuevo. La secuencia de procesos que tiene lugar en el remodelado
es: activacion-reabsorcion-formacion (ARF) (50). Durante la fase intermedia entre
resorcion y formacién (fase de cambio) se observan en el lugar de remodelado
algunas células macréfago-like, que forman una linea de “cemento”, la cual marca
el limite de la reabsorcion y actia como “cemento” entre el hueso viejo y el nuevo.
La duracion de estas fases ha sido medida el ciclo completo de remodelado dura
aproximadamente entre 3 y 6 meses. El remodelado 6seo existe toda la vida, pero

s6lo hasta la tercera década el balance es positivo.

A nivel microscépico el remodelado 6seo se produce en pequefias areas de la
cortical o de la superficie trabecular, llamadas unidades basicas multicelulares o
BMU (basic multicellular units). La reabsorcion siempre precede a la formacion y en
el esqueleto joven las cantidades de hueso reabsorbidas son similares a las
neoformadas. Por esto se dice que es un proceso balanceado, acoplado en
condiciones normales, (51) tanto en el espacio como en el tiempo. La vida media de
cada unidad de remodelado en humanos es de 2 a 8 meses y la mayor parte de
este periodo esta ocupado por la formacion 6sea. Existen en el esqueleto humano
35 millones de unidades basicas multicelulares y cada afio se activan 3-4 millones,

por lo que el esqueleto se renueva totalmente cada 10 afios.

El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases. (Figura 6) (52):
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FASES:
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Figura 6. Fases del proceso de remodelado éseo.
Adaptado de Compston JE. Sex steroids and bone. Physiol Rev 2001;81:419-47.

Fase quiescente

Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los factores que inician el proceso de

remodelado aln no son conocidos.

Fase de activacion

El primer fendmeno que tiene lugar es la activacion de la superficie ésea previa a la
reabsorcion, mediante la retraccion de las células limitantes (osteoblastos maduros,
elongados existentes en la superficie enddstica) y la digestion de la membrana
endodstica por la accion de las colagenasas. Al quedar expuesta la superficie
mineralizada se produce la atraccion de osteoclastos circulantes procedentes de los

vasos proximos.
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Fase de reabsorcion

Seguidamente, los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral y a
descomponer la matriz osteoide. Este proceso es acabado por los macréfagos y
permite la liberacion de los factores de crecimiento contenidos en la matriz,
fundamentalmente TGF-f (factor transformante del crecimiento ), PDGF (factor de

crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-1 y Il (factor analogo a la insulina | y 11).

Fase de formacion

Simultaneamente en las zonas reabsorbidas se produce el fenomeno de
agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores de crecimiento que se
liberaron de la matriz que actian como quimiotécticos y ademas estimulan su
proliferacién (53). Los preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre
la que se va a adherir el nuevo tejido y expresan BMPs (proteinas morfogenéticas
0seas), responsables de la diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya
diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las zonas

horadadas.

Fase de mineralizaciéon

A los 30 dias del depésito de osteoide comienza la mineralizacién, que finalizara a
los 130 dias en el hueso cortical y a 90 dias en el trabecular. Y de nuevo empieza

fase quiescente o de descanso.

En ausencia de enfermedad, la diferencia entre el corto periodo de resorcion y el
largo periodo de formacién (espacio de remodelado) no provoca consecuencias
estructurales relevantes. Sin embargo, cuando existe un desequilibrio entre ambos
procesos y se incrementa la frecuencia de activacion de unidades de remodelado,

el espacio de remodelado alcanza unas dimensiones considerables y puede
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provocar aumento de la fragilidad 6sea (muchas lagunas abiertas, sin que haya

finalizado el proceso de relleno osteoblastico) (54).

1.2.1 FACTORES REGULADORES DEL REMODELADO OSEO.
El balance entre la reabsorcion y la formacion éseas esta influido por una serie de
factores, interrelacionados entre si, como son factores genéticos, mecanicos,

vasculares, nutricionales, hormonales y locales.

1. Factores genéticos

Son determinantes muy importantes en el pico de masa 0sea, ya que entre el 60 y
el 80% de ésta se encuentra determinada genéticamente (55). Asi los sujetos de
raza negra poseen una masa 6ésea mayor que los de raza blanca y éstos mayor que

la amatrilla.

2. Factores mecanicos

La actividad fisica es imprescindible para el correcto desarrollo del hueso. El
mecanismo por el cual el hueso detecta y traduce los estimulos fisicos, y como estas
sefiales se traducen en sefiales bioldgicas y de expresion génica, no se conoce en
su totalidad, aunque se ha destacado el importante papel que tienen los osteocitos
en este proceso. Se cree que la accion muscular transmite al hueso una tension que
es detectada por la red de osteocitos incluida en el interior del fluido 6seo. Estos
osteocitos producen mediadores como prostaglandinas, 6xido nitrico e IGF-I, que
estimulan tanto su actividad como la de los osteoblastos y originan una mayor
formacion 6sea. Y por el contrario, la falta de actividad muscular, el reposo o la
ingravidez tienen un efecto deletéreo sobre el hueso, acelerando la reabsorcion

(56).

3. Factores vasculonerviosos
Se sabe desde los trabajos de Trueta (57) que la vascularizacion es fundamental

para el normal desarrollo 6seo, permitiendo el aporte de células sanguineas,
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oxigeno, minerales, iones, glucosa, hormonas y factores de crecimiento. La
vascularizacién constituye el primer paso para la osificacion: los vasos sanguineos
invaden el cartilago y posteriormente se produce la reabsorcion ésea por los
osteoclastos, procedentes de los vasos préoximos. lgualmente, la neoformacién
vascular es el primer hecho en el fenébmeno de la reparacion de fracturas o de la
regeneracion 6sea, ya que la existencia de oxigeno es fundamental para que se
produzca la restauracion completa y no tejido fibroso. Ham en 1952 constat6 este
fenomeno (58), al observar que los osteocitos se mueren cuando estan lejos de un

capilar (la distancia maxima es de 0.1 mm).

La inervacion es necesaria para el normal fisiologismo 6seo. El hueso es inervado
por el sistema nervioso autbnomo y por fibras nerviosas sensoriales. Se han
encontrado fibras autbnomas en periostio, endostio, hueso cortical y asociadas a
los vasos sanguineos de los conductos de Volkmann, asi como neuropéptidos y sus
receptores en el hueso. Como ejemplos de la importancia de la inervacion en la
fisiologia 6sea son la osteopenia y la fragilidad ésea presentes en pacientes con

desérdenes neurolégicos.

4. Factores ambientales

Que se pueden clasificar a su vez en factores nutricionales y no nutricionales.

a) Nutricionales
Ingesta energética
Una baja ingesta caldrica se asocia con un retraso en el crecimiento, maduracién y

mineralizacion 6sea.

Aporte proteico
La ingesta de proteinas es necesaria para la formacion de la matriz 6sea. En nuestro

ambiente este no suele ser un problema, mas bien al contrario, el aporte excesivo
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de proteinas, al favorecer la hipercalciuria se ha postulado como un factor que

podria fomentar la aparicidon de osteoporosis.

Calcio

El aporte de calcio no depende sélo del contenido de calcio en los alimentos, sino
también de su biodisponibilidad (por ejemplo, un 30% en la leche y un 5% en las
espinacas) que puede disminuir en funcion del contenido de fibra, oxalatos y fitatos,
asi como de la relacion Ca/P. Ademas también varia la capacidad de absorcién en
las distintas etapas de la vida, de forma que en la pubertad, no sélo estd aumentada,
sino que disminuye la eliminacién de calcio en heces y orina, por lo que el balance

célcico es mas positivo que en otras etapas de la vida.

De todos modos se desconoce cudl es la cantidad minima de calcio a partir de la
cual se afectaria de forma significativa la mineralizacién 6sea. Se postula que el
factor verdaderamente importante en la mineralizacion ésea no es la ingesta puntual
sino la ingesta media desde el nacimiento, ya que puede ser posible que a partir de

800 mg, la capacidad absortiva del calcio no se pueda mejorar.

Fosforo

Es un mineral con una alta biodisponibilidad (60-80%) y que esta muy presente en
los alimentos y no suele haber problema de déficit, mas bien al contrario, que su
excesiva ingesta disminuya la relacion Ca/P, y asi interferir en la absorcion del

calcio.

Vitamina D o 25 OH vitamina D

Juega un papel fundamental al favorecer la absorcion de calcio a nivel renal y
digestivo. La dieta no es capaz de aportar las necesidades de esta vitamina y su
principal fuente esta en la transformacion en la piel en la forma activa por las

radiaciones solares.
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b) No nutricionales

Se conoce que habitos toxicos como tabaco, cafeina, alcohol y exceso de sal
constituyen factores de riesgo para la aparicién de osteopenia. Se ha demostrado
gue el sedentarismo reduce la mineralizacion 6sea, mientras que el ejercicio la
mejora. Sin embargo es dificil establecer una correlacion entre actividad fisica y

DMO (59).

5. Factores hormonales

El desarrollo normal del esqueleto esta condicionado por el correcto funcionamiento
del sistema endocrino, fundamentalmente de la hormona somatotropa u hormona
del crecimiento (GH, por sus siglas en inglés growth hormone) y las hormonas
calcitrépicas (parathormona, calcitonina y metabolitos de la vitamina D). Las
hormonas son mensajeros sistémicos que actian a distancia de su lugar de
produccién (efecto endocrino), pero también regulan la sintesis y accién de los
factores locales, que intervienen directamente en el metabolismo celular (efectos

autocrino y paracrino) (49).

Las hormonas mas importantes que intervienen en la fisiologia 6sea son:

a) Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas aumentan la frecuencia de activacién de las unidades de
remodelado y por tanto aceleran la velocidad de recambio. En consecuencia, en el
hipertiroidismo existe un incremento en las tasas de resorcion y formacion 0seas,
con predominio de la resorcién, que conduce a la disminucién de la masa Gsea.
Tanto los osteoblastos como los osteocitos parecen expresar receptores para estas
hormonas. A nivel celular, se sabe que las hormonas tiroideas favorecen la
osteoclastogénesis y ejercen influencias complejas sobre los osteoblastos,

incluyendo el estimulo de la sintesis de IGF-I, IL-6 e IL-8 (60-62).
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b) Parathormona (PTH)

Es la hormona que controla la homeostasis del calcio a través de la accién directa
sobre el hueso y el rifidon e indirecta en el intestino. Producida en las glandulas
paratiroideas que responden al descenso de la calcemia, es la hormona
hipercalcemiante por excelencia, al favorecer la reabsorcion. No obstante, en los
ultimos afos se ha descubierto un papel estimulador en la formacion ésea, a través
de la sintesis de IGF-1 y TGF-B (63). Este doble efecto de reabsorcion y formacién
se explicaria porque la PTH en administracién continua estimularia la reabsorcién
Osea a través de la sintesis de un factor favorecedor de la osteoclastogénesis
(RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear kB) por parte de las
células osteoblasticas, mientras que a dosis intermitentes estimularia la formacién
de hueso, asociado a un incremento de los factores de crecimiento mencionados

anteriormente y a una disminucion de la apoptosis de los osteoblastos.

c) Calcitonina

Es un polipéptido hormonal producido en las células C o parafoliculares del tiroides.
Es un potente inhibidor de la reabsorcién 6sea, al reducir el nimero y la actividad
de los osteoclastos, pero sus efectos son transitorios. El osteoclasto escapa a los
efectos de la calcitonina en una exposicion continuada (64). Los pacientes tratados
por hipercalcemia con calcitonina responderan sé6lo durante periodos limitados de
tiempo (entre 48-72 horas) antes de que baje la hipercalcemia. El “fenémeno de
escape” es ocasionado por una regulacion a la baja del ARNm para el receptor. La
calcitonina causa contracciones citoplasmaticas en las membranas osteoclasticas

que se han correlacionado con su capacidad para inhibir la reabsorcion (65).

d) 1,25 OH vitamina D o calcitriol
La vitamina D, procedente de la dieta y, sobre todo, de la sintesis endégena en la
piel, se hidroxila en el higado en posicién 25, formandose la 25 OH vitamina D o

calcidiol. Este metabolito es después hidroxilado en el rifién en posicién 1. Se origina
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asi la 1,25 OH vitamina D o calcitriol, que es el metabolito mas activo y responsable

de la mayoria de las acciones atribuidas a la vitamina D.

Sus acciones son similares a las de la PTH. Es una hormona esteroidea que
favorece la absorcién intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la mineralizacién
Osea. Es necesaria para el crecimiento normal del esqueleto. A pesar de ser
esencial para el normal crecimiento y mineralizacién 6sea no estimula la formacién
de forma directa. Lo hace a través de la sintesis de la osteocalcina (sintetizada por
el osteoblasto) y de acciones complejas. Inhibe directamente la sintesis de colageno
pero aumenta la unién de los IGF-I a sus receptores en las células del linaje
osteoblastico. Ademas estimula la sintesis de las proteinas de union a IGF las

cuales pueden modificar sus acciones y concentraciones.

Algunos autores piensan que esta hormona puede ser producida por células
linfociticas o monociticas del hueso, ejerciendo un papel importante como regulador

local de la diferenciacion de los osteoclastos (66).

e) Andrdgenos

Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, a través del estimulo de los
receptores de los osteoblastos. Los andrégenos, de origen tanto suprarrenal como
gonadal, actban indirectamente sobre el crecimiento estimulando la secrecion de
GH, lo cual requiere la transformacion previa de la testosterona en estradiol por
accion de una aromatasa. También influyen directamente en el cartilago de
crecimiento, donde estimulan la proliferacion de condrocitos y la sintesis de matriz
cartilaginosa. Esta accién promotora de la sintesis de la matriz se debe a la
dihidrotestosterona, originada a partir de la transformacion de la testosterona por la
5a-reductasa, actuando en sinergia con el calcitriol (67). Los andrégenos aumentan

la expresion local del IGF-I (68,69).

La deficiencia androgénica se asocia a una menor densidad 6sea, la administracion
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de testosterona en jovenes antes del cierre epifisario incrementa la masa 6sea.
Igualmente, las mujeres con exceso de andrégenos presentan densidades Gseas

mas altas.

f) Estrégenos

Son esenciales para el cierre de los cartilagos de conjuncién y se ha descubierto
que juegan un papel importante en el desarrollo esquelético tanto femenino como
masculino durante la adolescencia. Son responsables del estir6n puberal, actian
indirectamente favoreciendo la secrecion de GH y, ademas, directamente sobre el
cartilago de crecimiento donde existen receptores especificos; inducen la sintesis y
mineralizacién de la matriz y, contrariamente a los andrdogenos, inhiben la

proliferacion de condrocitos (67).

Los estrégenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo: por un lado
favorecen la formacion 6sea al aumentar el numero y funcion de los osteoblastos y
por otro lado, disminuyen la reabsorcién. Diversos estudios han comprobado que
los estrogenos pueden aumentar los niveles de OPG, proteina producida por los
osteoblastos que inhibe la reabsorcion (70), por lo que podrian jugar un papel
importante en la regulacion de la osteoclastogénesis. Es por esto que la deficiencia
de estrogenos durante la menopausia constituye el factor patogénico mas

importante de la pérdida 6sea asociada a la osteoporosis.

Se sabe que la deficiencia de 17B-estradiol afecta el metabolismo éseo tanto en
humanos como en modelos de ratén (71). Curiosamente, ambos modelos de
ratones con FQ con la mutacién 489X y F508del en el gen CFTR muestran niveles
mas altos de hormona estimulante folicular, lo que sugiere una posible disminucion

en la produccion de 173-estradiol (72).

g) Progesterona

Es anabolizante sobre el hueso, bien directamente, a través de los osteoblastos,
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gue poseen receptores para la hormona o bien de forma indirecta, mediante la

competicion por los receptores osteoblasticos de los glucocorticoides.

h) Insulina
Estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, a través del aumento de

la sintesis hepatica de IGF-I.

i) Glucocorticoides

La presencia de glucocorticoides es necesaria para la diferenciacion normal de
muchas células, y probablemente también entre ellas las del hueso. Sin embargo,
el exceso de glucocorticoides, enddgenos o exdgenos, tiene efectos profundos
negativos sobre el esqueleto. De hecho, la causa més frecuente de osteoporosis

secundaria es el tratamiento prolongado con estos compuestos.

Los glucocorticoides deprimen la actividad de las células de la linea osteoblastica:
inhiben la replicacién de sus precursores y favorecen la apoptosis. Por otro lado,
disminuyen la sintesis de colageno, osteocalcina e IGFs, y suprimen directamente
la BMP-2 y el CBFAL (Core-binding factor alpha 1) o también conocido como RUNX-
2 (runt-related transcripcion factor 2), factores criticos para la osteoblastogénesis
(73). Ademés, inhiben la expresion de integrinas, con lo que se dificulta su adhesién
a la matriz y presumiblemente el depdsito del osteoide. En cuanto a la resorcion, en
general se considera que tienden a incrementarla. Pueden modular la apoptosis de
los osteocitos y la produccion de RANKL y osteoprotegerina. En algunos estudios
in vivo, se ha encontrado estimulacién de la resorciéon. Ademas de las acciones
directas sobre el tejido 6seo, los glucocorticoides ejercen un efecto pro-resortivo
indirecto, mediado por un incremento en la secrecién de PTH (los corticoides inhiben
la absorcion intestinal de calcio y aumentan su eliminacion renal), o en su actividad
sobre el hueso, en relacion con el aumento en la expresidén de sus receptores. La

disminucion de la sintesis de hormonas sexuales que suelen presentar los pacientes
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tratados con glucocorticoides también puede contribuir al desarrollo de osteoporosis

(74,75).

j) Hormona del crecimiento (GH)

Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La GH actla directamente
sobre los osteoblastos, con receptores para la hormona, estimulando su actividad,
lo que produce un aumento en la sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa
alcalina. La accion indirecta se produce a través del aumento de la sintesis de IGF-
I'y Il por los osteoblastos. Estos factores favorecen la proliferacion y diferenciacion

de los osteoblastos, aumentando su nimero y funcion.

Desde hace unos afios se viene considerando a la GH un factor de crecimiento local,
ya que no solo se sintetiza en la adenohipdfisis, sino en casi todas las células del
organismo, incluidos los osteoblastos (76), teniendo un efecto autocrino y paracrino,

ademas de endocrino.

6. Factores locales

El remodelado 6seo también esta regulado por factores locales, entre los que
destacan los factores de crecimiento, las citoquinas y también se han implicado las
proteinas de la matriz 6sea, como moduladoras de la accion de otros factores
locales (tabla 4). Las células del hueso también juegan un papel importante por la
produccion de prostaglandinas y 6xido nitrico, asi como de citoquinas y factores de

crecimiento.
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Tabla 4. Factores locales reguladores del remodelado éseo.

FACTORES DE CRECIMIENTO

CITOQUINAS

(+) FORMACION

BMP-2 (Proteina morfogenética 6sea-
2)

BMP-4 (Proteina morfogenética 0sea-
4)

BMP-6 (Proteina morfogenética 6sea-
6)

BMP-7 (Proteina morfogenética 0sea-
7

IGF-1 (Factor andlogo a la insulina I)
IGF-II (Factor analogo a la insulina II)
TGF-B (Factor transformante del
crecimiento B)

FGF (Factor de crecimiento
fibrobastico)

PDGF (Factor de crecimiento
derivado de plaquetas)

VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelial)

(+) REABSORCION

TNF (Factor de necrosis tumoral)
EGF (Factor de crecimiento
epidérmico)

PDGF (Factor de crecimiento
derivado de plaquetas)

FGF (Factor de crecimiento
fibrobastico)

M-CSF (Factor estimulante de
colonias de monocitos)
GM-CSF (Factor estimulante de
colonias de granulocitos y
macrofagos)

IL-1 (Interleuquina-1)

IL-6 (Interleuquina-6)

IL-8 (Interleuquina-8)

IL-11 (Interleuquina-11)
PGE: (Prostaglandina E-2)
PGE: (Prostaglandina E-1)
PGG: (Prostaglandina G-
2)

PGl (Prostaglandina I-2)
PGH: (Prostaglandina H-2)

(-) REABSORCION

IFN-y (Interferdn v)
IL-4 (Interleuquina-4)

a) Factores de crecimiento

Son polipéptidos producidos por las propias células ¢seas o en tejidos extra-0seos,

gue actian como moduladores de las funciones celulares, fundamentalmente sobre

el crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular (tabla 4).
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Insulin-like Growth Factor Iy Il (IGF-Iy II)

Los factores de crecimiento analogos a la insulina son polipéptidos similares a esta
hormona sintetizados por el higado y los osteoblastos. Se hallan en gran
concentracién en la matriz organica u osteoide (77). Incrementan el nimero y
funcion de los osteoblastos, favoreciendo la sintesis de colageno. Circulan unidos a
proteinas de union (IGFBP de IGF-binding proteins) que a su vez pueden ejercer
efectos estimulatorios o inhibitorios sobre el hueso. Los IGFs estan regulados por
hormonas y factores de crecimiento locales; asi la GH, los estrégenos y la
progesterona aumentan su produccion, mientras que los glucocorticoides la inhiben.
El IGF-1 es esencial para acoplar la biosintesis de la matriz a la mineralizacion
sostenida. Esta accién es probable que sea particularmente importante durante el
arranque del crecimiento puberal cuando se requiere una formacion 0sea rapida y
una consolidacion (78). Algunos autores han sugerido que los niveles reducidos de
IGF-1 en suero podrian ser responsables, al menos en parte, del defecto de
crecimiento informado en pacientes con FQ (79), que también se ha sido observado

modelos animales Knockout (Cftr -/-) y Cftr -/F508) (80).

El IGF-1l puede alterar el tamafio y la naturaleza de la poblacién de osteoblastos
mediante la regulacion de la apoptosis, y por lo tanto afectan el crecimiento 6seo

(81).

Transforming Growth Factor-B (TGF-8)
Los factores de crecimiento transformantes 3 son una superfamilia de proteinas muy
abundantes en el tejido éseo (los segundos, tras los IGF). Estan presentes en la

matriz en forma latente y se activan durante la reabsorcién osteoclastica.

TGF-B es un potente estimulador de la formacion Gsea, potenciando la
diferenciacién osteoblastica y la sintesis de la matriz osteoide e inhibiendo la
sintesis de proteasas (entre las que destacan la metaloproteinasa de la matriz

(MMP), enzima que degrada la misma). Asimismo, inhibe la reabsorcién al reducir
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la formacion y diferenciacién de los osteoclastos, asi como la actividad de los

osteoclastos maduros y estimular su apoptosis (82).

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

Las proteinas morfogenéticas 6seas estan incluidas dentro de la familia de los TGF-
B. Constituyen un grupo de 15 proteinas capaces de conseguir la transformacién de
tejido conjuntivo en tejido 6seo, por lo que se consideran osteoinductivas. Asimismo,
son capaces de estimular la diferenciacion de células pluripotenciales hacia
diferentes lineas celulares (tejido adiposo, cartilago y hueso). Son muy abundantes
en el tejido 6seo y durante la embriogénesis participan en la formacion de hueso y

cartilago.

Actualmente se las considera como los factores mas potentes de la diferenciacion
osteoblastica (83). Canalis et al. (84) creen que ademéas de estimular la

osteogénesis inhiben la osteoclastogénesis.

Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)

Los factores derivados de las plaquetas inicialmente aislados de las plaquetas,
también se sintetizan en tejidos normales o neoformados, lo cual indica que pueden
actuar como reguladores locales o sistémicos del crecimiento de tejidos. EIl PDGF
estimula la sintesis proteica llevada a cabo por los osteoblastos (85) y por otro,
favorece la reabsorcion sea. Otros efectos son la proliferacion de fibroblastos, asi
como de células musculares lisas, la neovascularizacion y la sintesis de colageno,

por lo que favorece la cicatrizacion.

Fibroblastic Growth Factor (FGF)
El factor de crecimiento fibroblastico es anabolizante 6seo, ya que es mitbgeno de
los osteoblastos y de las células endoteliales vasculares, asi como de los

fibroblastos. Como ejemplo practico del efecto del FGF se sabe que las mutaciones
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en sus receptores producen alteraciones del esqueleto craneofacial, como la

acondroplasia, el sindrome de Apert y el sindrome de Crouzon, entre otras (86).

Epidermal Growth Factor (EGF)

El factor de crecimiento epidérmico es un potente mitdgeno de las células de origen
mesodérmico y ectodérmico. Se sintetiza en multiples tejidos del organismo, por lo
que podria estar involucrado en diversas funciones biologicas, aln no bien
esclarecidas. Respecto al hueso podria tener una doble acciéon formadora y

destructora, si bien ésta Ultima es la mas conocida.

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

El factor de crecimiento vascular endotelial induce la angiogénesis y la proliferacion
endotelial vascular. Produce vasodilatacién y un incremento de la permeabilidad
vascular. Se produce en situaciones de hipoxia y actualmente se esta considerando
como uno de los factores claves en el desarrollo de las primeras fases del proceso

de reparacion de fracturas y regeneraciéon ésea, asi como en el desarrollo tumoral.

Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF)
El factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos es importante para

la osteoclastogénesis.

Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF o CSF-1)

El factor estimulante de colonias de macréfagos, es un factor de crecimiento de
glicoproteinas que regula especificamente la supervivencia, proliferacion y
diferenciacion de células de linaje monocito-macréfago a través de un receptor de
superficie celular expresado selectivamente sobre estas células tipos, c-fms. El M-
CSF es liberado por osteoblastos y células progenitoras de médula ésea que al
unirse a su receptor, c-fms en pre-osteoclastos, activa una cascada intracelular que

conduce a la proliferacion de precursores y supervivencia de osteoclastos (87).

33



“Densidad mineral 6seay marcadores de remodelado 6seo en pacientes con fibrosis quistica”

TNF Tumor Necrosis Factor (TNF)

El TNF-a es una citoquina producido principalmente por macréfagos activados, pero
también por otros tipos celulares tales como células T activadas, leucocitos
polimorfonucleares, células epiteliales, células endoteliales, fibroblastos y células de

revestimiento éseo incluyendo osteoblastos.

El TNF-a estimula el desarrollo de los osteoclastos y funciona directamente e
indirectamente al aumentar la produccién de M-CSF por células estromales de
médula ésea y disminuir la liberacion del receptor de sefiuelo RANKL OPG por los
osteoblastos, respectivamente. Estudios muestran que el TNF-a inhibe la
diferenciacion de los nuevos osteoblastos de las células precursoras. La regulacion
de RUNX2 por TNF podria disminuir el reclutamiento de los precursores de

osteoblastos en el conjunto de hueso maduro que forman las células (88).

b) Proteinas de la matriz

Las proteinas de la matriz actian como moduladores de los factores de crecimiento
(89). Hay que tener en cuenta que las proteinas de la matriz se hallan a una
concentracion mil veces mayor que los factores de crecimiento, por lo que podrian
jugar un papel mas importante en la regulacién de las diferentes funciones celulares

(90).

Por otro lado, estas proteinas de la matriz también participan en la regulacién de la
diferenciacién de las células contenidas en la matriz. Por ejemplo el colageno | es
uno de los marcadores mas tempranos que regulan las células osteoprogenitoras y
la fosfatasa alcalina es una proteina de superficie que podria participar en la
regulacion de la proliferacion, migracion y diferenciacion de las células

osteoblasticas.
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c) Citoquinas

Son polipéptidos sintetizados en células linfociticas y monociticas que juegan un
papel importante en mdltiples funciones celulares, como en la respuesta
inmunolégica, la inflamacién y la hematopoyesis, con un efecto autocrino y

paracrino. En el hueso son importantes las siguientes:

Interleuquina 1 (IL-1)

Estimula directamente la reabsorcion osteoclastica, incrementando la proliferacion
y diferenciacion de los pre-osteoclastos asi como la actividad osteoclastica e
inhibiendo la apoptosis de los osteoclastos (52). En realidad son 3 moléculas
diferentes relacionadas: IL-1q, IL-1B y antagonista del receptor de IL-1, siendo esta
ultima inhibidora del efecto de las dos primeras. Ambas isoformas de IL-1 estimulan
la produccién de otras citoquinas y prostaglandinas y pueden inducir la expresion
de RANKL y la produccion de enzimas degradativas. Sin embargo, no induce

directamente la osteoclastogénsesis (91).

Interleuquina 6 (IL-6)
Se ha reportado que la II-6 estimula la resorcion 6sea mediante el aumento de la
formacion de osteoclastos a través de un mecanismo dependiente de RANKL (92).

Juega un papel importante en las etapas iniciales de la osteoclastogénesis.

Se ha sugerido que la IL-6 es un importante mediador de la pérdida 6sea patolédgica
(93-98). El estrogeno disminuye la expresiéon de IL-6 en las células estromales /
osteoblastos (99). Se ha implicado a la IL-6 en la disminucién de la masa 6sea que
se produce en la osteoporosis postmenopausica (93). Ademas, se han observado
niveles elevados de IL-6 en una serie de otras afecciones caracterizada por pérdida
excesiva de hueso, tales como la enfermedad de Paget (95), mieloma multiple (96),

artritis reumatoide (97) e hiperparatiroidismo (98).
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En pacientes con FQ, el incremento en la produccion de una serie de citoquinas pro-
inflamatorias y pro-resortivas, ha sido reportado durante las exacerbaciones
infecciosas y en algunos estudios se ha visto una correlacion entre la pérdida de

DMO vy los niveles circulantes de estas citoquinas (100-102).

Se produce en respuesta a PTH, IL-1 y 1,25 OH vitamina D.

Otras citoquinas osteoclastogénicas son, IL-11 (que se produce en la médula 6sea),

laIL-7ylalL-17.

Interferén Gamma
Es una linfoquina multifuncional producida por los linfocitos T activados. Ejerce una
potente inhibicion de la formacion de osteoclastos, a la vez que estimula la sintesis

de diversas citoquinas, entre ellas la IL-18 (103).

Prostaglandinas (PG) y leucotrienos (LT)

Las prostaglandinas y los leucotrienos son mediadores basados en lipidos
derivados de &acidos grasos que son producidos por diferentes tipos celulares como
macroéfagos, fibroblastos y células epiteliales gingivales [18]. La prostaglandina E
(PGE), como la prostaglandina E2, la prostaciclina y la prostaglandina F2a estimulan
la formacion de osteoclastos a través de RANKL. Tienen un efecto directo sobre la
formacion de osteoclastos y también estimulan la formacion 6sea. La prostaglandina
E2 se ha relacionado con la estimulacion del factor de crecimiento de la insulina-
tipol, que promueve la sintesis de coldgeno por los osteoblastos, lo que mejora la
formacion de hueso (104). Los leucotrienos son otra clase de mediadores lipidicos
inflamatorios y estimulan la quimiotaxis de los leucocitos y la generacion de
superdxidos en los neutrdfilos. Los leucotrienos tales como LTB4, LTC4, LTD4 y
LTDE4 mejoran la formacion de osteoclastos y la activaciéon de osteoclastos

maduros mediante un mecanismo independiente de RANKL.
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En la regulacién del fenomeno de remodelacion es de gran importancia el sistema
RANK-RANKL-OPG. El RANK es un receptor de la familia TNFR presente en los
osteoclastos, al que se une el RANKL (o ligando del RANK, de la familia del TNF)
presente en la membrana de las células de estirpe osteoblasto/estroma medular.
Como consecuencia de dicha unién, aumenta la proliferacion y actividad de los
osteoclastos, al tiempo que disminuye su apoptosis. La OPG es un receptor
osteoblastico, miembro también de la familia TNFR, carente de dominio
transmembrana, que, por ello, es secretado al exterior. Su ligando es el propio
RANKL, de manera que puede decirse que se interpone entre él y el RANK, con lo
que, por tanto, impide su puesta en contacto (se comporta como un receptor
“sefiuelo” o “trampa”). Es decir, el osteoblasto produce tanto el activador de los
osteoclastos como una sustancia que neutraliza dicho activador. En general, los
mismos factores que estimulan uno, inhiben el otro. En definitiva, lo que determina
la cantidad de hueso a resorber es la relacion RANKL/OPG. Las células T expresan
RANKL, del que pueden segregar una forma soluble. El sistema RANK-RANKL-
OPG se considera en gran medida la “via final coman” de numerosos factores
resortivos. La PTH, el 1,25 OH vitamina D, las hormonas tiroideas, la IL-1, el TNFa,
la IL-6, la PGEZ2, la IL-11, etc., aumentan la relacion RANKL/OPG; los estrogenos
desarrollan el efecto contrario. Cuando RANKL se fija a su receptor (RANK),
presente en la membrana de los precursores osteoclasticos, induce una serie de
sefiales que promueven la diferenciacién de estos y la formacion de osteoclastos
(105,106). Se activan diferentes vias de sefializacion en el precursor de
osteoclastos que inducen la expresion de genes, promoviendo la diferenciacion y
activacion. Tras el contacto, la parte citoplasmatica de RANK interacciona con
proteinas adaptadoras conocidas como TRAF (factor asociado con el receptor TNF).
Estas proteinas son de vital importancia. Tal es asi que modelos murinos knock out
para TRAF6, en los que se bloquea la expresion de este gen, desarrollan

osteopetrosis al carecer de osteoclastos (107). Las TRAF inician la cascada de
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sefales, a través de la activacion de varias vias, incluyendo NFkB (factor nuclear
Kappa Beta), JNK (quinasa N-terminal c-Jun) y Src (proteina derivada del
protooncogen src, que activa a tirosin quinasas). La via NFkB, quizds la méas
importante de las tres, implica la traslocacién del factor de transcripcion NFkB al
nucleo, liberandolo de los complejos IKK (Inhibidor kB quinasa) que lo retienen en
el citoplasma, donde es inactivo. Por otro lado, la estimulacién de la via JNK
promueve la formacion y activacion del complejo AP-1, formado por c-Fos y c-Jun.
De forma conjunta, AP-1 y NFkB son capaces de inducir la expresion del factor de
transcripcion NFATc1 (nuclear factor of activated t cells, cytoplasmatic 1, por sus
siglas en inglés). Al igual que ocurre con el factor de transcripcion NFkB, NFATc1
debe traslocarse al nucleo para llevar a cabo su funcién. Para ello es necesario
activar la via de Src. A través de la estimulacion de esta via se consigue un aumento
de los niveles intracelulares de calcio. EI aumento del calcio provoca la activacion
de la calcineurina, que cataliza la eliminacion de un grupo fosfato de NFATcl. Esta
defosforilacion es la que promueve finalmente la traslocacion de este factor al
nacleo. Alli NFATcl induce la expresion de diversos genes implicados en la
osteoclastogénesis (105-108). NFATc1 coopera con otros factores de transcripcion
para inducir los genes especificos de los osteoclastos, como fosfatasa acida
resistente a tartrato, receptor de calcitonina y catepsina K (109). La figura 7 (110)

muestra las vias de sefializacion de RANK.
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Figura 7 Vias de sefalizacion de RANK.

Adaptado de Riancho JA, Delgado-Calle J. Mecanismos de interaccion osteoblasto-
osteoclasto. Reumatol Clinica. 2011 Sep 1;7:1-4.

El paso clave inicial en la actuacion del RANK es la unién de los TRAF a lugares
especificos de su dominio intracelular. El osteoblasto produce, ademés del RANKL,
otra sustancia necesaria para la osteoclastogénesis, el M-CSF, que se une al
receptor c-fms presente en los precursores de los osteoclastos. Aunque RANKL y
M-CSF son factores importantes para la osteoclastogénesis, el proceso requiere
mas moléculas coestimuladoras. Entre ellas estan varias proteinas con estructuras
gue contienen un motivo ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) e

ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) (111).

En primer lugar, para la osteoclastogénesis se requieren las moléculas adaptadoras
gue contienen ITAM, la proteina activadora de DNAX 12 (DAP12) y la cadena y
comun del receptor Fc (FcRy). FcRy y DAP12 se asocian con receptores de
membrana plasmatica tales como el receptor activador especifico de osteoclastos
(OSCAR: osteoclast-specific activating receptor), o el receptor desencadenante
expresado en células mieloides 2 (TREMZ2: triggering receptor expressed on myeloid
cells) (112). Los ligandos para estos receptores son actualmente desconocidos. Sin

embargo, los datos de cultivos in vitro sugieren que los receptores asociados con
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FcRy son activados por ligandos expresados por osteoblastos, mientras que los
asociados con DAP12 son activados por ligandos expresados en células
precursoras de osteoclastos y, posiblemente, también por ligandos sobre
osteoblastos. Una vez que ITAM es activado via fosforilaciéon, a nivel intracelular la
sefializacion calcio-calcineurina es iniciada, que, en cooperacion con la sefal
RANKL, es fundamental para NFATc1 induccién y osteoclastogénesis (109,112—

115).

En segundo lugar, ITAM y ITIM son importantes para la sefializacion del receptor
Fcy (FcyR). Recientemente, todos los FcyRs se han demostrado en osteoclastos
humanos, y la asociacion de los FcyRs activados por sus ligandos que se hallan en

la superficie de los osteoclastos, estimulan osteoclastogénesis (116).

La homeostasis 0sea estd controlada por varias vias de sefializacion (117). Las
principales vias que participan en la diferenciacion de osteoblastos incluyen
miembros del factor de crecimiento de fibroblastos y proteinas de la proteina
morfogénica 6sea y la via de sefalizacibon Wnt (wingless e Int) (117,118).
Correspondientemente, dos factores importantes de transcripcion, RUNX2 y factor
de transcripcion especifico de osteoblasto (osterix u OSX), se expresan en
osteoblastos, ambos esenciales y suficientes para la diferenciacion de osteoblastos

(118,119).

El hueso debe ser reemplazado constantemente para preservar su fuerza e
integridad. La remodelacion ésea esta organizada por dos actividades en conflicto;
la formacion de hueso por los osteoblastos, que produce la matriz 6sea organica, y
la resorcion OGsea por osteoclastos, que disuelve el mineral 6seo y la matriz
extracelular (120,121). La osteogénesis y la angiogénesis son dos procesos
estrechamente asociados que intervienen en el crecimiento 6seo, la remodelacién

y la reparacion (122).
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1.3 MARCADORES DE REMODELADO OSEO

Como se ha mencionado anteriormente, el tejido 6seo sufre un constante proceso
de recambio en el que participan el osteoclasto, protagonista de la resorcion 6sea,
y el osteoblasto, responsable de la fase compensadora de formacién. El ciclo de
remodelado 6seo se completa en un periodo de 3-6 meses, predominando la fase
formativa sobre la resortiva. En condiciones fisiologicas existe un equilibrio entre
ambos fenémenos. Sin embargo, cuando ocurre un desacoplamiento por
predominio de la resorcioén, se produce pérdida de masa 6sea, proceso comun en

la osteoporosis (123).

En la evaluacién clinica del paciente con osteoporosis es esencial la medicién
cuantitativa de la densidad mineral 6sea (DMO), que, al tratarse de un parametro
estatico, no aporta informacién del ritmo de recambio éseo. En cambio, los
marcadores bioguimicos del remodelado 6seo nos ofrecen un analisis dindmico y
global del esqueleto (124). Por lo que la utilizacion de los marcadores bioquimicos
para la evaluacion dinamica del recambio éseo que, en asociacion con la
densitometria, cuyas medidas son obtenidas por absorciometria de rayos X de doble
energia (DXA) permite una evaluacion mas completa del estado de masa Osea

(125).

La matriz organica del hueso esta constituida por colageno tipo | en un 90%. Durante
el proceso de degradacion extracelular se liberan péptidos de los extremos carboxi
y aminoterminal de las moléculas de protocolageno, que son los que pasan al
torrente sanguineo (126). Los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo miden
estos productos generados durante el proceso de formaciéon o degradacion de la
matriz ésea y pueden determinarse en sangre y orina. Su analisis repetido en
intervalos cortos permite una evaluacion del recambio 6seo de forma seriada. Los

marcadores dseos que miden la actividad osteoblastica se denominan de formacién
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y los que derivan del nimero o la actividad de los osteoclastos son los llamados

marcadores de resorcion (127). Los principales se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Muestra los principales marcadores de remodelado 6seo.

MARCADORES DE REMODELADO OSEO

DE FORMACION DE RESORCION
Suero Suero

Propétido N-terminal del procolageno | Telopéptido amino y carboxiterminal del colageno tipo

tipo 1 (P1NP) I (NTX, CTP)

Propétido C-terminal del procoldgeno | B-CrossLaps (B-CTX)

tipo 1 (P1CP) Fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP)

Fosfatasa alcalina total (FAT) Interleuquinas: IL-1, IL-6

Fosfatasa alcalina 6sea (FAO) Factor de necrosis tumoral o (TNF-o)

Osteoprotegerina (OPG) Parathormona (PTH)

Osteocalcina (OC) 25 OH Vitamina D y 1,25 OH vitamina D
Orina

Calcio/creatinina

Hidroxiprolina

Piridolina/Deoxipiridinolina

Telopéptido amino y carboxiterminal del colageno tipo
I (NTX, CTP)

a-CrossLaps (a-CTX)

Propéptido aminoterminal del procolageno tipo 1 (P1NP) y propéptido
carboxiterminalterminal del procolageno tipo 1 (P1CP)

Los propéptidos de procolageno derivan del colageno tipo |, principal proteina
extracelular de la matriz 6sea. Aunque el colageno tipo | no es exclusivo del hueso,
el que se encuentra en tejido 0seo tiene ciertas caracteristicas propias. Es un
heterodimero constituido por dos cadenas a1 (I) y una cadena a2 (I) que presenta
una larga cadena media helical y dos regiones cortas no helicoidales propeptidicas
a cada extremo de la cadena. Los osteoblastos sintetizan el colageno tipo | en una
fase temprana de su diferenciacion. El preprocolageno en el reticulo endoplasmatico
rugoso pierde la fraccion N-terminal y se transforma en procolageno el cual sera

modificado post-traslacionalmente por varias enzimas especificas del tejido 6seo.
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Mientras la glicosilacion ocurre en la fraccion C-terminal, la fosforilacién ocurre en
el extremo N-terminal de los propéptidos. Las tres cadenas alfa se ensamblan
mediante puentes disulfuro dando el propéptido de colageno tipo | que se
caracteriza por tener largas extensiones terminales propeptidicas amino (N-) y
carboxilo (C-) terminal. El propéptido C-terminal (P1CP) es globular y el propéptido
N-terminal (P1NP) es parte globular y parte helical (128). EI P1CP es separado en
primer lugar por la BMP1 (129), mientras el PINP es liberado luego por otras
enzimas. El colageno tipo | se incorpora a la matriz 6sea y los propéptidos pasan a
la circulacibn donde pueden evaluarse como marcadores de formacion por

inmunoensayos especificos (130) (Figura 8).

N-terminal ) . C-lerminal
propeptide Collagen | Triple-Helical Region propeptide
(PINP) 11000+ amino 2cids) (PIcP)
100 kD2 35 kDa

PINP PicP

:‘ . E N-telopeplide C-telopeptide -"?5:

ety
g

Figura 8. Representacion esquematica de la molécula de colageno tipo 1y
formacion de PINP y P1CP.

Adaptada de Herrmann M et al. The amino- and carboxyterminal cross-linked telopeptides of
collagen type I, NTX-I and CTX-I: a comparative review. Clin Chim Acta Int J Clin Chem.
2008 Jul 17;393(2):57-75.

Hay que tener en cuenta que no todo el procolageno tipo | circulante procede del
hueso, ya que también es un componente de la piel, las encias, los tendones, el
cartilago, el intestino, etc, lo que hace que estos marcadores sean menos

especificos que la osteocalcina o la fosfatasa alcalina 6sea.

Estas extensiones de péptidos de procolageno tipo 1 pueden ser detectadas por

enzimoinmunoanalisis donde se reconoce la terminacion carboxilo de los péptidos
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liberados y reflejan la cantidad de matriz 6sea sintetizada. La cuantificacion de PICP
y el PINP dan una idea de la velocidad de sintesis del colageno tipo I. El PINP es
un marcador muy especifico y sensible para ciertas enfermedades del metabolismo
6seo como la osteoporosis y la enfermedad de Paget. Presenta ademas un
insignificante ritmo circadiano y no esta sujeto a influencias dietarias. Mientras el
P1CP es el que mas se ha utilizado en los estudios de FQ, es un marcador que esta

siendo desbancado por el PINP, con un mayor rendimiento diagndstico.

Fosfatasa alcalina total (FAT) y fosfatasa alcalina 6sea (FAO)

La fosfatasa alcalina es una glicoproteina tetramérica que pertenece a una gran
familia de proteinas unidas a las membranas celulares plasméticas mediante un
grupo glicano-fosfatidil-inositol carboxilo terminal. Esta glicoproteina esta implicada
en la mineralizacion ésea producida por los osteoblastos y que refleja su grado de
actividad (131). Es liberada a la circulacion donde sus concentraciones
proporcionan informacion sobre la renovacién 6sea en curso (132). La fosfatasa
alcalina tiene una vida media de 1-2 dias, lo que contribuye a que su variacion diurna
sea minima. Se conocen 5 isoenzimas diferentes (hepatica, renal, ésea, intestinal y
placentaria), y su actividad en el plasma resulta de la suma de las cinco. Ademas,
ciertos tumores pueden expresar formas macromoleculares de FA (133,134). Las
isoformas hepéticas y las 6seas son las mas abundantes, y su diferencia estriba en
su patron de glucosilacién. En los adultos con funcién hepatica normal,
aproximadamente el 50% de la actividad FAT en suero se deriva del higado,
mientras que el 50% surge del hueso. En los nifios y adolescentes, la isoenzima

especifica del hueso predomina (hasta el 90%) debido al crecimiento esquelético.

La fofatasa alcalina pueden determinarse facilmente por muchos inmunoensayos
comerciales en el laboratorio de rutina (135). Por su facil realizacién y bajo costo se
contintia utilizando para evaluar cambios en el remodelamiento en sujetos con

funcién hepatica normal. Contrariamente, es un muy buen marcador 6seo para
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determinar la actividad y realizar el seguimiento terapéutico de la enfermedad de
Paget (136). La FAO es Util para detectar el incremento del remodelado 6seo
durante la postmenopausia (136). En la actualidad, la sensibilidad y especificidad
clinica de FAO se ha incrementado por la disponibilidad comercial de

inmunoensayos con anticuerpos monoclonales especificos.

Osteoprotegerina (OPG)

La OPG, también conocida como factor de inhibicibn de la osteoclastogénesis
(OCIF) o como TNFRSF11B, es un nuevo miembro de la superfamilia de los
receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR) que tras su sintesis no permanece
anclada en la membrana, sino que es secretada a la circulacion (137). Es una
proteina expresada en una variedad de tejidos (sistema cardiovascular, pulmon,
intestino, rifién, células hematopoyéticas e inmunocitos) y en las células
osteoblasticas del hueso (138). La actividad biolégica de OPG contrarresta los
efectos de RANKL al actuar como un receptor sefiuelo de este ultimo. De esta
manera, al competir con la uniéon de RANK y RANKL, la OPG inhibe la diferenciacién
y activacién de los osteoclastos y disminuye la resorcion 6sea (139). En modelos
animales, la sobreexpresion de OPG bloquea la produccién de osteoclastos y
origina osteopetrosis (140). Por el contrario, la delecion de OPG favorece un
aumento del remodelado 6seo con predominio de la resorcidn que origina
osteoporosis (141). Por lo tanto, las expresiones de RANKL y OPG estan
coordinadas para regular la diferenciacién y activacion de los osteoclastos, y ambos

funcionan como factores reguladores esenciales en el metabolismo 6seo.

Osteocalcina (OC)

La OC es el constituyente proteico no colageno mas importante de la matriz 6sea
con un porcentaje que ronda el 15%. Corresponde a un pequefio péptido de 49
aminodcidos sintetizado por los osteoblastos en los Ultimos estadios de la formacién

O0sea como una molécula precursora llamada pro-osteocalcina y bajo el control de
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la vitamina D. Este propéptido contiene tres residuos de acido glutamico (glu) en las
posiciones 17, 21 y 24 que se carboxilan postraslacionalmente a acido
carboxiglutamico (gla) en una reaccién dependiente de vitamina K. La fraccién
propeptidica se elimina de la molécula al mismo tiempo que la proteina carboxilada
se vuelca al espacio extracelular donde se une a la hidroxiapatita via Ca++ a través

de los residuos de gla (128) (Figura 9).

v

carboxiOC
N 2
U Ac. glutimico
21 & Otros fragmentos
& C — ocC -
17 B r
e iy - no carboxilada carboxilada
‘f‘_q: @:ﬂa ) ',_.4?‘?‘
Circulacion
Osteoblasto 'l’
ORINA

Figura 9 . Metabolismo de la osteocalcina.

Al ser liberada por los osteoblastos, la OC se incorpora a la matriz 6sea y se secreta
al flujo sanguineo. Como consecuencia de ello, el nivel sérico (o plasmatico) de la
OC se encuentra relacionado con la velocidad de recambio 6seo, lo cual se

manifiesta particularmente en el caso de la osteoporosis.

La OC es considerada un marcador de la velocidad de recambio 6seo. En la sangre
se encuentran tanto la OC intacta, como otros fragmentos. La OC intacta es
inestable, mientras que existen otros fragmentos mas estables y faciles de detectar.
Se han introducido inmunoensayos en dos sitios, que utilizan anticuerpos que
detectan diferentes partes de la molécula de OC (142). Por otra parte, la medicién
de OC no carboxilada es considerada un indice de deficiencia de vitamina Ky podria

jugar un rol en el fututo, para predecir la masa 6seay el riesgo de fracturas (143).
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Telopéptido amino y carboxiterminal del colageno tipo | (NTX, CTP)

La degradacién de la matriz 6sea es esencial para que se produzca el
remodelamiento 6seo. Dos tipos de enzimas proteoliticas se encuentran
involucradas en dicho proceso, la catepsina K lisosomal y las MMPs cuya actividad

depende del estado de remodelamiento y del tipo de hueso a ser remodelado (144).

Actualmente se considera que la catepsina K, cuya actividad es maxima a pH acido,
es la principal colagenasa del proceso de resorcion dsea. Esta enzima es capaz de
degradar al colageno en varios sitios dando lugar a pequefios péptidos N- y C-
terminales, dejando asi expuesta a la molécula de colageno para la accion de otras

colagenasas que acttan a pH neutro, entre ellas las MMPs (145).

El CTP fue el primer marcador que pudo determinarse en la region carboxiterminal,
pero se observd a posteriori, después de diversos estudios que presentaba una

escasa sensibilidad y especificidad diagndstica.

En la actualidad se considera a los telopéptidos N- y C-terminal, conocidos como
NTXy CTX, respectivamente, como los marcadores més sensibles y especificos de
la resorcion Gsea. Estos fragmentos se forman por la actividad de la catepsina K y
aparecen en cantidades significativas, tanto en sangre como en orina, donde
pueden medirse por inmunoensayos especificos. La medicidn sérica proporciona
una ventaja con respecto al ensayo en orina porque evita el efecto aditivo de la

variabilidad bioldgica de la excrecion de creatinina urinaria (146).

Han mostrado una correlacion significativa con la densidad mineral 6sea en mujeres

posmenopausicas (147).

B-Crosslaps (#-CTX)
Son fragmentos telopeptidicos provenientes de la degradacién del colageno maduro
tipo 1, que contienen en su secuencia un péptido de 8 aminoacidos (Gly-Lys-Ala-

His-BAsp-Gly-Gly-Arg) en su forma isomerizada B. Pueden determinarse en sueroy
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orina mediante ensayos inmunolégicos con anticuerpos monoclonales especificos.
Constituyen uno de los marcadores de resorcion 6sea patolégica mas sensibles y
mas utilizados actualmente en la practica clinica (148). En la actualidad se estan
desarrollando ensayos para la deteccion de la forma o, no isomerizada, que
traduciria la destruccion de colageno “joven” o lo que es lo mismo colageno
inmaduro, indicando una aceleracion del metabolismo 6seo. La medida simultanea
de ambas formas, a y B, puede ser util para calcular el indice a-CTX-I/B-CTX-I como
marcador de remodelacion 6sea. Por ejemplo, este indice esta elevado en la orina
de pacientes con enfermedad de Paget 6sea no tratada en la que se produce
formacion y resorcion ésea de forma precipitada con un incremento del a-CTX-1. Por
el contrario, el indice a-CTX-1/B-CTX-I urinario disminuye después del tratamiento

con bifosfonatos (149-151).

Otros marcadores utilizados en este trabajo como la PTH, la 25 OH vitamina D y la
1,25 OH vitamina D, la IL-1, IL-6 y el TNF-a, son descritos en el apartado 1.2.1.

(Factores reguladores del remodelado 6seo).

1.3.1 MARCADORES DE REMODELADO OSEO EN LA EDAD PEDIATRICA

El crecimiento y la mineralizacion del esqueleto es un proceso continuo que tiene
lugar durante la infancia, pubertad y adolescencia (152). La acumulaciéon de masa
0sea es un proceso dinamico entre las fuerzas que forman hueso (deposito) y las
gue incitan su pérdida (resorcion). Es preciso un equilibrio entre ambos fenémenos

para el crecimiento y mantenimiento del hueso (153) .

La adquisicion de masa Osea resulta de la interaccion de varios factores (genéticos,
raciales, nutricionales, hormonales, estilo de vida y actividad fisica). El factor
genético determina hasta el 80% de la DMO en jovenes y el 20% restante es debido
a factores exogenos (154). Durante el periodo de crecimiento, la masa Osea

aumenta hasta alcanzar un valor maximo poco después de la pubertad (155).
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Después de alcanzar la masa désea maxima, la remodelacién es el proceso
dominante durante toda la vida. Durante la adolescencia, la formacién 6sea es
mayor que la resorcién, lo que conduce a un aumento de la masa 6sea (156). En
consecuencia, es durante esas épocas de la vida cuando pueden producirse
situaciones de osteopenia que condicionen la aparicion temprana de patologia

osteopordtica en la edad adulta (157).

El desarrollo del esqueleto humano comienza en la vida embrionaria temprana
mediante la diferenciacion de las células en condrocitos (células formadoras de
cartilago). La velocidad del crecimiento esquelético (que puede ser medida por los
MRO) es alta inmediatamente después del nacimiento hasta los 2-3 afios (etapa
donde se adquiere un 25% del pico de masa Gsea), se desacelera por un tiempo
breve (158,159) y aumenta nuevamente mas tarde en la infancia. A partir de los 10
afos, en nifias ocurre un incremento tanto de la DMO como el contenido mineral
6seo (CMO) hasta los 14 afios, para enlentecerse a los 16 afos y practicamente
cesar 2 afios mas tarde. En nifios, el periodo de méaxima mineralizacion es mas
tardio y prologado abarcando desde los 13 a los 17 afios, continuando hasta los 20
afios aunque a un ritmo mas lento. Al llegar al estadio puberal V (o estadio de Tanner
V, edad >14 afios), aun existen ganancias en la DMO en nifios, pero no en las nifas.
En general a los 18 afios se ha alcanzado un 90% del pico de masa 6sea

(59,160,161).

El desarrollo puberal se caracteriza por una mayor produccion de esteroides
sexuales por parte de las gbénadas. Sin embargo, el estradiol y la testosterona son
importantes no solo para el desarrollo puberal, sino también para el crecimiento
puberal (162-164) y para el mantenimiento de la masa 6sea durante la vida adulta
(162,164). En este contexto, un vinculo entre el desarrollo puberal y el sistema

esquelético se conoce desde hace mucho tiempo.
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De hecho, los estudios han demostrado que las concentraciones de marcadores de
formacion ésea alcanzan su maximo durante el crecimiento puberal y disminuyen

durante la pubertad tardia (164-169).

Los marcadores Oseos circulantes o excretados en orina son significativamente
afectados por factores fisioldgicos (edad, sexo, velocidad de crecimiento, estado
nutricional y pubertad) y patolégicos (prematurez, deficiencia de la hormona del
crecimiento, desnutricion, malabsorcion, deficiencia de vitamina D y enfermedad
0sea metastasica) especialmente en nifios que, en comparacion con adultos, han
elevado draméticamente las concentraciones de marcadores 6seos debido a la alta
velocidad de crecimiento esquelético y el rapido recambio éseo (135,170,171). La
evaluacién bioquimica de los marcadores del recambio 6seo puede ser importante
en el diagnéstico, el prondstico y el tratamiento de la enfermedad del metabolismo
0seo (172). Estos marcadores pueden evaluarse en muestras de suero y orina. En
comparacion con los adultos, en los nifios, es dificil recolectar muestras confiables
en serie, especialmente a partir de recolecciones completas de orina en el tiempo.
Para ajustar esos datos, a menudo se normalizan y se informan como proporcion
de analito/creatinina (135). Esta relacién en si misma esta limitada por una variacion
bioldgica considerable y un cambio en los niveles de creatinina con la edad a medida
gue aumenta la masa muscular (165). Por esta razén, es preferible medir

marcadores bioquimicos 6seos en muestras de suero.

En adultos, FAO es una herramienta de diagndstico mas sensible que la actividad
FAT; un pequefio aumento es facilmente detectable y sefiala la existencia de una
posible patologia (173). En los recién nacidos de muy bajo peso al nacer, los niveles
de FAT y FAO aumentan de manera similar después del nacimiento, pero ninguno
predice la tasa de aumento en el contenido mineral éseo (174). En nifios vy
adolescentes en rapido crecimiento, la FAO aumenta hasta la pubertad media y

disminuye en la pubertad tardia (en nifias, después de la menarquia) (Figura 10),

50



Introduccién

pudiendo observar que las mujeres tuvieron sus niveles pico de FAO en suero
durante la pubertad unos 2 afios antes que los hombres (175,176), coincidiendo con
el estadio Tanner Il (11-12 afios de edad) en niflas y el estadio Tanner Ill (13-14

afnos de edad) en nifios (131).

En las niflas en pubertad, la FAO es aproximadamente 10 veces mayor que los

valores de adultos, mientras que la FAT es 5 veces mayor (177).
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Figura 10. Niveles de FAO en nifios normales (circulos rellenos) y femeninos
(circulos vacios) en funcién de la edad.

Adaptado de Tobiume H, et al. Serum bone alkaline phosphatase isoenzyme levels in
normal children and children with growth hormone (GH) deficiency: a potential marker for
bone formation and response to GH therapy.

J Clin Endocrinol Metab. 1997 Jul;82(7):2056-61.

En un estudio realizado por Gennai |. et al. (178) se determinaron niveles de FAO
en 1502 nifios de entre 6 meses a 16 afios de edad (686 mujeres y 816 varones)
durante un periodo de seis afios. Se estudio el efecto de la edad, el sexo, la pubertad
basado en la evaluacion del estadio de Tanner. En el sexo masculino, se pudo
observar una diferencia significativa entre el estadio | y los otros estadios de Tanner

(p <0.001) para la FAO.

Las concentraciones mas altas para ambos marcadores se pueden encontrar en la

etapa lll. En ambos sexos se pudo observar una diferencia significativa entre el
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estadio | y los otros estadios de Tanner (p <0.001) para la FAO. A diferencia de los
hombres, las concentraciones mas altas se pudieron encontrar antes en los estadios
II'y lll. Las concentraciones mas bajas se pudieron observar para el estadio | en
hombres y para el estadio V en mujeres. Se pudo observar un aumento significativo
para FAO en ambos sexos en Tanner Il y Ill, con una disminucién en el estadio IV

en las mujeres, coincidiendo con lo anteriormente expuesto.

Otro marcador de formacion 6sea estudiado ha sido la osteocalcina, que se ha
investigado durante la pubertad y el crecimiento puberal en humanos previamente:
se han descrito concentraciones méaximas de osteocalcina en adolescentes en los
estadios lll (edad 11-12,5 afios) y IV (edad 12,5-14 afios) de Tanner en ambos sexos

(167,179,180) (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de OC en nifios y nifias normales en funcion de la edad.

Adaptado de Marazuela M, et al. Serum bone Gla protein as a marker of bone turnover in
acromegaly. Calcif Tissue Int. 1993 Jul 1;52:419-21.

Van Coeverden M. et al. (181), realizan determinaciones de marcadores de
remodelado 6seo, siendo uno de ellos la osteocalcina. La poblacién de estudio fue

de 155 nifios sanos (12,0 + 1,5 afios; rango de edad 8,8 - 15,7 afios) y 151 nifias
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sanas (11,2 + 1,6 afios; rango de edad 8,2 - 14,0 afios). El nivel maximo observado
de OC en nifios se encontré en el estadio IV y en nifias en el estadio Ill. El aumento
de OC desde la pre pubertad o estadio | hasta el valor maximo fueron significativos
en ambos sexos. Desde los valores pico hasta el final de la pubertad, se observa

una disminucion significativa en las nifas.

Recientemente se ha descubierto que la osteocalcina estimula la produccién de
testosterona en células de Leydig en un modelo de ratdon, lo que implica que la
osteocalcina desempefia un papel no solo en el crecimiento puberal (166) sino
también en el desarrollo puberal masculino (162,182). Aunque los niveles de
osteocalcina cambian durante el desarrollo puberal femenino, no parece existir una
influencia similar de la osteocalcina sobre el desarrollo gonadal y la expresion

hormonal en las mujeres (167,183).

La OC también exhibe efectos metabdlicos: mejora de la secrecion de insulina del
pancreas, mejora de la sensibilidad sistémica a la insulina, en particular en el
musculo esquelético, ademas de la estimulacién de la actividad endocrina global de

la célula de Leydig mencionada anteriormente.

El marcador de formacién 6sea P1NP fue estudiado por Lehtonen M. et al. (168),
en 155 nifias caucasicas en rango de edad de 9-15 afios. Los resultados mostraron
las concentraciones mas elevadas entre las nifias preplUberes y en la pubertad

temprana y disminuyeron en la pubertad tardia.

Van Coeverden M et al (181), también realizaron determinaciones de P1NP,
observando los mismos resultados que para la osteocalcina. Pico maximo en el
estadio IV para nifios y en el estadio Ill para nifias. Aumento desde la prepubertad
o estadio | hasta el valor maximo con significacion estadistica en ambos sexos.
Desde los valores pico hasta el final de la pubertad, se observa una disminucién

significativa en las nifias (Figura 12).
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Figura 12. Niveles medios (x SD) de los marcadores de P1NP en las cinco
etapas puberales en nifios y nifias.

Adaptado de Van Coeverden et al. Bone metabolism markers and bone mass in healthy
pubertal boys and girls. Clin Endocrinol (Oxf). 2002 Jul;57(1):107-16.

Buzi F. et al (184), abordan en su estudio la determinacion de los niveles de OPG
en una poblacién de 46 nifios sanos (21 nifios y 25 nifias) comprendidos en el rango
de edad de 1 a 14 afos con un predominio entre las edades de 7 a 12. La
concentracion media de OPG en el grupo como un todo fue de 4,05 pmol/L (DE
1,63); el valor medio de OPG en nifios fue de 4,24 pmol/L (DE 1,63) y de 3,89 pmol/L
(DE 1,26) en las nifas, sin diferencias significativas entre sexos. No se encontraron
diferencias en los niveles de OPG entre los sujetos prepuberes (n = 41) y puberales
(n = 5), aunque estos ultimos fueron demasiado pocos para sacar conclusiones a
este respecto. Las concentraciones seéricas de OPG disminuyeron
significativamente con la edad (r = -0,5, P <0,01); en particular, podriamos distinguir
visualmente dos grupos de edad que parecian diferir significativamente: los nifios
de 1-4 afios mostraron niveles de OPG = 5 pmol/L en mas del 50% de los casos,
mientras que en los nifios mayores solo en el 6% fueron niveles de OPG mayor que
5 pmol/L (Figura 13). Esta diferencia se confirmé mediante una prueba t entre los
dos subgrupos, que mostré niveles de OPG significativamente mayores en nifios de

1 a 4 afos (5,87 + 2,22 frente a 3,55 = 0,97; p <0,01).
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Figura 13. Correlacién entre las concentraciones séricas de OPG y la edad en
sujetos normales.

Las lineas punteadas separan los niveles de OPG <5 y = 5 pmol/L y las edades <4y
2 4 afos.

Adaptado de Buzi F, et al. Serum osteoprotegerin and receptor activator of nuclear factors
kB (RANKL) concentrations in normal children and in children with pubertal precocity,
Turner’s syndrome and rheumatoid arthritis. Clin Endocrinol (Oxf). 2004 Jan;60(1):87-91.

OPG es secretada por las células osteoblasticas y se expresa en una amplia
variedad de células y tipos de tejidos. Actlla como un receptor sefiuelo soluble que
evita la union de RANKL a RANK, OPG inhibe la diferenciacién y activacion de los
osteoclastos, y estimula la apoptosis de los osteoclastos. Numerosas citoquinas y
hormonas (TGF-B, PTH, vitamina D, glucocorticoides y estrogenos) ejercen sus

efectos sobre la osteoclastogénesis regulando la produccion de OPG (184).

B-CrossLap o CTX-1 es un marcador de resorcion 6sea muy estudiado. Los péptidos

de colageno tipo | estan presentes en la forma madura del colageno.

En el proceso de degradacion Osea, el telopéptido C-terminal del colageno tipo |
(CTX) se libera a la circulacién (185). La pubertad es un momento de grandes

aumentos en la masa 6sea durante un periodo relativamente breve.
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El en estudio anteriormente mencionado de Gennai I. et al (178), también se
realizaron determinaciones de CTX-1 ademds de FAO. Las concentraciones mas
altas de CTX-1 se pueden encontrar en el estadio 1l para las nifias y antes en nifios,
en el estadio Il y Ill. Se observan diferencias significativas entre el estadio | y los
otros estadios de Tanner en ambos sexos (p<0,001). Las concentraciones mas
bajas se pudieron observar para el estadio | en nifios y para el estadio V en nifias.
Se pudo observar un aumento significativo tanto para CTX-1 en ambos sexos en

Tanner Il y Ill, con una disminucion en el estadio IV en nifias (Figura 14).
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Figura 14. Diagrama de puntos con curvas de referencia para las
concentraciones de CTX-1 en funcion de la edad y el sexo.

Las curvas representan el percentil 50 (lineas rectas) y el percentil 10 y 90 (lineas
punteadas).

Adaptado de Gennai |, et al. Age- and sex-matched reference curves for serum collagen
type | C-telopeptides and bone alkaline phosphatase in children and adolescents: An
alternative multivariate statistical analysis approach.

Clin Biochem. 2016 Jul;49(10-11):802-7.

Otros marcadores de resorcion 6sea, como la PTH y 1,25 OH vitamina D fueron
estudiados por Deboer MD. et al. (186). Los datos mostraron un aumento
compensatorio en los niveles de PTH en respuesta a la captaciéon de calcio durante

los periodos de acumulacion 6sea maxima, lo que aumenta la produccién de 1,25

56



Introduccién

OH vitamina D para promover la absorcion de calcio. Hasta donde sabemos, este
es el primer estudio que examina las asociaciones entre la PTH y los niveles 1,25
OH vitamina D y la acumulacién 6sea. Estos datos tienen implicaciones para la
interpretacién de las elevaciones leves de los niveles de PTH durante la pubertad y

para los estudios de los requerimientos de calcio durante el crecimiento (186).

Y es conocido que la vitamina D o 25 OH vitamina D, es un factor dietético esencial
necesario para la mineralizacién normal del tejido osteoide. La suplementacion con
vitamina D, incluso cuando se administra durante la infancia, se ha asociado con un

aumento de la DMO en nifios prepuberes (187).

Las citoquinas proinflamatorias como las IL-6 y el TNF-a, pueden afectar al
crecimiento de los nifios afectados de enfermedades crénicas, como la FQ,
actuando sobre el cartilago de crecimiento y también a la ingestion de nutrientes,

por su poder anorexigeno.

1.4 DENSITOMETRIA OSEA

1.4.1 ESTUDIO CON DEXA. BASES FiSICAS
Caracteristicas técnicas del examen

Densitometria radiolégica de doble energia (Hologic QDR Explorer series
Bone Densitometer)

La densitometria radiol6gica de doble energia es el método que ha alcanzado mayor
difusion para cuantificar la masa 6sea. Se han utilizado diversas siglas para su
denominacién derivadas de la sinonimia empleada en la literatura y por los
fabricantes: Dual X-ray absorptiometry (DXA), dual energy X-ray absorptiometry

(DEXA), Quantitative digital radiology (QDR).
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Principio de funcionamiento:

Los diferentes densitdbmetros DEXA existentes se basan en el mismo principio:
generacion de una imagen digitalizada en funcion de la atenuacion de dos haces
colimados de rayos X de alta y baja energia: uno es absorbido por las partes blandas
y el otro por el hueso. Detecta la absorcion de cada uno de ellos al atravesar al
paciente. Aunque existen diferencias en tipo de filtros, nimero de detectores y
emisores de rayos X, sistema de calibracién y algoritmos para la seleccion de areas
de interés, son estos dos ultimos los responsables de que no sean absolutamente

equiparables los valores obtenidos por los diferentes densitdmetros.

El proceso matemético mediante el cual se calcula la DMO, se inicia con la
diferenciacién del tejido 6seo respecto al blando (diferencial de la captacion del haz
de baja y alta energia), determinacién del area explorada (cm?), determinacion del
CMO (g) y con el cociente de ambos se obtiene la densidad por unidad de superficie

(DMO, g/lcm?).

El densitometro consta de: a) Unidad de exploracion, integrada por tubo de rayos X,
un sistema de deteccion de radiaciones gamma (que se desplazan
sincronizadamente a lo largo de la superficie de exploracion donde se sitta el
paciente), un ordenador encargado de gobernar el sistema, producir la digitalizacion
y analisis de imagen vy, finalmente aportar los datos densitométricos; b) Consola de
control provista de monitor de visualizaciéon de imagenes, teclado de control del

ordenador con videoimpresora y un sistema de conservacion de datos.

El sistema de rayos X esta formado por un tubo emisor que emite de forma pulsétil
2 haces de 100 y 140Kev colimados. El sistema de generacién de imagen se basa
en una escala digital proporcional al contaje de radiacion efectuado por los cristales
de CdWO4 (CWO: tungtato de cadmio, cristal transparente que emite luz cuando es
alcanzado por rayos gamma y rayos X, haciéndolo atil como detector de radiacién

ionizante) que posteriormente se refleja en pantalla en una escala de blanco-grises.
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El procedimiento operativo se inicia con la colocaciéon del paciente en decubito
supino sobre la unidad de exploracién, desprovisto de cualquier objeto metalico
sobre las areas a explorar. En el caso de la exploracion de la columna lumbar se
corrige la lordosis de la misma mediante la elevacion de los miembros inferiores
(caderas y rodillas flexionadas) sobre un soporte de goma espuma, con una

angulacién de 45° del fémur respecto al plano de exploracién (Figura 15) (188).
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Figura 15. Posicién del paciente: columna lumbar.

Adaptada de Lorente RM, et al. Absorciometria con rayos X de doble energia.
Fundamentos, metodologia y aplicaciones clinicas. Radiologia. 2012;54(5):410-423.

Una vez colocado el paciente, se sitla el eje fuente-detector en la perpendicular a
la 52 vértebra lumbar (unos 2-3 cm debajo del ombligo) con la ayuda de un
localizador provisto de una emisién laser. Se determina el campo de exploracién de
unos 15-20 cm de largo y 10-15 cm de ancho, en funcién del tamafio del paciente,
y se efectia un barrido en lineas (0.5 lineas/mm) con una resolucién de 1mm vy

velocidad de barrido de menos de 21mm/s (tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas de “Hologic Explorer QDR series Bone

Densitometer”.

CARACTERISTICAS

HOLOGIC EXPLORER QDR

OBSERVACIONES

42 generacion, sistema

multidetectores consistente en

Mejora la precision, rapidez y la

Fuente cristales de CdW04 acoplados a ) )
] o calidad de la imagen
diodos de silicio.
(Fan beam o haz de abanico)
Detectores 64

Control de calidad

2 minutos con representacion

gréfica de resultados

Permite al operador evaluar la
precision y la estabilidad del

equipo.

HOLOGIC usa un sistema de
calibracion interna mediante la

Cuerpo completo

403s - 0,012 mGy

Cilindro de Calibracion continua, interna 'y .
] » » comparacion de los valores
calibracion automatica . i
conocidos del estandar con los
desconocidos del paciente.
Precision in vivo:
Columna 0.76%
Cadera 0.91%
Antebrazo 1%
Cuerpo completo 1%
Columna lateral 1%
Tiempo de scan-
exposicion:
90s - 0,07 mGy
Columna
90s - 0,07 mGy
Cadera
30s - 0,05 mGy
Antebrazo

Area util 195cm x65cm
Permite mejor diferenciacion
Energias Rx 140/100 entre tejido 6seo y tejidos
blandos
Enfriamiento tubo No precisa

Imagen

Dual y mono energias

Puede elegirse que forma de

mostrar la imagen se prefiere.

En la actualidad, existen otras técnicas no invasivos para evaluar la masa 6sea en

diferentes areas esqueléticas. Cada una es mas sensible que la radiografia
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convencional para detectar déficits en el mineral 6seo. Los métodos varian en costo,
velocidad de medicién, exposicién a la radiacién ionizante y regiones del esqueleto
que se pueden escanear. Entre éstas técnicas se encuentran, los sistemas de
ultrasonidos cuantitativos (QUS), la tomografia computarizada tridimensional (QCT,
por sus siglas en inglés, Quantitative Computarized Tridimensional Tomography) y
la resonancia magnética (MRI, siglas en inglés Magnetic Resonance Imaging). Los
parametros que mide QUS son la atenuacion de la amplitud de onda o BUA
(Broadband Ultrasound Attenuation) a través del hueso y la velocidad de trasmision
0 SOS (Speed of Sound) a través del hueso. Sin embargo, la técnica es menos
precisa que el DEXA, sélo puede usarse en el esqueleto periférico y existen menos
datos de referencia pediatricos que para el DEXA (189,190). La tomografia
computarizada cuantitativa mide la densidad 6sea volumétrica, distingue entre
hueso cortical y trabecular, y puede utilizarse para evaluar el esqueleto central y
periférico (191,192). No obstante, el QCT generalmente esta menos disponible para
uso clinico, cuesta mas, requiere una exposicion a la radiacion aproximadamente
10 veces mayor que la de DXA y las bases de referencia pediatricas también son
mas limitadas que para DXA (192). La resonancia magnética es capaz de examinar
tanto la geometria de la estructura 6sea como la masa 0sea en nifios. Y al igual que

con la QCT, la técnica es mas costosa y hay una falta de datos normalizados (193).

Por todo esto, ha sido la DEXA (prueba empleada en esta tesis) la técnica de
referencia para el estudio de la masa ésea en la actualidad. El interés en la utilidad
clinica de la DMO basada en DXA se ha incrementado en los nifios en los ultimos
afios, debido a que un namero creciente de estudios pediatricos ha mostrado una
relacion clara entre la baja DMO y el riesgo de fracturas vertebrales (194-196) y no
vertebrales (197). Es el método preferido para las mediciones clinicas de la
densidad 6sea en nifios debido a su disponibilidad, reproducibilidad, velocidad, baja

exposicion a la radiacion ionizante y datos robustos de referencia pediatrica (198).
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1.4.2 PARAMETROS, VALORES DE REFERENCIA E INTERPRETACION DE

RESULTADOS

Parametros de medida de la masa 6sea

- BMM (Bone mineral mass) o BMC (Bone mineral content): Cantidad de hueso
mineralizado (CMO) expresado en gramos.

- BMA (Bone mineral area mass): Cantidad de hueso mineralizado por unidad de
area expresado en g/cm2 (en la practica se utilizan las siglas DMO (Densidad
mineral 6sea) o BMD (Bone mineral density) para expresar la BMA, también
llamada densidad mineral 6sea aparente.

- BMD (Bone mineral density): Cantidad de hueso mineralizado por unidad de
volumen expresado en g/cm3 (s6lo es capaz de medirlo la Tomografia

computerizada cualitativa o QCT).

Valores de referencia

Ademas de medir la masa 6sea de un determinado individuo en términos absolutos
permite la comparacién de ésta con valores de referencia poblacionales. El equipo
dispone de una extensa base de datos en linea de valores de referencia incluidos
con Explorer que simplifica la interpretacion de los estudios. Incluye datos de
referencia que coinciden con las caracteristicas étnicas que permiten la
personalizacion de los valores de referencia del usuario a la poblacién local de
pacientes. Los datos de referencia de cadera se basan en NHANES (National Health
and Nutrition Examination Survey), de acuerdo con los criterios de estandarizacién.

Y también posee base de referencia pediatrica.

Permite la realizacion y aplicacion de base de datos propia.

En el informe se presentan ademas de los datos biograficos del paciente, el
coeficiente de variacion, los datos del area, contenido mineral 6seo (gramos) y de

densidad 6sea (g/cm?), la representacién grafica de su comparaciéon con pico de

62



Introduccioén

masa 0sea de adultos jévenes (T-score) y comparacion con personas sanas de su

misma edad y sexo (Z-score).

Interpretacion de resultados

La DMO es un parametro biolégico que sigue una distribucién continua en el que
resulta dificil establecer un punto de corte a partir del cual pueda hablarse de una
situacion anémala o patoldgica y que permita predecir la aparicion de fracturas

osteopordticas y por tanto un umbral de tratamiento.

Escala T (T-score)

La comparacion se establece entre la masa 6sea (MO) individual y la MO de adultos
jovenes (20-35 afios) y sanos del mismo sexo. Esta puntuacién se expresa en forma
de porcentaje y de numero de desviaciones estandar (DE) en que ese valor se
separa de la media de la MO de los valores de referencia. Se obtiene a partir de la
MO del paciente menos el valor medio de la MO en los adultos jévenes dividido por
la DE de la MO (DEwmo) de los adultos jévenes del mismo sexo (199,200). El objetivo
del T-score para adultos no es proporcionar una comparacion con la edad, sino
estimar la pérdida de hueso en relacion con la densidad méaxima (201,202).

MO Paciente — Valor medio MO adultos jévenes

T-score= — -
DEy o de adultos jévenes del mismo sexo

Escala Z (Z-score)

La comparacion se establece entre la MO individual y la MO de individuos de la
misma edad y sexo. Esta puntuacion se expresa en forma de porcentaje y de
namero de DE en que ese valor se separa de la media de la MO de los valores de
referencia. Se obtiene a partir de la MO del paciente menos el valor medio de la
MO de individuos de la misma edad y sexo dividido por la DE de la MO de la
poblacién sana de la misma edad y sexo (199,200,203).

MO Paciente — Valor medio MO poblaciéon misma edad y sexo
DEyo de la poblacion sana de la misma edad y sexo

Z-score=
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Varios estudios prospectivos y metaanalisis muestran que existe un incremento
global del riesgo de fractura por cada descenso en una DE en la normalidad de la
medicion de DMO, estimado entre el 50 y 150% segun el lugar de medicién. Sin
embargo, otros factores de riesgo pueden aumentar el riesgo en magnitudes

similares o superiores, siendo necesario evaluarlos en todos los casos (204-207).

143 OSTEOPOROSIS

Definicién

La osteoporosis generalmente se ha considerado una enfermedad adulta, pero cada
vez hay mas pruebas de que sus raices se encuentran en la infancia. La
osteoporosis, que es sintomatica durante la infancia, estd emergiendo como un
problema recientemente reconocido entre poblaciones especificas en riesgo. Por lo
tanto, cada vez es mas evidente que los factores infantiles, como la dieta, el estilo
de vida, las enfermedades cronicas y los medicamentos, pueden tener un impacto
importante a corto plazo en la salud ésea y un efecto sostenido en el logro de la
masa 6sea maxima, con el potencial para la morbilidad a largo plazo en la edad

adulta (207).

Clasicamente, la osteoporosis se ha definido como una enfermedad esquelética
sistémica caracterizada por una baja masa 6sea y un deterioro microarquitectonico
del tejido 6seo, con el consiguiente aumento de la fragilidad 6sea y la susceptibilidad
a las fracturas (208). La definicion propiciada por la OMS en 1994 considera que se
padece osteoporosis densitométrica cuando la medida de la densidad mineral 6sea
es igual o esta por debajo de —2,5 desviaciones estandares (T-score < -2,5 DE)
respecto de la media de DMO durante el pico de masa 6sea, y que existe
osteoporosis establecida cuando, ademas de reunir el criterio anterior, ya se ha
producido la fractura por fragilidad (209). Se habla de osteopenia cuando el valor de
DMO se encuentra entre —1,0 y —2,4 desviaciones estandares. Dicha medida se

establece con la determinacion de la densidad 6sea después de realizar una
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densitometria en columna lumbar y en cuello femoral, respecto a la desviacién

estandar de las efectuadas durante el pico maximo de DMO.

La definiciéon de la OMS ha quedado superada, ya que sdélo hacia referencia a la
DMO obtenida en una densitometria, un marcador de cantidad de hueso, pero
insuficiente para medir calidad 6sea, definiéendola como “enfermedad esquelética,
caracterizada por una disminucién de la resistencia 6sea que predispone al paciente
a un mayor riesgo de fractura” y donde la calidad ésea cobre su relevancia. Cada
vez cobra mas importancia la estructura 6sea (tanto micro como macroscoépica), la
fisiologia (es decir, el remodelado 6seo) y los microtraumatismos a los que se
expone el hueso, en contraposicion a la masa Gsea, factor primordial pero no unico

en la produccién de un hueso fragil.

Segun las directrices de la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica (ISCD)
en 2013, el diagndstico de osteoporosis en nifios y adolescentes no deberia basarse
unicamente en el valor de la DMO. El término “osteopenia” no deberia aparecer en
un informe, al igual que el término “osteoporosis” sin un historial significativo de
fracturas (= 2 para la edad de 10 afios o = 3 para la edad de 19 afios). “ Baja masa
O0sea o densidad mineral 6sea” es el término recomendado en pediatria para

informar valores de Z scores <-2 DE (210).

Para los adultos, las evaluaciones clinicas del estado 6seo se basan en la DMO,
definida como la relacion entre el contenido mineral 6seo y la imagen bidimensional
proyectada del area ésea. El tamafio y la geometria del esqueleto adulto permanece
relativamente estable durante muchos afos; por lo tanto, el area 6sea permanece
relativamente constante para el individuo. DMO tiene una varianza menor que CMO;
por lo tanto, ha evolucionado como el pardmetro éseo para evaluar las condiciones
anormales. Este enfoque en la normalizacion de CMO es inadecuado para su uso
en nifios, porque tanto CMO como el area désea estan cambiando durante el

crecimiento (211). Sin embargo, la capacidad de obtener escaneos mediante DXA
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en nifios en pocos minutos con buena precision (212,213) ha contribuido a su
creciente uso clinico en pediatria. Para la medicién de la columna vertebral,

generalmente se proporciona un Z Score coincidente con la edad.

Umbrales diagnésticos

Existen diferentes puntos de vista sobre la delimitacion de niveles de normalidad de
la medicion de DMO, dado que el proceso de deterioro del tejido 4seo y la historia
natural de la enfermedad se desarrollan de forma paulatina, sin hacerse
clinicamente manifiesta hasta las fases finales. Por una parte, algunos autores
consideran que la pérdida de masa Osea es parte del proceso normal de
envejecimiento y que soélo puede considerarse patoldgica en casos muy especificos
(214). Por otro lado, la opinién generalizada es que la pérdida de masa 6sea con la
edad puede evitarse y que los valores deberian mantenerse lo mas proximos posible

a los maximos alcanzados entre los 20-30 afios (154).

Este es el criterio seguido en la actualidad por la mayoria de autores y
organizaciones, siguiendo la definicion del informe de la OMS antes comentado.
Osteopenia y osteoporosis se definen comparando la densidad 6sea de un individuo
con la media de una poblacion de referencia de mujeres jovenes sanas y de raza
blanca, mediante la puntuacién T (nUmero de desviaciones estandar en que se

diferencia de la media), segun los valores expresados en la siguiente (tabla 7).
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Tabla 7. Definiciones de la OMS de Osteoporosis y Osteopenia.

Valor de la densidad 6sea en relacion ala
Clasificacion media de una poblacién de referencia de

adultos jovenes

Normal T-score >-1DE
Osteopenia T-score <-1,>-2.5DE
Osteoporosis T-score <-2.5DE

Osteoporosis clinica o establecida T-score < -2.5DE + fractura no traumatica

La Organizacion Mundial de la Salud define la osteoporosis en adultos mayores
sobre la base de baja DMO en relacién con las normas para adultos jovenes sanos
(209). Esta definicion no debe aplicarse a nifios y adolescentes porque aun no han
llegado al pico de masa 6sea y porque no se ha establecido un "umbral de fractura”
para la DMO en pacientes mas jovenes. Esto refleja el hecho de que la puntuacion
en DE de la DMO para la edad (puntuacién Z) varian dependiendo de los datos
normalizados pediatricos (215). Ademas, las fracturas por fragilidad pueden ocurrir

a pesar de los valores de DMO dentro del rango normal para la edad (216).

La definicién de osteoporosis pediatrica segun la ISCD, incluye un umbral de DMO
de <-2 DE junto con un historial de fracturas clinicamente significativo. La excepcion
a esto es la presencia de una fractura vertebral de bajo trauma, en cuyo caso los
criterios de umbral de DMO no se aplican (210). La eleccién de la base de datos de
referencia debe hacerse en funcion del tamafio muestral, sexo, edad, etnia de la

poblacion de referencia, asi como el lugar de medicion.

En un estudio realizado por Gafni R at el. (217) se aborda el sobrediagnéstico de
osteoporosis en nifios por una mala interpretacion del DEXA. Se exponen como
errores de diagnostico de osteoporosis los siguientes: 1) El mas frecuente, el uso

de T-score en lugar del Z-score. 2) Nifios inusualmente grandes o pequefios para
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su edad donde los datos normalizados por edad pueden no ser apropiados. La DMO
regional medida por DEXA puede ser anormalmente baja en un nifio con estatura
baja simplemente porque los huesos son mas pequefos, a pesar de que la DMO
volumétrica es normal. En esta situacion, la baja DMO del area puede ser
artefactual, y sus consecuencias clinicas no estan claras (218). De manera similar,
la pubertad retrasada puede llevar a una aparente baja DMO porque los esteroides
sexuales aumentan el tamafio del esqueleto y, por consiguiente, la DMO del area.
Sin embargo, los esteroides sexuales también tienen un efecto directo en el
recambio 6seo, aumentando la DMO volumétrica de algunos huesos (219,220). Por
lo tanto, la pubertad tardia podria considerarse una causa de DMO volumétrica leve,
reversible (221) disminuida. Se han propuesto varios métodos para corregir la
variabilidad en el tamafio del hueso y el inicio de la pubertad, incluida la
interpretacion de DEXA para la edad 0sea, la edad de talla o la etapa puberal
(218,222); utilizando modelos matematicos para estimar la DMO volumétrica. La
utilidad de estos métodos para la atencién clinica sigue siendo controvertida. 3) El
uso de bases de datos de referencia pediatricas que no diferencian entre nifios y
nifias. La DMO normal de nifios y nifias difiere, sobre todo en la pubertad temprana.

4) Otro error de interpretacion es el resultado de un mapa 6seo inexacto.

Segun la guia europea de mineralizacién 6sea en fibrosis quistica (31), la DXA, es
actualmente el método estandar para medir el CMO y la DMO en personas con FQ.
La columna lumbar se muestra como lugar de medicién para la DMO en pacientes

menores de 20 afos.

144 RELACION DENSIDAD OSEA Y FRACTURAS

Evaluacion global del riesgo de osteoporosis y fractura

En los ultimos afos, se ha progresado mucho en la comprension del papel de la
baja densidad mineral 6sea en la génesis de la fractura osteopor6tica. Sabemos que

las fracturas pueden aparecer en sujetos sin criterios densitométricos de
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osteoporosis y, a la inversa, muchos pacientes con criterios densitométricos de

osteoporosis no sufren fracturas. El diagnéstico y el tratamiento de la osteoporosis

debe establecerse a partir de una valoracion integral del riesgo de fractura y no

sobre la medida aislada de la DMO (223-226).

Algunos de los principales determinantes del riesgo de fracturas se muestran en la

tabla 8:
Tabla 8. Factores de riesgo de fractura.
RIESGO ALTO RIESGO MODERADO
(R. relativo > 2) (R. relativo 1 a 2)
Edad Diabetes
Antecedentes personales de fracturas | Tabaquismo
Parcial o osteoporéticas. Antecedente familiar | Incapacidad para levantarse de
totalmente de fractura de fémur una silla

independientes de
DMO

Bajo peso corporal (IMC < 20)
Glucocorticoides (= 3 meses con 27,5
mg/dia de prednisona)

Recambio 6seo elevado (MRO)

Ingesta elevada de alcohol (= 3
medidas al dia)
Hipertiroidismo

Dependientes de
DMO

Hipogonadismo en el varon
Hiperparatiroidismo 1°
Anorexia nerviosa
Inmovilizacion prolongada

Sindrome de malabsorcién

Sexo femenino

Menopausia precoz (< 45 afos)
Amenorrea 12y 22

Artritis reumatoide

Déficit de vitamina D

Ingesta baja de Calcio (< 500-850
mg/dia)

Adaptado del Comité de la SEIOMM (Sociedad Espariola de Investigacion Osea y
Metabolismo Mineral). Guias de préctica clinica en la osteoporosis posmenopausica,
glucocorticoidea y del varon. Rev Osteoporos Metab Miner. 2009;1(1).

El factor mas predictivo del desarrollo de fracturas es la determinacion de la DMO

(223,224,227), no obstante estos factores de riesgo mencionados anteriormente

(tabla 8), como la edad, los antecedentes personales o familiares de fractura, son

de gran importancia en prediccion del riesgo de fractura (223,227,228).
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La OMS desarroll6 un algoritmo de prediccion de riesgo de fractura absoluto a 10
afos (FRAX®). Este se encuentra disponible desde 2008 y esta basado en factores
de riesgo predictivos y ajustado por la tasa de fracturas osteoporoticas de diferentes
paises, entre ellos el nuestro. Ademas ese calculo también puede hacerse sin
conocer el valor de DMO y con una simple serie de datos clinicos. Y mas reciente,
profesores de estadistica de la Universidad de Nottingham publicaron otro modelo
de calculo de riesgo absoluto de fractura a 5 o 10 afios (QFracture™) desarrollado
y testado en el ambito de la atencion primaria de Inglaterra y Gales (229). Incluye
un mayor nimero de antecedentes médicos y no usa la DMO. Aunque dichos
modelos no estan exentos de criticas por su imprecision en algunas poblaciones,
supone un avance a la hora de dar un valor absoluto que es mucho mas informativo
para los pacientes y para médicos no expertos en osteoporosis que conceptos como
el T Score, el gradiente de riesgo o el riesgo relativo. También permiten estas
férmulas el célculo de los umbrales en los que determinadas intervenciones
diagndsticas (solicitar una densitometria, terapéuticas, iniciar un determinado

tratamiento) resultan coste-efectivas.

1.5 DENSIDAD MINERAL OSEA Y CANTIDAD MINERAL

OSEA EN NINOS Y ADOLESCENTES

151 CRECIMIENTO Y MINERALIZACION

La mineralizacién ésea muestra una tendencia al incremento progresivo desde el
nacimiento a la edad adulta. En este proceso es cuando hay un mayor aporte de
sales minerales a nivel 6seo (230,231). Los niveles de calcio y fosfato seran
determinantes criticos en el proceso de mineralizacion 6sea (232). Sin embargo, el
incremento de la mineralizacion es mucho mas rapido, entre los 0 y los 3 afios de
vida, y prosigue después a menor ritmo y de forma practicamente superponible en
ambos sexos, hasta aproximadamente los 10 afios, en los que claramente tienen

mayor DMO las nifias. Estudios longitudinales en ellas demuestran que la DMO
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tiene un incremento importante, tanto a nivel lumbar como femoral, de los 11 a los
14 afios, para enlentecerse hacia los 16 y practicamente cesar 2 afios mas tarde.
En los nifios, el periodo de méaxima mineralizacion es mas tardio, intenso y
prolongado (13-17 afios), se enlentece entre los 17 y los 20 afios a nivel lumbar y
medio femoral, y no varia en este ultimo periodo de la DMO del cuello femoral. Al
llegar al estadio puberal V, cuando el crecimiento es inferior a 1.cm/afio, todavia hay
ganancias en la DMO de los chicos, pero no de las chicas. Por lo tanto, hay una
importante diferencia sexual en los periodos de obtencion del pico de masa ésea

(233,234).

Existen, pues, 2 periodos que podriamos considerar criticos en la obtencion del pico
de masa 6sea: los 3 primeros afios de vida y la pubertad. Es muy probable que los
defectos en la mineralizacion surgidos durante el primero puedan ser compensados
mas adelante. Sin embargo, es posible que las interferencias que se presentan
durante la pubertad condicionen ya un riesgo real de osteoporosis, dificil de

compensar.

1.5.2 VALORES DE NORMALIDAD DE DMO EN NINOS

En la literatura podemos encontrar varios estudios dedicados a describir la DMO en
la poblacién infantil espafiola. En Sevilla se realizé un estudio por Moreno et al. (235)
donde se analizé la DMO en 282 nifios sanos (142 nifios y 140 nifias) de entre 2 y
14 afios de edad. De igual manera, en Catalufia se llevo a cabo otro estudio por Del
Rio et al. (236) en 471 nifios (de 3 meses a 21 afios), 256 nifios y 215 nifias, y en
Madrid se han realizado dos trabajos, uno por Marco et al. (237) con 351 nifios (de
6 meses a 20 afios), 184 nifios y 167 nifias, y otro por Armada et al. (238) con 246

nifos (2-20 afos).

Del Rio et al. (236) observaron en su estudio que tanto la CMO como la DMO
aumentan progresivamente desde la infancia hasta la edad adulta, y que los valores

medios fueron similares en ambos sexos hasta la edad de 9-10 afios, del mismo
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modo que ocurrié con la talla. Posteriormente y debido al crecimiento mas rapido
gue presentan las nifias (debido al desarrollo puberal mas adelantado), los valores
de DMO fueron superiores en las niflas que en los nifios hasta la edad de 14-15
anos. Ademas, los valores de DMO contindan aumentando en ambos sexos, incluso
después de alcanzar la estatura adulta: 15-16 afios en las niflas y 17-18 afios en los
nifios hasta los 21 afios. También se vio que lo valores de DMO en adultos eran
mayores en nifios que en niflas, como ocurre con la altura, existiendo ademas, una
correlacion positiva y estadisticamente significativa en ambos sexos entre los
valores de DMO, edad, talla y peso. Estos autores vieron que el incremento anual
de los valores de DMO fue mas elevado durante los tres primeros afios de vida y
disminuyd posteriormente hasta la pubertad, al igual de lo que acontecié con la
velocidad de crecimiento de la talla. Durante la pubertad también hubo incremento
de los valores de DMO (alcanzandose su maxima expresion en la pubertad tardia)
y con los estadios IV de Tanner, para continuar posteriormente con menor

intensidad durante la vida adulta.

El estudio determiné que los valores de CMO se correlacionaban mas con la altura
gue las cifras de DMO, y que los valores de la DMO reflejaban mucho mejor la

mineralizacion de la matriz ésea que los de CMO.

En el estudio realizado por Marco et al. (237) no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en las medias de DMO dentro de cada sexo por
grupo de edad y el inmediatamente superior. Las nifias presentaron unos valores
mas altos de DMO en los grupos de edad de 12-13 y 14-15 afios respecto a los
nifios. La variable sexo se objetivd que no interacciona con la edad. La CMO en
ambos sexos por grupos de edad tampoco se demostrd con diferencias
estadisticamente significativas. En este trabajo, se obtuvieron rectas de regresion
de DMO y CMO frente a edad para ambos sexos paralelas y con igual punto de

corte, es decir, coincidentes.
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En el estudio sevillano de Moreno et al. (235) se determind la relacion de la densidad
Gsea con la edad, peso y talla, siendo el peso el parametro que mas influia en la
DMO. Estos autores apreciaron diferencias significativas en las medias de densidad
Osea por sexos; con incremento de dicha variable con la edad en ambos sexos vy,
sin diferencias significativas entre los dos y los diez afios. Desde esta edad y hasta

los 14 afios, la densidad 6sea se vio mas alta en las nifias.

En el estudio de Del Rio et al. (236) la DMO registrada en la poblacién de estudio
fue mayor que en la muestra de Marco et al. (237) , excepto en los nifios de entre
10y 11 afios y las nifias entre 16 y 17 afios. En el trabajo catalan, los nifios entre 4
y 14 afios obtuvieron una puntuacion de 2-1,5 DE por encima del trabajo madrilefio.
Las nifias del grupo catalan alcanzan casi 1 DE mas sobre la madrilefia a los 13 y
14 afos, y algo menos a los 15. El estudio sevillano de Moreno et al. (235), se
observaron valores de Z positivos en los nifios hasta los 4 afios (incluso + 2 DE a
los 4 afios) y negativos de 5 a 10 afios, respecto al estudio madrilefio de Marco et
al. (237) (alcanzando - 1,5 DE a los 10 afios). Las nifias presentan unos valores de
Z positivos respecto al realizado en la comunidad de Madrid hasta los dos afios y
negativos respecto a este ultimo de dos a once afios, excepto a los 11 donde fue
positivo. En el trabajo de Armada et al. (238) se observaron unos valores de Z
negativos desde los 4 a los 13 afios, 0,5 DE a los 14 y —1 DE a los 16; en las nifias
el valor de Z fue negativo en todas las edades, excepto a los 10 afios que fue
practicamente cero DE, y —3 DE a los 16 afios, respecto a la poblacion de Moreno

et al. (235).

Podemos resumir de todo esto, que la densidad 6sea en la poblacién infantil
espafiola parece presentar variacion a nivel geogréfico entre las distintas

poblaciones analizadas, halldndose en la comunidad catalana las cifras mas altas.
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1.5.3 FRACTURAS OSEAS EN PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA

A diferencia de la pérdida 6sea observada en mujeres posmenopausicas, la pérdida
0sea en la poblaciéon con FQ comienza a una edad temprana y continda con el
envejecimiento. La enfermedad 6sea relacionada con la FQ se caracteriza por la

disminucion de la DMO y el aumento de las tasas de fracturas de bajo trauma (239).

Estudios longitudinales en pacientes con FQ han demostrado una acumulacion
subdptima de masa ésea en nifios y adolescentes (240), y pérdida prematura en

adolescentes y adultos jovenes (241).

Un metaanalisis de Paccou y col. inform6é de una prevalencia combinada de
fracturas vertebrales y no vertebrales del 14% (IC 95%, 7.8-21.7) y 19.7% (IC 95%,
6.0-38.8), respectivamente (242). La mayor morbilidad de las fracturas de costillas
y vertebrales en FQ resulta del dolor relacionado con la tos, el aclaramiento ineficaz
del esputo y la exacerbacion pulmonar. Otra consecuencia importante de la fractura
de bajo trauma es que es una contraindicacion relativa para el trasplante de pulmén

en algunos centros.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1  JUSTIFICACION

De la revision realizada de la literatura se comprueba que el aumento de la
supervivencia en los pacientes con FQ en las ultimas décadas precisa de nuevas
lineas de investigacidbn sobre &reas subestimadas hasta el momento. La
enfermedad ésea relacionada con la fibrosis quistica (CFBD) por sus siglas en
inglés, Cystic Fibrosis Bone Disease, es el resultado de un aumento de la longevidad
en estos pacientes durante las ultimas décadas. Aunque ha habido una clara
mejoria de la esperanza de vida, este aumento ha traido comorbilidades asociadas

que pueden afectar a la calidad de vida de los pacientes.

La salud 6sea de nifios y adolescentes se ha convertido en una preocupacion
médica cada vez mas importante. Existe un creciente reconocimiento de que la baja
masa 6sea y las fracturas pueden complicar varios trastornos cronicos genéticos y
adquiridos de la infancia. Las fracturas también son comunes en los jovenes sanos;
la incidencia maxima ocurre durante el crecimiento peripuberal (243). EI aumento
documentado del 35% al 65% de las fracturas infantiles comunes en las Ultimas 4
décadas ha generado preocupacién de que los estilos de vida actuales
comprometan la salud 6sea temprana (244). Por este motivo, los estudios que
implican a los nifios en edad temprana podrian revelar los origenes de la CFBD y

con ello cambiar la préactica clinica.

Es necesario por tanto, disponer de estrategias que permitan la prevencion, la

deteccién temprana y el tratamiento de la enfermedad 6sea.
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2.2 HIPOTESIS

1. La DMO est4 disminuida en pacientes con FQ, existiendo una relacion directa
entre los distintos pardmetros de evaluacion de la DMO de columna lumbar, y con

respecto a la edad y pardmetros antropométricos (peso, talla e IMC) y marcadores.

2. Los niveles séricos de marcadores de formacion dsea estan disminuidos en los
pacientes FQ frente a los controles, y existe una elevaciéon de marcadores de

resorcion 6sea en pacientes frente al grupo control.

2.3 OBJETIVOS

1. Analizar la frecuencia de la alteracion 6sea en pacientes con FQ.

2. Valorar la alteracion de la medicion de la DMO en funcién de las variables clinicas.

3. Evaluar las diferencias de biomarcadores inflamatorios y de remodelado 6seo
entre pacientes con FQ y sin FQ (controles) y valorar la contribucién de los

marcadores en la ocurrencia de CFBD en los pacientes FQ.
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3. METODO

3.1 DISENO Y DESARROLLO DEL ESTUDIO

La presente tesis doctoral se trata de un estudio observacional, prospectivo, de
casos y controles donde se analiza la densidad mineral 6sea y los marcadores de
remodelado 6seo en nifios con FQ (casos) y niflos sin FQ (controles). El presente
estudio es el resultado de una iniciativa de investigacion colaborativa entre la Unidad
de Metabolopatias y la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Universitario Virgen
del Rocio. Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica del Hospital

Universitario Virgen del Rocio.

Poblacion a estudiar
Se seleccionaron a los pacientes diagnosticados de FQ como casos y a sujetos sin
FQ como controles. El rango de edad de los pacientes en este estudio ha sido de >

6 afos hasta los 16 afios inclusive, de ambos sexos.

Los casos fueron diagnosticados por un test del sudor positivo (niveles de cloro en
sudor 260 mmol/L), junto con una clinica compatible y deteccién de 2 mutaciones

en gen CFTR.

Criterios de inclusion de los casos

1. Pacientes diagnosticados de FQ estables durante al menos 3 meses antes
del comienzo del estudio (sin infecciones pulmonares agudas recientes ni
toma de esteroides sistémicos).

2. Pacientes con FQ del area de Andalucia Occidental, atendidos en la Unidad
de Referencia de Fibrosis Quistica del Hospital Universitario Virgen del
Rocio con residencia en Andalucia.

3. Firma de consentimiento informado por los tutores legales.
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Criterios de exclusion de los casos:

1. Pacientes < 6 afios de edad.

2. Poseer algun implante metalico en el organismo que distorsiona los datos
obtenidos al realizar la densitometria.

3. Enfermedad o proceso que impida al paciente permanecer inmévil durante
un periodo breve de tiempo necesario para la realizacion de la
densitometria.

4, Situacién clinica como la inmovilizacion permanente o ingesta mantenida
de medicamentos que interfieran en la DMO como los glucocorticoides

sistémicos.

Los sujetos sin FQ seleccionados como controles sanos fueron reclutados de los
personas atendidos en consultas externas del mismo hospital. Abarcaron el mismo
rango de edad que los casos (>6 afios hasta 16 afios) y siendo de ambos sexos.

Los criterios de inclusion y exclusion para los controles sanos son los siguientes:

Criterios de inclusiéon de los controles:

1. Ausencia de enfermedades que puedan interferir en el metabolismo 6seo.

2. Sujetos que no estén tomando glucocorticoides sistémicos.

3. Recibidos en las consultas externas del Hospital Universitario Virgen del Rocio.

4. Firma de consentimiento informado por los tutores legales.

Criterios de exclusion de los controles:

1. Pacientes < 6 afios de edad.

Tamarfio muestral
El trabajo de seleccion de pacientes y recogida de muestras se ha llevado a cabo
durante el periodo de un afio desde la Unidad Clinica de Fibrosis Quistica del

Hospital Virgen del Rocio. No existe experiencia previa de suficiente consistencia
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que muestren datos previos para permitir una estimacién del tamafio muestral
necesario para evaluar los cambios en la DMO entre grupos. Por tanto, se ha
intentado recoger el maximo numero de pacientes posibles durante un afio,

intentando alcanzar los 50 pacientes y asi poder tener potencia estadistica.

Protocolo de actuacién

Tras la seleccion de los casos, se informé a los padres o representantes legales de
forma individualizada de la naturaleza y propésitos del procedimiento, beneficios,
riesgos, alternativas y medios con que cuenta el hospital para su realizacion. Esta
informacién ha sido tramitada tanto de forma oral como de forma escrita. Una vez
aclaradas las dudas, para satisfaccion de los derechos del paciente, como
instrumento favorecedor del correcto uso de los procedimientos diagnéstico y
terapéuticos y, en cumplimiento de la Ley General de Sanidad, los tutores legales
firmaron un formulario de consentimiento informado (anexo I) y se les entreg6 un

documento informativo (anexo II).

En el caso del grupo control, se procedié igualmente a informar de forma
individualizada de la naturaleza y propésitos del estudio, tras lo cual los tutores
legales firmaron un formulario de consentimiento informado (anexo Ill) y documento

informativo (anexo IV).

La informacién recogida fue la siguiente:

a) Variables demograficas

- Edad
- Sexo
- Talla
- Peso
- IMC

- Grado de insuficiencia pancreatica en los pacientes con FQ
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- FEV:1: Volumen expiratorio forzado en el primer minuto (para valorar
la funcion pulmonar).

- Genotipo

b) Variables clinicas

- Concentracion sérica de marcadores de formacion 6sea: P1INP, FAT,
FAO, OC y OPG en casos y controles.

- Concentracion sérica de marcadores de resorcion dsea: f
CrossLaps, PTH, 25 OH Vitamina D y 1,25 OH Vitamina D en ambos
grupos.

- Concentracion sérica de biomarcadores de inflamacion: TNF-a e IL-
6 en casos y controles.

- Concentracion sérica de calcio y fosforo en ambos grupos.

- Valor de DMO o cantidad de hueso mineralizado por unidad de area
expresado en g/cm? en columna lumbar en 47 casos de un total de
68 pacientes recogidos.

- Valor de DMO expresada en desviaciones estandar (Z Score) en

columna en los 47 casos.

Las densitometrias fueron solicitadas el mismo dia, en aquellos pacientes que
acudieron a consulta para revision en la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital
Universitario Virgen del Rocio cumpliendo criterios de inclusién y cuyos tutores
legales dieron su conformidad para la participacion del paciente en el estudio,
firmando el consentimiento informado. Posteriormente las densitometrias fueron
realizadas unos dias después atendiendo al sistema de citas establecido en el
servicio de Medicina Nuclear de este Hospital. EI mismo dia que los pacientes con
FQ acuden a consulta para revision se realiz0 la extraccion de sangre para la
determinacién de los marcadores de remodelado 6seo, biomarcadores de

inflamacion e iones calcio y fosforo, coincidiendo con su analitica de control. Tras la
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recogida de la muestra, ésta es enviada al laboratorio de bioquimica del Hospital
Universitario Virgen del Rocio, donde se procedi6 a la determinacion de diferentes
marcadores. Para aquellos pardmetros que no fueron procesados en el momento,
una cantidad de muestra fue alicuotada y congeladas a -802C hasta su posterior

analisis.

En el caso del grupo control las muestras de sangre fueron extraidas el dia que
acuden a consulta externas de este hospital viendo que cumplen criterios de
inclusion y se obtiene la conformidad por parte de los tutores legales. Se procedio
de igual manera que para las muestras recolectadas de los pacientes, salvo que en

este grupo no se solicitaron densitometrias

3.2 METODOS DE MEDIDA

3.21 DENSITOMETRO
Las caracteristicas referentes al densitbmetro usado en esta tesis doctoral se

exponen en la tabla 6.

La densitometria se realizé6 mediante un equipo de absorciometria de doble haz por
rayos X (DXA). Existen diferentes modelos de DXA, de los cuales los mas
recomendados son los densitometros Hologic, Lunar y Norland. Estudios corroboran
la buena correlacion entre distintos equipos o densitdmetros y, por tanto, puede
decirse que miden lo mismo. La existencia de pequefias diferencias en los valores
absolutos, hacia necesaria la estandarizacion de la DMO, para que todos los valores

puedan ser utilizados independientemente del equipo usado.

Hologic Explorer QDR series Bone Densitometer (Hologic, Zaventem, Belgium), ha
sido el densitémetro utilizado en este estudio, ya que es el densitémetro disponible
en este hospital. Se realiz6 densitometria de columna lumbar (L1-L4) obteniendo la
DMO. Los datos fueron expresados en valores absolutos (gramos de mineral por

centimetro cuadrado de hueso) y relativos (Z Score). Z Score es el nimero de DE
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respecto a la media de DMO de personas sanas de su misma edad y sexo. Por
definicion, Z Score es aplicable a mujeres premenopausicas, hombres mayores de
50 afios y en nifios. En el caso de los nifios, el término de “baja masa 6sea” es mas
apropiado para definir la osteoporosis segin un grupo de expertos de la Sociedad
Internacional de Densitometria Clinica. Un Z Score < -2 usando bases de datos
pediatricas de controles emparejados por edad describe una baja densidad 6sea
para la edad cronoldgica, como terminologia mas adecuada. Para obtener los
valores relativos (Z Score) de la DMO en pacientes menores de 20 afios se comparé
con los obtenidos en dos estudios nacionales, uno del grupo de Del Rio et al (236)
y el otro de Marco et al. (237) (tabla 9 y 10). Para ello se convirtieron los datos del
sistema HOLOGIC (sistema con el que opera el densitbmetro del servicio de
Medicina Nuclear del Hospital Universitario Virgen del Rocio) al sistema LUNAR
operativo del densitometro de la cohorte del grupo de Del Rio y de Marco (tabla 11),

mediante las siguientes férmulas de conversion (245):

L Columna: Valor Hologic = (0,906 x Valor Lunar) — 0,025 J

Una vez obtenida la DMO, se obtiene el Z-score mediante la férmula:

MO Paciente — Valor medio MO poblacién misma edad y sexo
DEyo de la poblacion sana de la misma edad y sexo

Z-score=
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Tabla 9. Valores del Sistema Lunar de DMO (g/cm?) en columna de nifios
sanos espafioles de entre 6 y 16 afios del &rea metropolitano de Barcelona
distribuidas por sexo.

VALOR LUNAR DMO

NINA NINO

EDADES DMO COLUMNA DMO COLUMNA
6-7 afos 0,670 0,670
7-8 afios 0,700 0,700
8-9 afios 0,750 0,710
9-10 afos 0,785 0,735
10-11 afios 0,820 0,750
11-12 afios 0,880 0,785
12-13 afios 0,970 0,865
13-14 afios 1,070 0,960
14-15 afios 1,090 1,050
15-16 afios 1,111 1,110
16-17 afos 1,130 1,150

Tabla 10. Valores del Sistema Lunar de DMO (g/cm?) en columna en nifios
sanos espafioles de entre 6 y 16 afios del area metropolitano de Madrid
distribuidas por sexo.

VALOR LUNAR DMO

NINA NINO

EDADES DMO COLUMNA DMO COLUMNA
6-7 afios 0,665 0,625
7-8 afios 0,676 0,681
8-9 afios 0,711 0,668
9-10 afios 0,758 0,724
10-11 afios 0,760 0,769
11-12 afios 0,818 0,818
12-13 afios 0,954 0,844
13-14 afios 0,975 0,891
14-15 afios 1,014 0,889
15-16 afios 1,069 1,008
16-17 afos 1,160 1,126
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Tabla 11. Calculo del Z score respecto a las poblaciones de referencia.

Z-score DS COLUMNA Z-score DS COLUMNA
PACIENTE | (respecto a poblacion (respecto a poblacion
de Marco et al.) de Del Rio et al.)

1 (-0,73) (-1,90)
3 1,37 0,28

4 (-0,76) (-1,29)
5 (-2,31) (-3,09)
6 (-0,15) (-0,66)
7 (-0,05) (-0,29)
8 (-0,91) (-0,91)
10 (-0,10) (-0,40)
11 (-0,51) (-0,11)
12 (-1,71) (-1,02)
13 (-0,23) (-1,02)
17 (-1,35) (-1,23)
18 (-1,39) (-1,48)
19 (-0,06) (-0,36)
22 0,10 (-0,84)
23 (-0,39) (-1,74)
26 (-0,22) (-0,33)
29 (-1,41) (-1,68)
30 0,35 (-0,38)
31 (-3,55) (-2,72)
32 (-0,68) (-2,27)
34 (-0,82) (-0,84)
36 1,00 0,21

37 (-0,37) (-0,83)
38 0,87 0,10

39 0,23 (-0,25)
40 (-0,82) (-1,35)
41 0,21 0,13

42 (-1,35) (-2,14)
44 (-0,63) (-0,21)
46 0,42 (-0,05)
47 0,95 0,74

48 (-0,56) (-1,13)
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Tabla 11. Célculo del Z score respecto a las poblaciones de referencia
(continuacion).

Z-score DS COLUMNA | Z-score DS COLUMNA
PACIENTE (respecto a poblacion | (respecto a poblacién
de Marco et al.) de Del Rio et al.)
49 0,01 (-0,55)
51 (-0,53) (-1,48)
52 (-2,03) (-1,03)
53 (-0.60) (-1,73)
54 (-0,62) (-1,14)
55 0,17 (-0,73)
56 (-0,82) (-1,54)
60 0,07 (-1,54)
61 (-0,79) (-1,32)
63 0,47 0,73
65 1,46 1,05
66 (-0,03) (-1,07)
67 (-1,27) (-1,65)
68 0,94 0,72

3.2.2 DETERMINACION DE LOS MARCADORES DE REMODELADO OSEO

Dentro de los MRO, se estudian como marcadores de formacién 6sea las
concentraciones séricas de: propéptido N-terminal del protocolageno tipo | (P1NP),
fosfatasa alcalina total (FAT), fosfatasa alcalina 6sea (FAO), osteocalcina (OC) y
osteoprotegerina (OPG). Como marcadores de resorcion 6sea se han estudiado las
concentraciones séricas de: vitamina D (25 OH vitamina D), 1,25 OH vitamina D,
parathormona (PTH) y telopéptido carboxilo-terminal del coldgeno tipo | (B-CTX) o
también conocido como B-CrossLap. Las concentraciones séricas de interleucina 6
(IL-6) y el factor de necrosis tumoral o (TNF-o) han sido medidos como
biomarcadores de inflamacién. Y las concentraciones séricas de calcio y fésforo

fueron también determinados en ambos grupos.
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P1NP

Los niveles de P1NP seran medidos a través de una técnica de inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia, mediante un test comercial ECLIA
(electrochemiluminescence immunoassay). El pack de reactivos listos para su uso
empleado ha sido Total PANP®, Roche Diagnostics, SL. (Madrid, Espafa). El
analizador de medida es el Cobas® 8000, modulo cobas e 602 o mdédulo de
inmunoensayos heterogéneos Elecsys. Segun las recomendaciones técnicas del
fabricante, las determinaciones precisan de 18 minutos utilizando una técnica

sandwich.

La cuantificacién de este marcador conlleva cuatro periodos:

1. Incubacion: Se incuban juntos 20 uL de suero de los pacientes y un
anticuerpo monoclonal biotinilado especifico anti-PINP.

2. En el segundo periodo, tras afiadir un anticuerpo especifico monoclonal
anti-P1NP marcado con quelato de rutenio se forma un complejo sandwich
que se fija a la fase sélida por interaccion de la biotina y estreptavidina.

3. En el tercer periodo, la mezcla de reaccién es trasladada a la célula de
lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan temporalmente
a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan
posteriormente con el reactivo ProCell. Al aplicar una corriente eléctrica
definida se produce una reacciéon quimioluminiscente cuya emision de luz
se mide directamente con un fotomultiplicador.

4, En el dltimo periodo los resultados se obtienen mediante una curva de
calibracién realizada en el sistema a partir de una calibracion a dos puntos
y una curva principal incluida en el cddigo de barras del reactivo.
Los resultados seran informados en nanogramos por mililitro (ng/mL). Y el

limite inferior de deteccion de la técnica es 5 ng/mL.
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oC

Este marcador se cuantificara siguiendo la misma técnica (ECLIA) a la utilizada para
la determinacién del PLNP. El pack de reactivos listos para su uso empleado ha sido
OSTEOC®, Roche Diagnéstics, SL. (Madrid, Espafa). El analizador de medida es
el Cobas® 6000, modulo cobas e 602 o médulo de inmunoanalisis heterogéneo.
Los resultados seran informados en nanogramos por mililitro (ng/mL). Y el limite

inferior de deteccion de la técnica es 0,500 ng/mL.

3-CrossLap

El kit de reactivo listo para su uso empleado ha sido B-CrossLaps/serum®, Roche
Diagnoéstics, SL. (Madrid, Espafia). El analizador de medida es el Cobas® 8000,
moédulo cobas e 602 o modulo de inmunoensayos heterogéneos Elecsys. Este
marcador se ha cuantificado mediante un imunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA), al igual que el P1NP. Las fases seguidas son
las mismas, con la excepcién de la primera en la que se incuba 50 uL de suero del
paciente con un anticuerpo monoclonal anti-B-CrossLaps marcado con quelato de
rutenio, liberandose del antigeno de la muestra de los componentes séricos. Los
resultados seran informados en nanogramos por mililitro (ng/mL). Y el limite inferior

de deteccion de la técnica es 0,01 ng/mL.

PTH

El kit de reactivo listo para su uso empleado es PTH-STAT®, Roche Diagndéstics,
SL. (Madrid, Espafia). El analizador de medida es el Cobas® 8000, modulo cobas
e 602 o modulo de inmunoensayos heterogéneos Elecsys. Este marcador se ha
cuantificado mediante un imunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA), al
igual que el P1NP. Las fases seguidas son las mismas, con la excepcion de la
primera en la que se incuba 50 pyL de suero del paciente con un anticuerpo

monoclonal biotinilado anti-PTH.
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Los resultados seran informados en nanogramos por mililitro (ng/mL). Y el limite

inferior de deteccion de la técnica es 1,20 ng/mL.

IL-6

El kit de reactivos listo para su uso empleado ha sido IL-6®, Roche Diagnéstics, SL.
(Madrid, Espafia). El analizador de medida es el Cobas® 6000, médulo cobas e 602
0 moédulo de inmunoanalisis heterogéneo. Este marcador se ha cuantificado
mediante un imunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA), al igual que el
P1NP. Las fases seguidas son las mismas, con la excepcion de la primera en la que
se incuba 30 uyL de suero del paciente con un anticuerpo monoclonal biotinilado
anti-IL-6. Los resultados seran informados en picogramos por mililitro (pg/mL). Y el

limite inferior de deteccidn de la técnica es 1,5 pg/mL.

25 OH vitamina D

El kit empleado es LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL (Diasorin Iberia S.A. Madrid,
Espafia). El analizador de medida es el LIAISON®. La vitamina D total es
cuantificada  mediante un  inmunoensayo competitivo  directo  por
guimioluminiscencia. Durante la primera incubacion, la 25 OH vitamina D se disocia
de su proteina de union y se une al anticuerpo especifico de la fase sélida.
Transcurridos 10 minutos, se agrega el trazador (vitamina D unida a un derivado de
isoluminol). Después de una segunda incubacion de 10 minutos, el material libre se
elimina en un ciclo de lavado. A continuacién de agregan los recativos iniciadores
para dar lugar a una reaccion quimioluminiscente rapida. La sefial luminosa se mide
en unidades luminicas relativas con un fotomultiplicador y es inversamente
proporcional a la concentracion de 25 OH vitamina D presente en calibradores,
controles y muestras. Los resultados seran informados en nanogramos por mililitro

(ng/mL). Y el limite inferior de deteccion de la técnica es 4 ng/mL.
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1,25 OH vitamina D

El kit de reactivos empleados es LIAISON® 1,25 OH Dyhydroxyitamin D (Diasorin
Iberia S.A. Madrid, Espafa). El analizador de medida es el LIAISON®. Este
marcador se ha cuantificado mediante un ensayo tipo sandwich de 3 pasos
modificado que utiliza una proteina de fusion recombinante para capturar la
molécula de 1,25 OH vitamina D y un anticuerpo monoclonal de ratén que
reconoce especificamente el complejo formado por la proteina de fusion

recombinante con la molécula de 1,25 OH vitamina D.

Durante la primera incubacién, los calibradores, los controles o las muestras de
paciente se incuban con la proteina recombinante (agente de union) y tampén de
ensayo. Tras esta incubacion, se afiade la fase sélida que contiene el anticuerpo
monoclonal especifico y se permite su unién con el complejo procedente de la
primera incubacion. Tras la segunda incubacion, se realiza un ciclo de lavado para
eliminar cualquier material no unido. El tercer paso consiste en afiadir el conjugado
e incubar. El material no unido se elimina con un segundo ciclo de lavado. A
continuacion se agregan los reactivos iniciadores y tiene lugar una reaccién
guimioluminiscente instantanea. La sefial luminosa se mide en RLU (relative ligth
units, unidades relativas de luz), con un fotomultiplicador y es proporcional a la
concentracién de 1,25 OH vitamina D presente en los calibradores, los controles y
las muestras de pacientes. Los resultados se expresan en picomol por litro (pmol/L).

Y el limite inferior de deteccién de la técnica es 1,70 pmol/L.

FAT

El kit de reactivos empleados ha sido ALP2®, Roche Diagndstics, SL. (Madrid,
Espafa). El analizador de medida es el Cobas® 8000, médulo cobas ¢ 502 o0 médulo
de quimica clinica. Este marcador se ha cuantificado mediante un test colorimétrico
segun un método estandarizado, siguiendo las recomendaciones de “International

Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine” (IFCC), la cual
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recomendd un procedimiento de referencia para la determinacién de la fosfatasa
alcalina a 37°C con una concentracién optimizada de sustrato y el uso de 2-amino-
2-metil-1-propanol como tampon ademas de los cationes magnesio y zinc. En
presencia de iones magnesio y cinc, las fosfatasas desdoblan el p-nitrofenilfosfato

a fosfato y p-nitrofenol.

|p-nitrofem'lfosfatd +H2Q — > fosfato + p—nitrofeno]]

El p-nitrofenol liberado es directamente proporcional a la actividad catalitica de la
fosfatasa alcalina. Se determina midiendo el aumento de la absorbancia. Los
resultados se expresan en unidades por litro (U/L). Y el limite inferior de deteccion

de la técnica es 5 U/L.

TNF alfa

El kit de reactivos empleado para determinacion de este marcador es DRG® TNF-
o-ELISA (DGR Instruments GmbH, Alemania). El autoanalizador es el DS2 para
ELISA de la casa comercial Palex®. Es un inmunoensayo de sensibilidad
amplificada de enzima en fase solida realizado en una placa de microtitulacion. El
ensayo utiliza anticuerpos monoclonales dirigido contra epitopos diferentes de TNF-
o. Los calibradores y las muestras reaccionan con el anticuerpo monoclonal de
captura (MAb1) unido al pocillo de una microplaca. Se incuba durante 2 horas en
agitacién. Se realiza un ciclo de lavado para eliminar lo que no se ha unido. En el
siguiente paso se afade el conjugado que contiene el anticuerpo monoclonal
(MAb2) marcado con una enzima: peroxidasa de rabano. Se incuba durante otras 2
horas en agitacion, formandose lo que lo que conocemos como complejo sandwich.
“MADb1 - TNF-a humano - MADb2 - peroxidasa de rdbano”. Le sigue un ciclo de
lavado para eliminar el anticuerpo marcado no unido a la enzima. El anticuerpo
marcado unido a la enzima es medido mediante una reaccién cromogénica. Se

afiade tetrametilbenzidina (TMB) como sustancia cromogénica y se incuba. El
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siguiente paso es parar la reaccion con una solucién stop o de parada y se lee la
densidad 6ptica de todos los pocillos en un lector de placa a 450 nm. La cantidad
de renovacién del sustrato se determina colorimétricamente mediante la medicidn
de la absorbancia, que es proporcional a la concentracién de TNF-a. Se representa
una curva de calibracion y la concentracion de TNF-a en las muestras se determina
por interpolacién de la curva de calibracién. Los resultados se expresan en
picogramos/mililitro (pg/mL). Y el limite inferior de deteccion de la técnica es 0,7

pg/mL.

OPG

Este marcador, al igual que el TNF-a, se determiné mediante una técnica de ELISA,
empleado el mismo analizador DS2 de Palex® y el kit de reactivos DRG® OPG
ELISA (DGR Instruments GmbH, Alemania). En este ensayo el anticuerpo unido al
pocillo de la microplaca es un anticuerpo monoclonal de cabra anti-OPG. Se afiaden
los calibradores, controles y muestras seguido de un 2° anticuerpo monoclonal de
raton anti-OPG biotinilado. Se incuba durante 4 horas y seguidamente se realiza un
ciclo de lavado para eliminar los restos no unidos. En el siguiente paso, se afiade el
conjugado formado por una peroxidasa marcada con estreptavidina, formandose el
complejo sandwich “1° anticuerpo — OPG — anticuerpo biotinilado —conjugado de
peroxidasa marcado con estreptovidina”. Se incuba una hora y a continuacién se
realiza ciclo de lavado. La TBM es usado como sustrato de la peroxidasa.
Finalmente una solucién stop es afiadida para parar la reaccion. Los cambios de
color van desde el azul al amarillo. La intensidad del color amarillo es directamente
proporcional a la concentracion de OPG. Se lee la densidad Optica de todos los
pocillos en un lector de placa (espectofotdmetro) a 450 nm. Los resultados se
expresan en picomol/litro (pmol/L). Y el limite inferior de deteccion de la técnica es

0,07 pmol/L.
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FAO

El kit de reactivos empleado para medir la fosfatasa 6sea es MicroVue BAP EIA,
Quidel Corporation, Athens. El autoanalizador es el DS2 para ELISA de la casa
comercial Palex®. El ensayo es un inmunoanalisis en formato de tiras de
microtitulacién, las cuales estan recubiertas por un anticuerpo monoclonal anti-FAQO.
Este captura la FAO de la muestra, controles y calibradores durante un periodo de
incubacién de 3 horas. Se realiza un ciclo de lavado para eliminar lo no unido y se
afiade el sustrato que contiene fosfato de p-nitrofenil (p-NPP). Se deja incubar unos
30 minutos y se realiza otro ciclo de lavado. El paso siguiente es afiadir la solucién
de stop para la reaccién y se procede a la lectura de la densidad 6ptica a 405 nm.
La absorbancia es proporcional a la concentracion de FAO presente en la muestra
de prueba. Los resultados se expresan en Unidades/Litro (U/L). Y el limite inferior

de deteccion es 0,7 U/L.

CALCIO

El kit de reactivos listos para su uso empleado ha sido CA2®, Roche Diagnastics,
SL. (Madrid, Espafa). El analizador de medida es el Cobas® 8000, modulo cobas
¢ 702 o mdédulo de quimica clinica. El principio del test consiste en, bajo condiciones
alcalinas, los iones calcio reaccionan con el 5-nitro-5"-metil-BAPTA (NM-BAPTA)
para formar un complejo. En un segundo paso, el complejo formado reacciona con

EDTA.

pH alcalino

Ca2 + NM-BAPTA e Complejo de
calcio-NM-BAPTA

Complejo de calcio-NM-BAPTA o NM-BAPTA
+EDTA + complejo de calcio y EDTA

El cambio de absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de calcio

y se mide por fotometria. Los resultados se expresan en milimol/litro (mmol/L) o
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miligramos/decilitros (mg/dL). Y el limite inferior de deteccion de la técnica es 0,20

mmol/L o (0,8 mg/dL).

FOSFORO

El kit de reactivos listos para su uso empleado ha sido PHOS2®, Roche Diagnadstics,
SL. (Madrid, Espafia). El analizador de medida es el Cobas® 8000, mddulo cobas
c 702 o modulo de quimica clinica. La cuantificacion de fosforo se hace por un
método por radiacion ultravioleta con molibdato. En presencia de &cido sulftrico, el
fosfato inorganico forma un complejo de fosfomolibdato de amonio con el molibdato

de amonio que se expresa con la formula (NH4)3[PO4(M00O3)12].

HoSO4

Fosfato + — = fosfomolibdato de amonio
molibdato amdnico

La concentracion del fosfomolibdato formado es directamente proporcional a la
concentracion de fosfato inorganico y se mide fotométricamente. Los resultados se
expresan en milimol/Litro (mmol/L) o miligramos/decilitros (mg/dL). El limite inferior

de deteccion de la técnica es 0,20 mmol/L o (0,31 mg/dL).

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Andlisis descriptivo

Las variables cuantitativas se han expresado con medias y desviaciones tipicas. Se
ha usado el diagrama de barras para representar los valores de los Z Score de
columna en desviaciones estandar respecto a la normalidad de las cohorte de
Madrid y Barcelona (en grupos de >(-1) DE, de (-1)-(-2) DE y < (-2) DE en el
porcentaje del total de pacientes que se realizaron la densitometria (69% o 47

pacientes).
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Andlisis inferencial

Inicialmente se aplic6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra a todas
las variables del estudio. Mediante esta prueba se determin6 una distribucion normal
de la mayoria de las variables permitiendo asi el uso de test paramétricos. En las
variables que no mostraron una distribucion normal se recurri6 a test no

paramétricos.

A nivel del estudio densitométrico, para comparar la informacién de tipo cuantitativo
(DMO Total de Columna total) entre el grupo FQ y la poblacion de referencia de Del
Rio y Marco, se ha utilizado el test de comparacion de medias t-Student para una
muestra. El test de la U-Mann Whitney para variables independientes ha sido
empleado para comparar las medias de la DMO Total de Columna, DMO L1, DMO
L2, DMO L3y DMO L4 en funcion del sexo y del grado de insuficiencia pancreética
de los pacientes FQ (insuficientes pancreaticos: IP vs suficientes pancreaticos: SP)
y para comparar los Z scores entre grupos de edad en funcién del sexo en nuestra
cohorte de pacientes. Los Z Scores calculados en los pacientes FQ respecto a las
poblaciones de referencia de Del Rio y Marco ha sido representados graficamente

por grupos de edad.

Para medir la asociacién lineal entre pares de variables normalmente distribuidas
(DMO Total de Columna vs DMO L1, DMO L2, DMO L3, DMO L4), se ha calculado
el coeficiente de correlacién de Pearson y se ha aplicado el test de correlacién o
independencia para ver la significaciéon de la asociacion. Se procedié de igual forma
para estudiar la asociacion entre DMO Total de Columna vs edad, talla, peso e IMC
en funcién del género. Se aplic6 un modelo de regresién mdaltiple para evaluar los

factores que influyen en la DMO total de columna.

Se ha representado a traves de diagramas de dispersion con modelos de regresién
lineal (se indic6 el R?, llamado coeficiente de determinacion desde cada linea, que,

expresado en porcentaje, explica el porcentaje de la variacion de una variable que
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podria ser explicado por la otra) la relacion entre las variables estudiadas citadas

anteriormente.

Para evaluar las diferencias de los MRO y biomarcadores de inflamacion en ambos
grupos del estudio se ha aplicado el test de comparacion de medias t-Student para
variables independientes. En el caso en el que no se han cumplido los requisitos
para la aplicacion del test, se ha empleado la prueba no paramétrica U de Mann
Whitney. De igual forma se ha procedido para comparar medias en el grupo de

pacientes FQ en funcion del grado de insuficiencia pancreatica (IP vs SP).

Para analizar si existe asociacion lineal entre MRO y biomarcadores de inflamacion
frente a los Z Scores calculados en DE respecto a las poblaciones de referencia de
Del Rio y Marco, se aplico el coeficiente de correlacion de Pearson en aquellas
variables con distribucion normal y el coeficiente de correlacion Rho de Spearman
en la que presentd una distribucion no normal. Se procedié de igual manera para

valorar la asociacién entre los marcadores estudiados.

Un modelo de regresion logistica multivariante fue aplicado para valorar la
contribucién de los marcadores estudiados en la ocurrencia de CFBD en los

pacientes con FQ.

Para la realizacion de los analisis estadisticos se empleé el programa informatico

IBM SPSS Statistics version 20 (IBM Corporation, Armonk, New York).
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4. RESULTADOS

Del total de pacientes con FQ atendidos en la Unidad de Fibrosis del Hospital
Universitario Virgen del Rocio, 68 pacientes cumplieron criterios de inclusion y se
obtuvo conformidad de los tutores legales para la participacién en el estudio (figura
16). En la figura y tabla siguientes se describen las caracteristicas de los pacientes

seleccionados.

68 pacientes diagnosticados de FQ
CUMPLEN CRITERIOS
FIRMAN CI

68 pacientes se realizan MRO
* 36 (53%) Hombres
+ 32 (47%) Mujeres

SOLO 47 SE REALIZARON DXA
+ 22 (47%) Hombres
* 15 (53%) Mujeres

Figura 16. Caracteristicas de los pacientes seleccionados.

La cohorte de pacientes FQ la componen 68 pacientes (36 hombres y 32 mujeres),
con rango de edad entre 6 y 16 afios. 52 pacientes fueron IP (76,5%), los cuales
recibieron suplementos con enzimas pancreéticas, y suplementos de vitamina D y
K. La totalidad de la muestra, al igual que si se diferencia por sexo, presentan un
valor promedio de FEV1 mayor del 90%, aunque 16 pacientes presentan un FEV:
<80% (23,5%, donde se observa el mismo numero de nifios que nifias). Del
subgrupo de 47 pacientes que se realizan la DEXA, 13 pacientes presentan un FEV:

<80% y 33 pacientes estan normonutridos (70,2 %). Los valores medios de DMO en
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este subgrupo se muestran en la tabla 12, junto con el genotipo y el resto de

caracteristicas de la totalidad de nuestra muestra.

Tabla 12. Estadistica descriptiva de muestras FQ.

TOTAL NINO NINA
Peso (Kg) 35,462 + 11,502 35,983 +£ 12,682 34,875+ 10,182
Z score peso -0,543 £ 0,771 -0,499 + 0,674 -0,593 + 0,876
Talla (cm) R 141,828 + 16,335 | 139,034 + 15,296
15,798
Z score talla -0,483 + 1,205 -0,310 + 0,946 -0,678 £ 1,434
Edad (afos) 10,22 + 2,829 10,19+ 2,866 10,26 + 2,807
IMC 17,458 + 2,186 17,331 £ 2,284 17,600 + 2,098
Z score IMC -0,419 + 0,623 -0,460 £ 0,619 -0,373 £ 0,635
FEV1 (%) 91,228 + 16,560 91,247 + 17,015 91,206 + 16,295

Insuficiencia pancreatica

52 (76,5 %)

23 (63,9 %)

29 (90,6 %)

N (%)
Genotipo

v Homocigoto AF508 22 (32,4 %) 8 (22,2%) 14 (43,8%)

v Heterocigoto AF508 33 (48,5 %) 21 (58,3%) 12 (37,5%)

v" No mutacién AF508 13 (19,1 %) 7 (19,5%) 6 (18,7%)
DMO L1 0,710 £ 0,161 0,710 £ 0,189 0,710 £ 0,137
DMO L2 0,788 £ 0,153 0,774 £ 0,176 0,801 £ 0,132
DMO L3 0,813 +£ 0,155 0,786 + 0,180 0,837 £ 0,128
DMO L4 0,794 £ 0,159 0,754 £ 0,177 0,828 +£ 0,135

DMO Total Columna 0,779 £ 0,155 0,661 + 0,162 0,699 + 0,119

* Los valores son la media + desviacion estandar.
El grupo control en esta tesis doctoral esta compuesto de 63 sujetos sanos del
mismo rango de edad que los pacientes FQ (> 6 — 16 afios). En la tabla 13 se
muestra la distribucién por sexo y edad en el grupo control y FQ. Observamos que
el grupo de mayor cuantia en pacientes FQ corresponden a los 7, 8 y 11 afios y el
de menor a los 16 afos. En el grupo control los de mayor cuantia corresponden a
los 7 y 10 afios y el de menor a los 16 afios también. Si nos centramos en el sexo
masculino se observa igualdad en los grupos de 6, 8, 12 y 16 afios de edad. La
mayor diferencia se observa en los 10 afios. A nivel del sexo femenino, la mayor

diferencia entre grupos es observada a los 7, 11 y 12 afios. No hay pacientes FQ
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nifias de 15y 16 afos de edad. En el grupo control tampoco existen pacientes nifias

de 16 anos de edad.

Tabla 13. Distribucion de muestras por sexo y edad en grupo FQ y control.

GRUPO FQ GRUPO CONTROL
EDAD HOMBRE MUJER N Total HOMBRE MUJER N Tota
6 afos 2 3 5 2 2 4
7 afos 7 2 9 6 6 12
8 afos 4 5 9 4 2 6
9 afos 5 3 8 4 3 7
10 afios 1 2 3 7 1 8
11 afos 5 5 10 3 2 5
12 afios 3 5 8 3 2 5
13 afios 1 3 4 4 2 6
14 afios 2 4 6 1 3 4
15 afios 5 0 5 2 3 5
16 afios 1 0 1 1 0 1
TOTAL 36 32 68 37 26 63

OBJETIVO 1: Estudio de la frecuencia de la alteracion oOsea en

pacientes con FQ.

Los valores de Z Scores calculados frente a las cohortes de Madrid y Barcelona,
fueron agrupados en grupos de >(-1) DE, de (-1)-(-2) DE y < (-2) DE y representados
mediante diagrama de barras. Los resultados respecto a la poblacion de normalidad
madrilefia, mostraron casi el 81 % de los pacientes con un Z Score >-1 DE, con
apenas diferencias entre sexo. El 12,77% de los pacientes presentaron un Z Score
entre -1 DE y -2 DE sin diferencias entre sexos. Y los Z Scores >-2 DE se han
observado en el 6,38 % de los pacientes (tabla 14 y figura 17). Los resultados
respecto a la poblacion de normalidad catalana, mostraron algo méas de la mitad de
los pacientes con un Z Score >-1 DE (51,06%), con igualdad de participacién en
porcentaje de nifias que nifios. El intervalo entre -1 DE y -2 DE formado por el 40,43%

de los pacientes presentd mayor diferencia en el sexo femenino. Y un 8,51 % han
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presentando Z Scores mayor de — 2 DE, sin diferencias entre sexos (tabla 15 y figura
18). Los valores medios de DMO de columna obtenidos en este trabajo por grupo de
edad y sexo se han contrastado con los encontrados en los estudios de Del Rio et al.
y Marco et al., mediante el calculo del Z Score. Datos mostrados para el sexo
masculino en la tabla 16 y para el sexo femenino en la tabla 17. La representacion de
los valores de Z Scores en DE para el sexo masculino se muestra en la figura 19. El
valor 0 en la linea de abscisas en un grupo de edad indicaria que la media de las
poblaciones de referencias para cada grupo de edad coincide con la nuestra, un valor
positivo de Z que la media es superior y un valor negativo de Z que la media es
inferior. Se observa ausencia de nifios con edades de entre 12 y 13 afios en nuestro
grupo de pacientes. El resto de los grupos de edad muestran un Z score por debajo
de la media, excepto en nifios de 14 afos respecto a la poblacion madrilefia que
muestran un Z score de 0,06, en la media. Los Z scores mas bajos son observados
en los nifios de 10 y 11 afios (-1,54; -1,57) respecto a la poblacién madrilefia y en los
de 14 afios respecto a la poblacion catalana (-1,54). La representacion grafica de los
valores de Z Scores en el sexo femenino se muestra en la figura 20. Se observa
ausencia de nifias con edades de entre 15 y 16 aflos en nuestro grupo de pacientes.
Los valores de Z score mas bajos se observan en nifias de 6 afios (-2,50) respecto a
la poblacion madrilefia y en nifias de 14 afios (-2,06) respecto a la poblacion catalana.
Respecto de la poblacion madrilefia se observan valores muy cercanos a la media en
el grupo de edad de 8 afios (0,13) y respecto de la poblacién catalana en los grupos

de 8, 9, 10 y 11 afios de edad (-0,35, 0,28; 0,15; -0,07) respectivamente.
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Tabla 14. Z Scores de columna por sexo respecto a la poblacién normal
madrilefia de Marco et al.

Z Score DE COLUMNA LUMBAR
(Respecto Marco et al.)
NINO NINA TOTAL
>(-1) DE; N(%) 18 (81,82%) 20 (80%) 38 (80,85%)
(-1)- (-2) DE; N(%) 3 (13,64%) 3 (12%) 6 (12,77%)
<(-2) DE; N(%) 1 (4,54%) 2 (8%) 3 (6,38%)
TOTAL N(%) 22 (100%) 25 (100%) 47 (100%)

DMO Columna respecto a Marco et al.
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Figura 17 . Distribucién de los valores del Z Score en DE en columna por
sexo, respecto a la poblacién normal madrilefia de Marco et al.
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Tabla 15. Z Scores de columna por sexo respecto a la poblacién normal

catalana de Del Rio et al.

Z Score DE COLUMNA LUMBAR
(Respecto Rio et al.)

NINO NINA TOTAL

>(-1) DE; N(%) 12 (54,55%) 12 (48%) 24 (51,06%)

(-1)- (-2) DE; N(%) 8 (36,36%) 11 (44%) 19 (40,43%)
<(-2) DE; N(%) 2 (9,09%) 2 (8%) 4 (8,51%)
TOTAL N(%) 22 (100%) 25 (100%) 47 (100%)

N Pacientes
[ugd

DMO Columna respecto a Del Rio et al.

12 12‘

»[-1) DE (-1) - -2) DE «[-2} DE
M0 en DE

C LN e
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Figura 18. Distribucién de los valores del Z Score en DE en columna por
sexo, respecto ala poblacién normal catalana de Del Rio et al.
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Tabla 16 . Z Scores de columna respecto a poblaciones de referencia de
Marco et al. y de Del Rio et al. por edad sexo masculino.

Media DMO Z score respecto Z score respecto
EDAD N _
Columna Lunar a Marco et al. a Rio et al.
6 afios 1 0,626 0,01 0,55
7 afios 4 0,622 0,46 -0,97
8 afios 2 0,617 -0,72 -1,16
9 afios 4 0,668 -0,82 -0,84
10 afios 1 0,658 -1,54 -1,02
11 afios 3 0,683 -1,57 -1,02
14 afos 1 0,896 0,06 -1,54
15 afios 5 0,984 -0,13 -1,26
16 afos 1 1,118 -0,05 -0,29
DE score en ninos
1
os { %
) [ X
z OTRT ' ' ' ' ' ' I ——— #— ¥ Score respecto
™ » a Rio
0,5 Y
| T / #— ¥ Zrore respectn
R L . T T ) ; a Marco
v \ .
1,5 — L
-2
& 7 B g 10 11 12 13 14 15 16

Edad en anos

Figura 19 . Representacion de Z Scores de columna respecto a las dos
poblaciones de referencia (madrilefia y catalana) en funcion de la edad y
sexo masculino.
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Tabla 17. Z Scores de columna respecto a poblaciones de referencia de
Marco et al. y de Del Rio et al. por edad sexo femenino.

Media DMO Z score respecto Z score respecto
EDAD N _
Columna Lunar a Marco et al. a Rio et al.
6 afios 2 0,570 -2,50 -1,25
7 afios 2 0,618 -0,74 -1,02
8 afios 5 0,722 0,13 -0,35
9 afios 1 0,810 0,58 0,28
10 afios 2 0,834 0,94 0,15
11 afios 4 0,874 0,41 -0,07
12 afios 4 0,866 -0,67 -1,15
13 afios 3 0,925 -0,38 -1,45
14 afos 2 0,884 -1,29 -2,06
DE score en ninas
1.5
1 e
0.5 A T
F_ i = S
t e Y #— 7 Score
. R T pspectn a Rio
7 0.5 e o N o ﬂ“\ respecto a Ri
1 e - ™,
s w .-"'I Y » *— 7 Score
: / EH respecto a
3 L Marco
25 | #

=] ! - ) 10 11 12 13 14 15 16

Edad en afios

Figura 20 . Representacién de Z Scores de columna respecto alas dos
poblaciones de referencia (madrilefia y catalana) en funcién de la edad y
sexo femenino.
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OBJETIVO 2: Valorar la alteracion de la medicion de la DMO en funcién de

variables clinicas.

La comparacién de los valores de la DMO en nuestros pacientes agrupados por
rangos de edad (6-10 afios y >10 afios) y sexo frente a las poblaciones de
normalidad madrilefia y catalana, mostraron diferencias significativas a nivel del
sexo masculino en los rangos de edad de 6-10 afios frente a las 2 cohortes
utilizadas, madrilefia y catalana con p=0,001 y p<0,001 respectivamente (tabla 18).
Y a nivel del sexo femenino las diferencias significativas fueron observadas en el
grupo de >10 afios con p=0,036 y p>0,001 para cohorte madrilefia y catalana,
respectivamente (tabla 19). También se ha visto que no existen diferencias

significativas entre ambos grupos a nivel del sexo (tabla 20 y 21).

Una correlacion significativa positiva fue observada entre la DMO de columna total
vs L1, L2, L3y L4 (r=0,965, r=0,987, r=0,990 y r=0,967 con p<0,001) (tabla 22) y
frente a las variables edad (r total=0,839, r nifio=0,894, r nifia=0,806 con p<0,001)
(tabla 23), talla (r total=0,830, r nifio=0,870, r nifa=0,866 con p<0,001) (tabla 24),
peso (r total=0,819, r nifio=0,868, r nifia=0,836 con p<0,001) (tabla 25), e IMC (r
total=0,573, r nifio=0,603, r nifia=0,585 con p<0,001) (tabla 26). Se han
representado a través de diagramas de dispersion con modelos de regresion lineal
(figura 21: DMO columna total vs L1, figura 22: DMO columna total vs L2, figura 23:
DMO columna total vs L3, figura 24: DMO columna total vs L4, figura 25: DMO
columna total vs edad, figura 26: DMO columna total vs talla, figura 27: DMO

columna total vs peso y figura 28: DMO columna total vs IMC).

No se hallaron diferencias significativas en la DMO en funcién del sexo (tabla 27),

ni del grado de insuficiencia pancreatica (tabla 28).

El analisis de regresion lineal multiple (tabla 29), muestra que la edad, el género, el

IMC, la PTH, la B-CrossLap y la OPG fueron predictores significativos de la DMO de
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columna (p< 0,001, p<0,0001, p=0,001, p=0,013, p=0,038 y p=0,047,
respectivamente). Estas variables explican el 87% de la variabilidad de la DMO
columna (r’=0,866; p<0,0001). La variable mas potente de entre las analizadas en
el modelo es la edad con un 74%, y le siguen el sexo, IMC, PTH, B-CrossLap y OPG

(27%, 24%, 16%, 13% y 12%, respectivamente).

Tabla 18. Comparacion de la DMO Columna Total entre el grupo FQ y las
poblaciones de normalidad madrilefia y catalana en los dos grupos de edad

en nifios.
MEDIA DS IC 95% P
DMO Columna Total FQ
(Grupo 6-10 afios) 0,640 0,038 0,615 - 0 664
N=12
0,001
DMO Normalidad Columna
Madrilefia 0,693 0,031
(Grupo 6-10 afios) N = 64
DMO Columna Total FQ
(Grupo 6-10 afios) 0,640 0,038 0,615 - 0 664
N=12
: <0,001
DMO Normalidad Columna
Catalana 0,713 0,031
(Grupo 6-10 afios) N = 51
DMO Columna Total FQ
(Grupo >10 arios) 0,898 0,057 0,770 — 1,027
N =10
0,307
DMO Normalidad Columna
Madrilefia 0,960 0,135
(Grupo >10 afios) N = 31
DMO Columna Total FQ
(Grupo >10 arios) 0,898 0,057 0,770 — 1,027
N =10
0,054
DMO Normalidad Columna
Catalana 1,024 0,164
(Grupo >10 afios) N =43
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Tabla 19. Comparacion de la DMO Columna Total entre el grupo FQ vy las
poblaciones de normalidad madrilefia y catalana en los dos grupos de edad

en nifias.
MEDIA DS IC 95% P
DMO Columna Total FQ
(Grupo 6-10 afios) 0,705 0,107 0,637 -0774
N=12
: 0,791
DMO Normalidad Columna
Madrilefia 0,714 0,044
(Grupo 6-10 afios) N = 65
DMO Columna Total FQ
(Grupo 6-10 afios) 0,705 0,107 0,637 -0774
N=12
0,230
DMO Normalidad Columna
Catalana 0,745 0,061
(Grupo 6-10 afos) N = 57
DMO Columna Total FQ
(Grupo >10 arios) 0,885 0,084 0,834 - 0,936
N=13
0,036
DMO Normalidad Columna
Madrilefia 0,940 0,085
(Grupo >10 afios) N =55
DMO Columna Total FQ
(Grupo >10 arios) 0,885 0,084 0,834 - 0,936
N=13
<0,001
DMO Normalidad Columna
Catalana 1,003 0,097
(Grupo >10 afios) N = 27

117



“Densidad mineral 6seay marcadores de remodelado 6éseo en pacientes con fibrosis quistica”

Tabla 20. Comparacion de Z scores de columna entre grupos de edad en

nifios.
GRUPOS N RANGO PROMEDIO p
Z score respecto a 6-10 afios 12 9,50
la poblacion de 0,113
Marco et al >10 afios 10 13,50
Z score respecto a 6-10 afios 12 11,92
la poblacién de 0,741
Del Rio et al >10 afios 10 11,00

Tabla 21. Comparacién de Z scores de columna entre grupos de edad en

nifias.
GRUPOS N RANGO PROMEDIO p
Z score respecto a 6-10 afios 12 13,83
la poblacion de 0,586
Marco et al >10 afios 13 12,23
Z score respecto a 6-10 afios 12 14,54
la poblacion de 0,314
Del Rio et al >10 afios 13 11,58

Tabla 22. Analisis de correlacion entre DMO Total Columna vs DMO L1, L2,

L3, L4.
r p
DMO Total Columna vs DMO L1 0,965 < 0,001
DMO Total Columna vs DMO L2 0,987 <0,001
DMO Total Columna vs DMO L3 0,990 < 0,001
DMO Total Columna vs DMO L4 0,967 < 0,001
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R%c=0,931
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Figura 21 . Diagrama de dispersién DMO Columna Total vs DMO L1.

Se objetiva una mayor concentracion de los datos en los valores tanto bajos como

medios. La linea de regresién obtenida posee un R?= 0,932.

R%=0,974

1,000+

/800

DMO L2

600

400 500 600 700 800 900 1,000
DMO Total Columna

Figura 22. Diagrama de dispersién DMO Columna Total vs DMO L2.

Se objetiva una mayor concentracion de los datos en los valores tanto bajos como

medios. El modelo regresion muestra una R?ajustada= 0,974.
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R%c=0,980
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Figura 23. Diagrama de dispersién DMO Columna Total vs DMO L3.

Se objetiva una mayor concentraciéon de los datos en los valores tanto bajos como

medios. La linea de regresion obtenida posee un R?= 0,981.

R%c=0,923
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Figura 24. Diagrama de dispersién DMO Columna Total vs DMO L4.

Se objetiva una mayor concentracion de los datos en los valores medios En edades
tempranas como tardias se observa una ligera dispersion de los valores. La linea

de regresion obtenida posee un R?= 0,934.
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Tabla 23. Analisis de correlaciéon entre Edad vs DMO Total Columna, DMO L1,
DMO L2, DMO L3y DMO L4 segun sexo.

TOTAL NINO NINA
r p r p r p
DMO L1 0,858 <0,001 0,905 <0,001 0,789 | <0,001
DMO L2 0,850 <0,001 0,899 <0,001 0,810 | <0,001
DMO L3 0,807 <0,001 0,876 <0,001 0,769 | <0,001
DMO L4 0,772 <0,001 0,834 <0,001 0,790 | <0,001
DMO Total Columna 0,839 <0,001 0,894 <0,001 0,806 | <0,001

* La correlacién es significativa al nivel de 0,01

SEXO
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Figura 25. Diagrama de dispersion por sexo entre DMO Total Columna vs
edad.

Se objetivan valores mas altos en niflas que en nifios a edades mas tempranas y
medias y valores mas altos en nifios a mayor edad. Se observa un incremento mas

exponencial de DMO de columna en nifias que en nifilos a medida que pasa la edad.
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Tabla 24. Analisis de correlacion entre Talla vs DMO Total Columna, DMO L1,
DMO L2, DMO L3, DMO L4 segun sexo.

TOTAL NINO NINA
r p r p r p
DMO L1 0,863 <0,001 0,889 <0,001 0,855 | <0,001
DMO L2 0,842 <0,001 0,873 <0,001 0,865 | <0,001
DMO L3 0,807 <0,001 0,853 <0,001 0,857 | <0,001
DMO L4 0,746 <0,001 0,802 <0,001 0,827 | <0,001
DMO Total Columna 0,830 <0,001 0,870 <0,001 0,866 | <0,001

* La correlacién es significativa al nivel de 0,01

SEXO
C hombre
O mujer
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Mujer
Rle=0,740
700
Poblacidn total
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DMO Total Columna

/600

4,300+

A00

1200 1400 1600 180,0

Figura 26. Diagrama de dispersion por sexo entre DMO Columna Total vs
talla.

Se objetivan valores de DMO de columna en nifia mas altos a tallas mas baja y
medias, observando una mayor dispersion de los datos entre sexos a tallas mas
bajas. Los valores de DMO de columna mas altos son observados en nifios a tallas
mas altas Se observa un incremento mas exponencial en la DMO de columna en

nifias a medida que aumenta la talla.
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Tabla 25. Analisis de correlaciéon entre Peso vs DMO Total Columna, DMO L1,
DMO L2, DMO L3y DMO L4 segun sexo.

TOTAL NINO NINA
r p r p r p
DMO L1 0,822 <0,001 0,845 <0,001 0,806 | <0,001
DMO L2 0,823 <0,001 0,865 <0,001 0,825 | <0,001
DMO L3 0,809 <0,001 0,877 <0,001 0,818 | <0,001
DMO L4 0,759 <0,001 0,823 <0,001 0,830 | <0,001
DMO Total Columna 0,819 <0,001 0,868 <0,001 0,836 | <0,001

* La correlacién es significativa al nivel de 0,01
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Figura 27. Diagrama de dispersion por sexo entre DMO Columna Total vs
peso.

A pesos mas bajos, las diferencias entre sexos en la DMO de columna es mayor
gue a pesos mayores. Se observa una mayor concentracion de los valores de DMO
de columna de nifios a pesos mas bajos. Se objetiva un incremento exponencial en
los valores de DMO de columna en ambos sexos, a medida que aumenta el peso,

siendo mas pronunciado en nifias que nifos.

123



“Densidad mineral 6seay marcadores de remodelado 6éseo en pacientes con fibrosis quistica”

Tabla 26. Analisis de correlacion entre IMC vs DMO Total Columna, DMO L1,
DMO L2, DMO L3y DMO L4 segun sexo.

TOTAL NINO NINA
r p r p r p
DMO L1 0,526 <0,001 0,526 0,012 0,538 0,006
DMO L2 0,567 <0,001 0,589 0,004 0,572 0,003
DMO L3 0,581 <0,001 0,648 0,001 0,559 0,004
DMO L4 0,569 <0,001 0,605 0,003 0,618 0,001
DMO Total Columna 0,573 <0,001 0,603 0,003 0,585 0,002

* La correlacién es significativa al nivel de 0,01

SEXO
C hombre
1,000+ o O mujer
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Figura 28. Diagrama de dispersion por sexo entre DMO Total Columna vs
IMC.

A valores mas bajos de IMC, las diferencias entre sexos en DMO de columna es
mayor que a valores de IMC mas altos, presentando los nifios valores mas elevados

de DMO de columna.
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Tabla 27. Anélisis de la DMO Total Columna, DMO L1, DMO L2, DMO L3y
DMO L4 segun sexo en el grupo FQ.

GRUPOS N RANGO PROMEDIO p

Nifio 22 22,89

DMO L1 0,601
Nifia 25 24,98
Nifio 22 22,07

DMO L2 0,365
Nifia 25 25,70
Nifio 22 20,82

DMO L3 0,136
Nifia 25 26,80
Nifio 22 20,75

DMO L4 0,127
Nifia 25 26,86
Nifio 22 21,55

DMO Total Columna 0,250
Nifia 25 26,16

Tabla 28. Analisis de la DMO Total Columna, DMO L1, DMO L2, DMO L3y
DMO L4 segun el grado de insuficiencia pancreética (IP/SP) en el grupo FQ.

GRUPOS N RANGO PROMEDIO p

IP 35 24,59

DMO L1 0,617
SP 12 22,29
IP 35 25,03

DMO L2 0,380
SP 12 21,00
IP 35 24,90

DMO L3 0,442
SP 12 21,38
IP 35 24,81

DMO L4 0,487
SP 12 21,63
IP 35 24,90

DMO Total Columna 0,442
SP 12 21,38

* |P: Insuficiencia pancreatica; SP: Suficiencia pancreatica

Tabla 29. Resultado del andlisis de regresion lineal multiple.

Variable B Desv. error p IC 95%
Edad 0,061 0,080 <0,001 0,030 - 0,044
Género 0,080 0,018 <0,001 0,042 - 0,117
IMC 0,015 0,004 0,001 0,006 - 0,023
PTH 0,001 0,0005 0,013 0,0003 - 0,0021
B-CrossLap -0,0000413 0,00002 0,038 -0,00008 - -0,000002
OPG -0,025 0,012 0,047 -0,050 - -0,0003

DMO columna total: variable dependiente

125




“Densidad mineral 6seay marcadores de remodelado 6seo en pacientes con fibrosis quistica”

OBJETIVO 3: Evaluar las diferencias de biomarcadores inflamatorios y de
remodelado 6seo entre pacientes con FQ y sin FQ (controles) y valorar la
contribucion de los marcadores en la ocurrencia de CFBD

en los pacientes FQ.

El estudio de los marcadores de remodelado 6seo y biomarcadores inflamatorios
entre pacientes con FQ y sin FQ (grupo control) mostré diferencias significativas
entre grupos en varios marcadores estudiados. Se observan valores medios mas
bajos en todos los marcadores de formacion 6sea medidos en el grupo FQ, siendo
estadisticamente significativos: FAO y la OPG (p=0,040 y p<0,001)
respectivamente. Por el contrario, este mismo grupo, muestra niveles més altos en
la mayoria de marcadores de reabsorcion 6sea: PTH, TNF-a, IL-6, B-CrossLap y 25
OH vitamina D. Tan sélo presentan niveles mas bajos respecto a los controles la
1,25 OH vitamina D. Diferencias estadisticamente significativas fueron observadas
anivel de PTH, TNF-a, B-CrossLap y 1,25 OH vitamina D con una p=0,005, p<0,001,
p=0,004 y p<0,001 respectivamente. También se observaron niveles de calcio mas
bajos en el grupo FQ que en los controles, siendo significativos (p<0,001) y no se
encontraron diferencias a nivel del fésforo siendo éstos mas elevados en el grupo
FQ (tabla 30 y 31). No se observd sin embargo, diferencias estadisticamente
significativas entre los marcadores estudiados y el grado de insuficiencia
pancreatica, salvo para el marcador de formacién ésea osteocalcina (p=0,001). Se
hallaron valores medios mas bajos de los marcadores de formacion 6ésea PLNP, OC
y OPG y niveles mas altos de los marcadores de resorcion 6sea PTH, IL-6, TNF-a
en el grupo FQ IP respecto a al grupo FQ SP. Los niveles de fosforo y 25 OH

vitamina D fueron similares (tabla 32).

Ninguno de los marcadores estudiados mostré correlacién con los Z scores de

columna (tabla 33 y 34). Adicionalmente encontramos correlaciones positivas
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significativas moderadas en ambos grupos, entre OC vs P1NP (r=0,676, en ambos
grupos), OC vs FATy FAO (r=0,335; r=0,344, grupo FQ) y (r=0,665; r=0,678, grupo
control), PINP vs FAT y FAO (r=0,554; r=0,539, grupo FQ) y (r=0,680; r=0,723,
grupo control), B-CrossLap vs FATy FAO (r=0,483; r=0,510, grupo FQ) y (r=0,384;
r=0,463, grupo control), P1NP vs B-CrossLap (r=0,553, grupo FQ) y (r=0,623, grupo
control). IL-6 vs TNFa (r=0,490, grupo control). Una correlacién negativa fue vista
entre la vitamina D y la PTH (r=-0,308, grupo FQ) y (r=-0,358, grupo control), al igual
que para la IL-6 vs PINP y FAT (r=-0,359; r=-0,285) en el grupo control. Otras
correlaciones positivas débiles fueron observadas entre otros marcadores. Todos

los datos mostrados en las tablas 35, 36, 37 y 38.

El modelo (conjunto de variables que vemos en la tabla 39: PTH, calcio, 1,25 OH
vitamina D, TNFa y OPG) es significativo, explica el 72% (r>=0,720) de la
enfermedad ésea y clasifica correctamente al 85,6% de los casos. Se incluyeron
119 casos. En la tabla 39 se muestran los valores de Odd Ratio para las variables,
pudiendo observar que la PTH junto con el TNFa actian como factores de riesgo y
el calcio, 1,25 OH vitamina D y OPG son protectores. Observamos en el caso del
TNFa que por cada picogramo se multiplica 2,17 el riesgo de producir enfermedad
Osea. Para la PTH se vio que por cada aumento en 10 picogramos se incrementa el
riesgo en 1,95. Para la variable protectora calcio se observé que por cada miligramo
protege 8,7 veces de tener enfermedad Gsea. En la variable 1,25 OH vitamina D, se
observo que por cada aumento en 50 picogramos, protege casi el triple (2,86) que
sino se tuviera esa cantidad. Y en el caso de la OPG, tener un picomol menos
multiplica el riesgo de presentar enfermedad 6sea 5 veces, es decir, por cada

picomol de OPG, produce 5 veces mas proteccion.
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Tabla 30. Andlisis de los marcadores de remodelado 6seo segln grupos
(FQ vs Control).

DESVIACION
GRUPOS N MEDIA ; p
TIPICA
FQ 68 475,081 212,263
PINP 0,131
CONTROL 63 539,506 271,329
FQ 68 36,587 19,509
PTH 0,005
CONTROL 63 27,850 12,967
FQ 66 9,821 3,934
TNF-a < 0,001
CONTROL 63 6,537 2,168
FQ 68 1406,060 546,881
p-CrossLap 0,004
CONTROL 63 1166,529 409,339
FQ 68 9,883 0,495
Calcio < 0,001
CONTROL 63 10,263 0,549
FQ 68 224,332 69,272
FAT 0,625
CONTROL 63 231,198 89,159
FQ 68 102,222 35,868
FAO 0,040
CONTROL 61 116,971 44,709
25 OH FQ 68 81,866 33,383
_ ] 0,708
vitamina D CONTROL 63 80,027 20,687
1,25 OH FQ 68 120,912 26,574
. ] < 0,001
vitamina D CONTROL 63 150,910 49,001
FQ 68 5,050 0,577
Fésforo 0,347
CONTROL 61 4,952 0,597
FQ 64 78,917 26,295
ocC 0,460
CONTROL 61 82,969 34,624
FQ 66 2,140 0,686
OPG < 0,001
CONTROL 63 2,810 0,632

Tabla 31. Andlisis del marcador IL-6 segun grupos (FQ vs Control).

GRUPOS N RANGO PROMEDIO p
FQ 64 66,52

IL-6 0,370
CONTROL 63 61,44
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Tabla 32. Andlisis de los marcadores de remodelado 6seo segun el grado de
insuficiencia pancreética (IP/SP) en el grupo FQ.

GRUPO FQ N RANGO PROMEDIO p

IP 52 33,31

P1NP 0,370
SP 16 38,38
IP 51 36,56

PTH 0,122
SP 15 27,81
IP 51 34,41

TNF-a 0,477
SP 15 30,40
IP 52 34,35

B-CrossLap 0,908
SP 16 35,00
IP 52 33,27

Calcio 0,354
SP 16 38,50
IP 52 35,24

FAT 0,578
SP 16 32,09
IP 52 34,56

FAO 0,965
SP 16 34,31
25 OH IP 52 33,26

] . 0,206
vitamina D SP 16 38,53
1,25 OH IP 52 32,82

) ] 0,339
vitamina D SP 16 39,97
IP 52 34,92

Fésforo 0,750
SP 16 33,13
IP 49 28,27

oC 0,001
SP 15 46,33
IP 50 32,52

OPG 0,463
SP 16 36,56
IP 50 32,67

IL-6 0,877
SP 14 31,89

* |P: Insuficiencia pancreética; SP: Suficiencia pancreatica
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Tabla 33. Analisis de correlacion entre los marcadores de remodelado 6seo
vs Z Score columna madrilefia'y Z Score columna catalana.

Z SCORE COLUMNA Z SCORE COLUMNA
MADRILENA CATALANA

r p r p
P1NP -0,011 0,940 0,238 0,107
PTH 0,128 0,389 0,153 0,304
TNF-a 0,134 0,382 0,310 0,038
B-CrossLap -0,153 0,304 -0,630 0,672
Calcio 0,074 0,619 0,085 0,569
FAT -0,195 0,189 0,039 0,794
FAO -0,232 0,116 -0,004 0,979
25 OH vitamina D -0,138 0,355 -0,083 0,579
1,25 OH vitamina D 0,127 0,394 0,155 0,299
Fosforo -0,177 0,235 -0,038 0,797
ocC 0,034 0,824 0,104 0,495
OPG -0,123 0,420 -0,125 0,413

Tabla 34. Analisis de correlaciéon entre el marcador IL-6 vs Z Score columna
madrilefiay Z Score columna catalana.

Z SCORE COLUMNA MADRILENA | Z SCORE COLUMNA CATALANA

r

p

r

p

IL-6

0,112

0,467

-0,190

0,217
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Tabla 35. Andlisis de correlaciéon entre los marcadores en el grupo FQ.
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Tabla 36. Analisis de correlacion entre los marcadores vs IL-6 en el grupo FQ.

NS

OC | OPG

P

NS | NS

NS

NS

NS

NS
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NS

NS

PINP | PTH | TNF-o. | BCLap | Ca | FAT | FAO | Vit.D | 1,25Vit.D

NS

IL-6
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Tabla 37. Andlisis de correlacién entre los marcadores en el grupo control.
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Tabla 38. Analisis de correlacion entre los marcadores vs IL-6 en el grupo control.

NS

OC | OPG

P

NS | NS

NS

NS
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NS
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PINP | PTH | TNF-a | BCLap | Ca | FAT | FAO | Vit.D | 1,25Vit.D
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Tabla 39. Andlisis de regresion logistica multivariante.

B 0 OR (Exp (B)) IC 95% para Exp (B)

Inferior Superior
PTH 0,67 0,007 1,070 1,019 1,123
Calcio -2,159 0,005 0,115 0,025 0,524
1,25vit D -0,021 0,016 0,979 0,962 0,996
IL-6 -0,146 0,063 0,864 0,741 1,008
TNF-a 0,776 0,00003 2.173 1,514 3,118
OPG -1,668 0,001 0,189 0,073 0,489
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5, DISCUSION

La DMO baja y la osteoporosis se han documentado en muchas enfermedades
cronicas incluso en nifios, adolescentes y adultos jovenes, donde multiples factores
relacionados con la enfermedad o el tratamiento pueden afectar el metabolismo
0seo. La fibrosis quistica es una enfermedad genética autosémica recesiva causada
por mutaciones en el gen CFTR. En general, es grave y, en la mayoria de los casos,
produce muerte prematura por insuficiencia respiratoria. Ademas de pulmonar,
existen complicaciones pancreaticas, hepdticas, intestinales y otras. No existe una
terapia estandar y la supervivencia depende de un tratamiento de apoyo continuo.
En las Gltimas tres décadas, las nuevas estrategias terapéuticas agresivas para la
enfermedad pulmonar, la atencion al estado nutricional y la atencion médica terciaria
han hecho posible una mayor supervivencia en estos pacientes, pero a menudo se

observan secuelas a largo plazo, como la CFBD.

La evaluacion de la densidad Osea en el nifio o adolescente se ha vuelto cada vez
mas comun a medida que se reconoce que los grupos de pacientes jévenes tienen
riesgo de osteoporosis (246). La osteoporosis se define como “trastorno esquelético
caracterizado por una resistencia 6sea comprometida que predispone a un mayor
riesgo de fractura’. La fortaleza Osea refleja la integracion de dos caracteristicas
principales: densidad 6sea y calidad 6sea. La calidad ésea se refiere a la
arquitectura, el turnover, la acumulacioén de dafios (por ejemplo, las microfracturas)
y la mineralizacion. Debido a que la osteoporosis es una condicion silenciosa y no
existe una herramienta clinica para evaluar la calidad 6sea, se requiere la medicién
de la densidad mineral 6sea para identificar a los pacientes antes de que se
produzcan las fracturas (247). La masa esquelética aumenta progresivamente
durante el crecimiento con una fase acelerada en el momento de la aceleracion del
crecimiento prepuberal (248). Por lo tanto, la cantidad de hueso que se gana durante

la adolescencia es el principal contribuyente al pico de masa Osea, que es un
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determinante importante de la osteoporosis y el riesgo de fractura en la edad adulta
(204). Por lo tanto, la evaluacion del esqueleto en crecimiento es el foco de creciente

interés tanto en pediatria como en medicina de adultos.

Un grupo expertos de ISCD en 2013 establecieron criterios para el diagndstico
densitométrico de osteoporosis en nifios. Concluyeron que el término de baja masa
Osea era mas apropiado para informar de valores de Z Score < -2 (usando bases de
datos pediatricas de controles emparejados por edad), describiendo una baja
densidad 6sea para la edad cronoldgica, como terminologia mas adecuada.
También recomendaron que en un paciente pediatrico, este diagnéstico no se debe
realizar basandose Unicamente en una medicion de la DMO. También se debe

establecer evidencia de fragilidad esquelética (249).

La densitometria ésea es la herramienta ampliamente utilizada para la evaluacién
cuantitativa del esqueleto. La medicién del contenido mineral 6seo y la densidad
mineral 6sea en nifios y adolescentes se ha vuelto ampliamente disponible y se han
creado bases de datos de referencia pediatricas (250). Existen varios métodos para

medir la DMO y el mas utilizado es el DEXA.

Diferentes trabajos se han servido de esta técnica para cuantificar la evolucién de
la masa Osea durante la infancia y la adolescencia en columna lumbar, tanto en
poblaciones normales como patoldgicas y han concluido que el pico de masa 6sea

esta practicamente alcanzado entre los 20 y 25 afios de edad (235,238,251).

Se sabe que la tasa de recambio éseo es mucho mas rapida en los huesos
trabeculares que en los corticales. Ademads, el hueso trabecular parece ser méas
sensible a los cambios minerales que el cortical. Por lo tanto, estudiamos los
cambios en la mineralizacion dsea mediante absorciometria de rayos X de energia
dual en el nivel de la columna lumbar, que se compone principalmente de hueso

trabecular.
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En nuestro estudio se muestran valores promedio de DMO de columna disminuidos
en los dos grupos en nifios (6-10 afios, >10 afios) respecto a las poblaciones de
referencia madrilefia y catalana, hallando diferencias significativas en los grupos de
6-10 afos: (0,640 vs 0,693; p=0,001), (0,640 vs 0,713; p<0,001) respectivamente.
En el caso del sexo femenino, los valores promedio de DMO de columna fueron
menores en los dos grupos respecto a las poblaciones de referencia madrilefia y
catalana, observandose diferencias significativas en el grupo de >10 afios con
respecto a la poblacion madrilefia y catalana (0,885 vs 0,940; p=0,036 y 0,885 vs

1,003: p<0,001).

Un 8,51% de los pacientes mostraron un Z score de columna por debajo de -2 DS
respecto a la poblacion cataldn y un 6,38% lo hicieron frente a la poblacion

madrilefa.

Observamos que la DMO correlaciona positivamente con la edad, la talla, el peso y
el IMC. No observamos diferencias significativas en la DMO respecto al género, ni
al grado de insuficiencia pancreatica. El analisis de regresién multiple mostré como
variables significativamente predictoras a la edad, el género, IMC, PTH, B-CrossLap
y OPG (P<0,001, p<0,001, p=0,001, p=0,013, p=0,038 y p=0,047, respectivamente),
explicando el 87% de la variabilidad de la DMO de columna en el grupo de pacientes

FQ.

En un estudio realizado por Sermet et al. (252) se evalué la densidad mineral ésea
en columna lumbar de 114 pacientes con FQ, incluyendo 25 nifios menores de 6
afnos, 53 nifios prepuberales entre 6 y 10 afios y 36 adolescentes entre 11 y 18 afios
de edad. Los valores de Z score de columna fueron calculados en referencia a una
poblacién sana de nifios y adolescentes parisinos emparejados para la edad, sexo
y estado puberal. La base de datos control incluyé 317 nifios y adolescentes de 1 a
20 afios de edad, con estado nutricional normal, viviendo en el mismo area

geografica y sin enfermedades cardiacas, renal o hepatica conocidas (253-255).
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Estos autores encontraron que los valores medios de Z score de columna en el
grupo de nifios mas jovenes (< 6 afos) eran significativamente mas bajos que lo
normal (-0,96). Se mantuvo estable en el grupo de 6-10 afios de edad (-0,91), no
observandose diferencias significativas entre grupos y decrecié en el grupo de
adolescentes (11-18 afos) aunque no significativamente (-1,4). Z scores de
columna < -1 fueron hallados en el 34% de los pacientes con enfermedad pulmonar
leve y estado nutricional normal. La proporcion de pacientes con un valor de Z score
de columna <-2 DE no fue significativa entre los tres grupos, pero tendio al
incremento en el grupo de adolescentes (28% en nifios < 6 afios, 22% en el grupo
de 6-10 aflos y 34% en el de adolescentes). Ademas se la DMO de columna lumbar,
estos autores midieron los niveles de vitamina D, PTH, OC, IGF-1, calcio y fésforo.
Los niveles de calcio y fosforo se hallaron dentro de los niveles normales para todos
los pacientes. El 90% presento niveles de vitamina D por debajo del nivel de 30
ng/mL y el 9% mostrd niveles de PTH por encima de 46 pg/mL. El grupo de
adolescentes (11-18 afios) mostro niveles de vitamina D significativamente mas
bajos respecto a los otros 2 grupos (nifios < 6 afios: p=0,0005; grupo de 6-10 afos:
p=0,007), al igual que se vio con la IGF-1 con los 2 grupos (nifios < 6 afios: p=0,02;
grupo de 6-10 afios: p=0,004), y en el caso de la OC se observaron diferencia
significativas entre los grupos < 6 afios vs 6-10 afos, p=0,05 y 6-10 afios vs 11-18
afos; p=0,008. Todos los pacientes recibieron suplementacién con vitamina D de

2000-4000 U/dia.

Los autores de este estudio sugieren que el origen de la CFBD en la infancia
temprana puede ser independiente del estado nutricional o la severidad de la

enfermedad.

En un estudio Gronowitz et al. (256) se evalué la densidad mineral 6sea en
pacientes FQ en crecimiento normal y también estudiaron la relacién entre

marcadores bioguimicos de nutricién, como el calcio, fésforo, calcitonina y vitamina
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D. 70 pacientes FQ de edad entre 6-49 afios fueron estudiado (34 hombres y 36
mujeres), de los cuales 30 fueron mayores de 20 afios (15 hombres y 15 mujeres).
DEXA fue la técnica usado para medir densitometria en columna lumbar y cuello
femoral mediante Hologic QDR-2000. Los valores de referencia se obtuvieron del
fabricante. Observaron que la DMO de columna se incrementé con la edad pero en
promedio fue mas baja que en la poblacion normal, tanto para hombres (p=0,02)
como para las mujeres (p<0,001). La puntuacion z promedio de la DMO disminuyé
en la columna lumbar tanto en nifios como en adultos, siendo -0.7 £1.0y -0.5 £ 1.0,
respectivamente. El 37 % de los pacientes mostraron puntuaciones de Z score de
columna disminuidas. No encontraron diferencias en las puntuaciones Z score en
columna en nifios y adultos con respecto al género. Tampoco se observo correlaciéon
entre Z score y el calcio y vitamina D. Los niveles séricos de calcio, fosforo y
calcitonina fueron normales en todos los pacientes, 2 pacientes presentaron niveles

deficientes de vitamina D y 11 de ellos tuvieron valores por debajo de 18 ng/mL.

Un andlisis de regresion mdultiple mostré que las variables edad, calcitonina, peso
en Z score, talla en Z score y el FEV: explicaban el 44% de la variabilidad del Z
score de columna lumbar (p<0,001). Los coeficientes correlacion parciales fueron
0,27, -0,28, -0,06, 0,04 y 0,31 respectivamente, por lo que cuando se eliminé el peso
y la talla del modelo se vio que no cambi6 el r’°=0,44 y los coeficientes parciales
fueron préacticamente iguales (edad: 0,26, calcitonina: -0,26 y FEV; : 0,30). Estos
autores observaron una disminucién temprana de la densidad 6sea vertebral en

nifios con FQ pero con una buena nutricién.

En un estudio realizado por Douros et al. (257) se estudian 81 pacientes FQ de
edades entre 4 y 23 afios sin un criterio de seleccion especifico. Una encuesta sobre
los habitos alimentarios fue realizada para estimar la toma de calorias y de calcio.
Los pacientes fueron descritos en funcién de los siguientes paradmetros, los cuales

se piensan juegan un papel importante en la mineralizacion 6sea: edad, género,
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criterio de Tanner, IMC, FEV; para evaluar la funcidon pulmonar, Shwachman-
Kulczyck score para evaluar la severidad de la enfermedad, uso de glucocorticoides
orales en los 6 meses anteriores, presencia de pseudomona aureginosa, presencia
de insuficiencia pancreatica exocrina y niveles de 25 OH vitamina D. Los pacientes
fueron divididos en 3 grupos: nifios (hasta los 10 afios), adolescentes (nifios hasta
los 20 afios y nifias hasta los 18 afos) y jovenes adultos (por encima de los 20
afios). DMO fue medida en columna lumbar (L1-L4) por DXA Hologic QDR-1000 y
fue expresada en Z scores. Como base de referencia para la DMO, usaron aquella
provista por el fabricante de Hologic para caucésicos. La DMO en Z scores esperada
para poblacion sana es 0. Los autores encontraron una densidad ésea reducida en
un elevado porcentaje de pacientes. Un 33% se encontraron entre Z scores de -1y
-2,5 DE (27 pacientes), y 9 pacientes estaban en Z scores por debajo de -2,5 DE
(11%). Los Z scores fueron mas bajos que los valores de 0 esperados en el grupo
de nifios, adolescentes y jévenes adultos (p=0,004, p<0,001 y p=0,048
respectivamente), pero no se observaron diferencias entre los tres grupos (p=0,16).
69 pacientes (85%), eran insuficientes pancreaticos y recibian enzimas pancreaticas
como suplemento, 58 (72%) fueron infectados con P.aureginosa y 7 (9%) estaban
en tratamiento con glucocorticoides orales. FEV; por debajo de 80 % fue encontrado
en 26 pacientes (32%). S6lo un paciente (1%) presentd deficiencia de vitamina D
(<5 ng/mL); 72 pacientes (89%) presento insuficiencia (5-30 ng/mL) y 8 pacientes
(10%) fueron suficientes (30-100). Aunque segun la guia europea sobre
mineralizacién 6sea en FQ (31), aun no se ha alcanzado un consenso respecto a
los niveles de vitamina D en suero 6ptimos requeridos para optimizar la
mineralizacion ésea en nifios, adolescentes y adultos jévenes. Pero hace una
recomendacién para prevenir su deficiencia, recomendando una concentracion
minima de 20 ng/mL. En esta tesis, todos los pacientes FQ presentan niveles muy
por encima de este valor, pero hay que tener en cuenta que todos los pacientes IP

reciben suplementacién con vitamina D, siendo un total de 49 pacientes (72%). Los
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autores del estudio mencionado arriba observan una media de DMO en Z scores no
significativa entre género (media + DE = -1,17 + 1,30 y -0,74 + 1,25 para nifios y
nifas respectivamente, p=0,13). También observaron una correlacion positiva
significativa entre los Z scores de columna y la vitamina D (r= 0,27, p=0,013), con
los Z scores del IMC (r=0,36, p<0,001) y una correlacion negativa con la presencia
de insuficiencia pancreética (r=-0,32, p=0,003). En esta tesis, en comparacién a lo
estudiado en este trabajo, encontramos una correlacion positiva significativa entre
la DMO de columnay el IMC (r=0,573; p<0,001). Estos autores ademas mostraron
en un andlisis de regresion multiple que el género y la vitamina D fueron predictores
significativos del Z score de columna (p=0,006 en ambos), con una r?=0,50, que

expresa el 50 % de variabilidad total del Z score columna.

Chirita et al. (258) realizan un estudio con el objetivo de describir los cambios
longitudinales en la cantidad mineral 6sea o CMO y la influencia de factores en nifios
con fibrosis quistica. En este andlisis retrospectivo se evalian 100 nifios (50 nifias)
a los que se le realizo6 DXA de columna mediante sistema Lunar. De éstos, 48 y 24
tuvieron 2 y 3 DXA respectivamente, durante un periodo de 10 afios. Los datos
fueron expresados en CMO Z score ajustado por edad, sexo, etnia y area 6sea. De
entre los marcadores de enfermedad, tomaron el FEVi, para valorar la funcion
pulmonar, corticoides orales o inhalados como tratamiento durante el afio previo a
la realizacion de la DXA, intolerancia a la glucosa, suplementacion alimenticia. La
tallay el IMC en Z scores fueron usados como datos antropométricos y se evaluaron
los niveles de vitamina D y PTH como marcadores 6seos en todos pacientes. De
los 100 nifios estudiados, estos autores observaron valores de CMO iniciales de
columna lumbar en Z score >0,5 DE en el 13% de los nifios, entre -0,5y 0,5 en un
50% y < -0,5 se hall6 el resto (37%). 10% presento valores iniciales <-1 DE. Un 78%
de los nifilos que tuvieron valores iniciales de CMO Z score de columna >-0,5 DE y
35% por debajo de -0,5, mostraron una disminucion de los valores en las

evaluaciones sucesivas. Sin embargo, la media de CMO en Z score de columna no
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mostrd diferencias significativas en las posteriores evaluaciones (-0,51; -0,64; -0,56;
p=0,178). Los determinantes significativos del CMO de columna en Z score fueron
el FEV1, seguido de IMC en Z score y los niveles iniciales de vitamina D, tras un

analisis de regresion multiple.

Los niveles de MRO se incrementan durante la pubertad y alcanzan su pico poco
después de la madurez sexual. La mayoria de los estudios que miden los
marcadores de recambio Gseo en suero indican que los pacientes con FQ tienen

una combinacién de degradacion 6sea acelerada y formacion 6sea inadecuada.

Hasta el momento, los datos relativos a los marcadores bioguimicos del
metabolismo éseo en la poblacion pediatrica son limitados, a veces contradictorios.
En los nifios sanos, la formacion dsea es mayor que la resorcion. En la edad
pediatrica no es facil interpretar los resultados de los marcadores bioquimicos
porque, por una parte, pueden reflejar solo un proceso de crecimiento normal y, por

otra, porque no existe, para la gran mayoria de ellos, rango de valores normales.

En nuestro estudio encontramos una concentracion media de los marcadores de
formacién 6sea OC, P1NP, FAT, FAO y OPG mas baja en nifios con FQ respecto a
los controles, siendo la FAO y OPG significativas en ambos grupos (p<0,040 y
p<0,000 respectivamente). Respecto a los marcadores de resorcion 6sea obtuvimos
valores medios mas altos en el grupo FQ respecto a los controles en todos los
marcadores medidos (PTH, BCrossLaps, 25 OH vitamina D, IL-6 y TNF-a)) excepto
la 1,25 OH vitamina D. Mostraron diferencias significativas PTH, BCrossLaps, 1,25
OH vitamina D y TNF-a (p<0,005, p<0,004, p<0,000, p<0,000 respectivamente).
También se midieron niveles de fésforo y calcio en suero, encontrandose diferencias
significativas entre ambos grupos a nivel del calcio (p<0,000). Esta condicién resulta
en un desacoplamiento del equilibrio entre la formacion 6sea y los procesos de
resorcion, al igual que es mostrado en otros estudios (259-263), siendo un factor

desfavorable para el desarrollo de estos pacientes.
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Le Heron et al. (264) utilizaron un modelo de cultivo de osteoblastos humanos
primarios y demostraron que la pérdida de la actividad del canal de cloruro regulador
de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica, produce una disminucion
de la expresion de OPG en pacientes con FQ. Los datos del estudio sugieren que
en las células 6seas de pacientes con FQ, la pérdida de actividad de CFTR puede
provocar una mayor resorcion 6sea inflamatoria (por reduccién de OPG y un
aumento de la PGE2), y podria contribuir a la baja densidad mineral 6sea
encontrada en nifilos pequefios con FQ, independientemente de su estado
nutricional y la gravedad de la enfermedad pulmonar (252,265). Stalvety et al.
también demostraron una diferenciacion alterada de los osteoblastos con una
produccion reducida de OPG en células cultivadas de ratones Knockout (Cftr -/-)
(266). Otros estudios genéticos en ratones Knockout (Cftr -/-) han demostrado que
la invalidacibn de CFTR causa una baja masa 6sea y una microarquitectura
alterada, un fenotipo asociado con la disminucién de la formacién dseay el aumento
de la reabsorcion 6sea (267-269), aunque los mecanismos celulares que causan

estos efectos son alin desconocidos.

Shead et al. (270) mostraron, por primera vez en pacientes adultos con FQ, un nivel
sérico de OPG mas bajo en comparacion con los controles, (1664 pg/mL, IQR 1545-

1740 vs 2494 pg/mL, IQR 1805-3066, p <0,05).

En la enfermedad de la FQ, la inflamacién cronica conduce a niveles elevados de
citoquinas inflamatorias, como IL-6 y el TNF-a, pudiendo afectar al crecimiento de
los nifios. Actlan sobre el cartilago de crecimiento y también a la ingestion de
nutrientes, por su poder anorexigeno. Ademas, también pueden tener repercusiones
negativas sobre la pubertad, afectando al estir6n puberal. El aumento de la IL-6
circulante induce una disminucién proporcional de IGF-I circulante, sin afectar a la
secrecion de GH, en animales de experimentacion y en seres humanos. Estudios

en roedores demuestran que cuando se neutraliza la actividad de la IL-6, se
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recupera el crecimiento (271). La inflamacién crénica ha sido considerada un factor

importante debido al impacto de las citoquinas en la mineralizacion 6sea (272,273).

El TNF-a es una de las citoquinas con mayor efecto sobre el cartilago del
crecimiento, inhibiendo la expresion de genes que codifican moléculas de matriz y
regulan la expresién de un factor fundamental (Sox9) para la diferenciacion y
formacion del cartilago. Ademas, estudios in vitro han puesto de manifiesto la
capacidad para alterar el crecimiento longitudinal de los huesos del metatarso,
inhibir la proliferacion de condrocitos (células que se encargan de mantener la matriz
cartilaginosa) en el cartilago en crecimiento y aumentar la apoptosis de los

condrocitos.

En un estudio realizado por MacRae et al. (274) se observa que el tratamiento de
animales con antagonistas del TNF-a logra una recuperacion del crecimiento sin

normalizar los valores de IGF-I.

En el trabajo de Le Heron et al. (264) mencionado anteriormente, se muestran datos
de una menor secrecion del marcador de formacioén ésea OPG cuando cultivos de
osteoblastos humanos son tratados con un inhibidor del CFTR y estimulados con

TNF-a frente a cultivos controles no tratados con el inhibidor de CFTR (124,1 + 32,8

pg/mL / 10° cel vs 434,1 + 58,1 pg/mL / 106 cel).

Datos clinicos recientes han informado que las complicaciones de la FQ con los
polimorfismos del gen TNF junto con la alta produccién de TNF-a se asocian con
una disminucion de la densidad 6sea (275). Li et al. (276) demostraron que la
supresion de la sefalizacion basal de TNF-a en modelos 6seos in vivo e in vitro
mejoré la diferenciacion y la mineralizacion de los osteoblastos y mejoré la
formacion Gsea, lo que sugiere que los antagonistas de TNF-a y NF-kB pueden
representar nuevos agentes anabdlicos para la obtencion del pico de masa 6sea

maximo y/o la mejora de la pérdida 6sea patoldgica.
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En un estudio realizado por Street et al. (277) se midieron valores de OC y P1NP
en pacientes con FQ y se observaron diferencias respecto de los valores de
referencia (262) para la OC (27,8 + 4,5 ug/L y 7,0 = 3,1 ug/L, p<0,05), y no
encontraron diferencias para el PINP (167,8 +1 5,2 ug/L y 144 + 45 ug/L, N.S.).
También fueron observados niveles més elevados de las citoquinas, IL-6 y TNF-a
comparado con una poblacién sana (278) (5,3 + 0,8 ng/L vs 1,3 + 0,3 ng/L, p<0,05
y 1,8 + 0,3 ug/L vs 0,9 £ 0,1 ng/L, p<0,05, respectivamente). En este trabajo, los
autores sugieren gque los niveles elevados de OC sérico hallados, podria tener un
papel importante en el mantenimiento de una DMO lumbar normal en pacientes
jévenes con FQ. Y las citoquinas desempefian un papel en la regulacion del
recambio 0seo, en la inflamacién crénica como puede verse en estos pacientes. Sin
embargo, una limitacion de este trabajo es que se aborda en un nimero pequefio

de pacientes (N=17).

Estudios en nifios y en modelos animales han sido relevantes para refutar el hecho
de que la inflamacion causa cambios éseos estructurales. En el trabajo anterior de
Sermet et al. (252), se observaron aumentos de densidad mineral 6sea mas bajos
en pacientes FQ con enfermedad leve y estado nutricional normal, a partir de los 6
anos de edad, lo que sugiere que la CFBD puede deberse en parte a un defecto

primario en el metabolismo 6seo.

Por otro lado, es bien conocido que para la sintesis de OC (proteina de la matriz
Osea necesaria para el depésito de calcio en ésta), se requiere la vitamina K como
cofactor. Un estado subdptimo de ésta, se ha asociado con una disminucion de la
masa 0sea y biomarcadores 6seos anormales en la FQ (279,280). Aunque se ha
reconocido durante mucho tiempo que la flora intestinal sintetiza la vitamina K, no
esta claro con qué precision y en qué grado esto contribuye al estado de la vitamina
K (281). También en estos pacientes el uso frecuente de antibioticos puede reducir

la contribucion de la sintesis de la flora intestinal y su contribucion al grupo de
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vitamina K (282). Todos nuestros pacientes FQ IP reciben una suplementacién con
vitamina K como parte de su tratamiento, tal como se recomienda en la guia europea
de mineralizacion 6sea en fibrosis quistica (31). Por lo tanto, esto nos haria pensar
en la contribucién de la suplementacion vitamina K sobre los niveles de OC y porqué
a pesar de hallar niveles mas bajos en los pacientes FQ no se muestran diferencias
significativas respecto a los controles. En un estudio realizado por Nicolaidou et al.
(283) se midieron los marcadores P1NP, FAO, OC, PTH y vitamina D ademas de la
DMO en columna lumbar, en un grupo de 20 nifios y adolescentes con FQ de
edades entre 6 y 17 afios. Estas mediciones se realizaron antes de la iniciar una
suplementacién con vitamina K y tras el afio de la misma, ademas de en un grupo
control formado por 25 nifios y adolescentes. Los resultados obtenidos en este
trabajo mostraron niveles significativamente mas bajos de vitamina K, FAO, OC y
P1NP en el grupo de pacientes antes de la toma de vitamina K frente al grupo control
(p=0,021, p<0,001, p<0,00, p<0,001). También se observaron niveles mas elevados
de PTH (p=0,005). La comparacion de este grupo de pacientes al afio de estar con
la suplementacion con vitamina K con el grupo control mostr6 que aunque los
niveles de vitamina D, FAO y P1NP permanecieron significativamente mas bajos
(p<0,001, p=0,001 y p=0,020, respectivamente), no se hallaron diferencias
significativas entre estos dos grupos a nivel de OC y PTH. Finalmente, la
comparacion entre el mismo grupo de pacientes antes y después de la
suplementacion con vitamina K, mostraron niveles de OC y P1NP significativamente
mas elevados en los pacientes al afio tras la toma de vitamina K (p=0,005, p<0,001,
respectivamente) y no mostré diferencias a nivel de los Z scores de columna
(p=0,935). Estos autores indican que la suplementacién con vitamina K puede tener

un papel beneficioso en la salud 6sea en nifios con FQ.

En nuestro estudio, los resultados obtenidos de MRO en funcién al grado de
insuficiencia pancreatica muestran el buen control de estos pacientes. No se

observan diferencias significativas a nivel de ningin marcador excepto para la OC
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(p=0,001), donde observamos valores mas bajos en los FQ con IP. Se sabe que
este tipo de pacientes presenta mayores dificultades para la absorcion de vitaminas
liposolubles, entre las que se encuentra la vitamina k (280,284), factor clave para la
formacion de OC. Adicionalmente, se hallaron asociaciones significativas y positivas
entre los marcadores de recambio 6éseo en ambos grupos: OC vs P1INP (r=0,676,
en ambos grupos), OC vs FAT y FAO (r=0,335; r=0,344, grupo FQ) y (r=0,665;
r=0,678, grupo control), PINP vs FAT y FAO (r=0,554; r=0,539, grupo FQ) y
(r=0,680; r=0,723, grupo control), B-CrossLap vs FAT y FAO (r=0,483; r=0,510,
grupo FQ) y (r=0,384; r=0,463, grupo control), PLNP vs B-CrossLap (r=0,553, grupo
FQ) y (r=0,623, grupo control). IL-6 vs TNFa (r=0,490, grupo control). Una
correlacion negativa fue vista entre la vitamina D y la PTH (r=-0,308, grupo FQ) y
(r=-0,358, grupo control), al igual que para la IL-6 vs PINP y FAT (r=-0,359; r= -
0,285 en el grupo control), no siendo muchas de ellas significativas, ya que los
marcadores del metabolismo 6seo reflejan diferentes procesos biolégicos durante
el crecimiento del esqueleto. Estos marcadores se liberan durante las diferentes

etapas de la formacién o resorcion ésea.

Greer R et al. (261) realizaron un estudio en 149 pacientes FQ (81 sexo masculino)
y 141 controles (61 sexo masculino) que comprendian a nifios con rango de edad
5,3 - 10,99 afios, adolescentes de 11 - 17,99 afios y adultos de 18 - 55,9 afios. Se
midieron niveles de OC, Calcio, PTH, magnesio, 25 OH vitamina D y 1,25 OH
vitamina D. Y sus resultados no mostraron diferencias significativas a nivel de la OC
en nifos y adolescente FQ vs control (p=0,71 y p=0,15, respectivamente), al igual
que en nuestro estudio. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas en
el grupo de adultos vs control con una p=0,005. A nivel de la PTH también se
observaron diferencias significativas entre grupos (p <0.0001), con niveles por
debajo, dentro y por encima del rango de control. Sin embargo no hubo diferencias

en la PTH general entre los controles y pacientes FQ (mediana 3,05 vs 3,0 nmol/L,
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p=0,94). La 25 OH vitamina D no fue diferente en el control y los pacientes FQ
(p=0.06). Y la 1,25 OH vitamina D fue menor en el grupo con FQ (p<0,0001), no
explicada por 25 OH vitamina D o la gravedad de la enfermedad, como lo fue el
magnesio sérico (p<0,0001), al igual que lo observado en nuestro estudio, aunque
en nuestro caso los niveles de magnesio no fueron determinados. En un analisis de
regresion multiple, estos autores investigaron potenciales predictores para la 1,25
OH vitamina D. La 25 OH vitamina D, el magnesio, la PTH y la interaccion entre
PTH y estado control, fueron significativos predictores y se encontré una diferente
relacion entre PTH y 1,25 OH vitamina D en el grupo control y sujetos con FQ. El
incremento de PTH fue asociado con el incremento de 1,25 OH vitamina D en
sujetos control pero no en sujetos con FQ, indicando que los sujetos con FQ fueron
relativamente resistentes al efecto estimulador de la PTH sobre la 1,25 OH vitamina

D.

Los autores concluyeron que a pesar de observar niveles suficientes de vitamina D,
fueron vistas anormalidades en el metabolismo del calcio (en todos los grupos de
edad) y en los marcadores de recambio éseo (en adolescentes y adultos), no
explicados completamente por la funcién pulmonar, el genotipo o el estatus
pancreatico. Sugieren que los niveles de 1,25 OH vitamina D relativamente bajos,
aungque no subOptimos, concurrentes con niveles normales de 25 vitamina D,
probablemente no sean causados por la deficiencia de sustrato, pero estarian
relacionados con una actividad renal funcional disminuida de la la-hidroxilasa
(posiblemente relacionada con CFTR), y/o aumento del consumo de la 1,25 OH

vitamina D.

Otro punto importante a abordar seria el efecto de los lipidos sobre la fisiologia 6sea.
La evidencia creciente destaca las acciones locales de los lipidos a este nivel (285).
La disfuncion CFTR causa anomalias en el metabolismo de los esfingolipidos

(286,287), y se ha observado una disminucion del nivel de esfingosina-1-fosfato
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(S1P) en la enfermedad pulmonar en FQ (288,289). S1P es un mediador de lipidos
bioactivos bien conocido, que desempefia funciones importantes en muchos
procesos de reparacion de tejidos, incluida la regeneracion 6sea y el crecimiento de
tejido 6seo in vivo (290). S1P facilita la migracion de los precursores de osteoclastos
desde el hueso a la sangre a través de la accién del receptor S1IPR1. Sin embargo,
el receptor S1PR2, media el efecto reverso, resultando en un cambio en la direccién
de los precursores de los osteoclastos desde la sangre al hueso. Se ha visto que la
1,25 OH vitamina D, actia a nivel de S1PR2, inhibiendo la generacion de
osteoclastos y resorcién 6sea. En nuestro estudio, los niveles de 1,25 OH vitamina
D en FQ fueron mas bajos respecto a los controles, mostrando diferencias
significativas, lo que nos haria pensar que estos niveles disminuidos podrian resultar
en un aumento de la resorcién 6sea como se observa en nuestros pacientes. Por
otro lado, S1P activa la sefalizacion Wnt/B-catenina y, por lo tanto, induce la
expresion de OPG en lineas celulares osteoblasticas (291). Datos recientes
destacan un papel importante de S1P en la actividad de las células 6seas al
aumentar la produccién PGE2, reduciendo la expresion de la relacion RANKL/OPG
y mejorando la formacién 6sea. Aunque el papel de S1P en el proceso de
remodelacidn 6sea es sugestivo, debe ser explorado en el desarrollo de CFBD y en
el contexto de otras acciones de S1P, como el mecanismo de sefializacién en las
acciones de varias citoquinas, factores de crecimiento y hormonas (292). Entre
estos se ha informado de una interaccion con la vitamina D, ya que se ha encontrado
gue la inhibicion de la apoptosis por 1,25 OH vitamina D en células HL60 (293) y
queratinocitos (294) mediada por la S1P; quizas exista un papel antiapoptético
similar para la S1P en los osteoblastos. Por lo tanto, es tentador especular que el
CFTR también podria estar involucrado en la sefializacion de S1P en las células
Oseas, lo que explicaria algunas de las actividades aberrantes observadas en los

osteoblastos deficientes en CFTR.
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Es conocido que remodelacion dsea y la inflamacion contribuyen significativamente
a la patogenia de la CFBD, pero hasta la fecha los estudios y el descubrimiento de
farmacos se han centrado en objetivos inflamatorios. Aunque han surgido terapias
novedosas, como la mejora de la funcién pulmonar y la inflamacién, es evidente que
la inflamacién por si sola no ha permitido mejorar la enfermedad ésea. Por lo tanto,
sugerimos que para hacer un cambio gradual en la terapia con CFBD, el enfoque
de la investigacion deberia investigar los mecanismos que subyacen al

acoplamiento de las actividades de formacion y reabsorcion 6sea, y los enfoques.

Nuestro estudio esta sujeto a la limitacién de usar DEXA como un método para
medir la DMO. El aumento en el tamafio del hueso da como resultado una mayor
DMO del area medida por DEXA, y a la inversa, incluso cuando la verdadera DMO
volumétrica sigue siendo la misma, y se sabe que la altura suele ser menor en
pacientes con FQ en comparacion con la poblacién general. En consecuencia,
nuestro estudio puede haber sobreestimado el grado de disminucién de la masa

Osea en pacientes con FQ.

Aunque existe conciencia del problema de los efectos del tamafio en la
densitometria 6sea, todavia no existe un consenso sobre la forma mas adecuada

de corregir los resultados para el tamafio y expresarlos.
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6. CONCLUSIONES

1. La DMO de columna lumbar en nifios con FQ es inferior a la de nifios sin
enfermedad. Concretamente, en el sexo masculino hemos encontrado diferencias
significativas entre los valores de DMO de columna del grupo FQ de 6-10 afios de
edad respecto a la poblacién madrilefia (p=0,001) y respecto a la poblacién catalana
(p<0,001). En el caso del sexo femenino, las diferencias fueron observadas en el
grupo de FQ > 10 afios de edad respecto a la poblacién madrilefia (p=0,036) y a la

poblacion catalana (p<0,001).

2. Hemos encontrado 3 pacientes con Z scores de columna <-2 DE respecto a la
cohorte madrilefia (6,38 %), y 4 pacientes con Z scores de columna <-2 DE respecto
a la cohorte catalana (8,51 %). Los Z scores calculados en funcién de del sexo y
grupos de edad muestran valores por debajo de la media en la totalidad del sexo
masculino respecto a la poblacién catalana y en la mayoria de los grupos de edad
respecto a la poblacién madrilefia, salvo las edades de 6, 7, 14 y 16 afios. En el
caso del sexo femenino, respecto a la poblacién madrilefia, los Z scores por debajo
de la media se ven en las edades de 6, 7, 12, 13 y 14 afios y en la poblacion

catalana, la mayoria se hallan por debajo, salvo las edades de 9, 10 y 11 afios.

3. No se observaron diferencias entre los Z scores de columna en los pacientes FQ

en funcion del grado de insuficiencia pancreética.

4. Existe una correlacion positiva, estadisticamente significativa (p<0,001) entre la
DMO de columna lumbar con la DMO de columna sectorial, siendo la DMO de L3 la

que posee una relacion mas fuerte (coeficiente de correlacion de Pearson = 0,990).

5. Existe una correlacion positiva, estadisticamente significativa (p<0,001), entre la
DMO total de columna lumbar y DMO de columna sectorial con la edad, la talla, el

pesoy el IMC.
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6. Hemos encontrado valores medios mas elevados de DMO de columna total y
sectorial en nifias que en nifios, no observandose diferencias significativas entre

SeXo.

7. Hemos observado dentro del grupo de pacientes FQ, que las variables, edad,
género, IMC, PTH, B-CrossLap y OPG explican el 87% de la variabilidad de la DMO

de columna total.

8. Como técnica de estudio de la DMO consideramos la realizacion de la
densitometria mediante DEXA por ser una técnica sencilla, rapida y reproducible y

con escasa radiacion.

9. Se observan valores medios mas bajos en todos los marcadores de formacion
O0sea en nifios con FQ, siendo estadisticamente significativos para FAO y OPG
(p=0,040 y p<0,001), respectivamente y esto puede contribuir al desequilibrio del
turnover 6seo. De igual manera pueden hacerlo los niveles méas elevados de la
mayoria de los marcadores de resorcion dsea hallados en el grupo de pacientes FQ,
siendo en este caso significativos, PTH, B-CrossLap y 1,25 OH vitamina D (p=0,005,
p=0,004 y p<0,001) respectivamente. También hallamos valores méas elevados del
biomacardor de inflamacion TNF-a en los nifios con FQ, siendo significativo
(p<0,001) que contribuye a la resorcion 6sea y valores disminuidos de calcio
respecto al control con p<0,001. Los datos demuestran una degradacién Osea
acelerada sin un aumento compensatorio en la formacion 6sea pacientes FQ
clinicamente estables. Ademas de ver que el desequilibrio entre el proceso de

formacion y resorcién 6sea puede aparecer en edades tempranas.

10. Se hallaron asociaciones significativas y positivas entre los marcadores de
recambio 6seo en los pacientes y el grupo control, lo que sugiere una respuesta

paralela a la pubertad de los marcadores de formacién y reabsorcion.
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11. Se observo que los niveles de calcio, 1,25 OH Vitamina D y OPG son protectores
de presentar enfermedad 6sea, a la inversa que lo mostrado para los parametros

TNF-a y PTH que su aumento eleva el riesgo de producirla.

12. Dado los resultados obtenidos de baja densidad mineral 6sea en la muestra de
pacientes FQ, asi como el desequilibro observado en el turnover éseo, se podria
sugerir la realizacion de un screening de este defecto en las poblaciones con FQ
mediante cuantificacion de marcadores de remodelado 6seo y la realizacion
sistematica de densitometria, teniendo en cuenta el historial de fracturas de bajo
trauma y factores de riesgo, asi como situaciones especiales que requieran de la
monitorizacion de la respuesta tras una intervenciéon farmacologica. Un nifio puede
actuar apropiadamente como su propio control, con exploraciones en serie para
monitorear el progreso. Este enfoque nos permitira estar en una mejor posicion para

definir los grupos de nifios que se benefician mas de la investigacion.

13. Definir el estado mineral éseo en esta poblacion podria proporcionar una nueva
perspectiva de la patogénesis subyacente de los déficits de DMO en la FQ,
identificar la edad de inicio y ayudar a optimizar las estrategias de tratamiento

preventivo durante este periodo critico de desarrollo.
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ANEXO |. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL

PACIENTE Y FAMILIA

Estimado paciente y/o padres:

Como ya sabe, usted o su hijo ha sido diagnosticado con una enfermedad llamada
Fibrosis Quistica. Hoy en dia existen numerosas cuestiones en dicha enfermedad
que desconocemos cuya respuesta podrian ayudarnos a conocer mejor la
enfermedad y mejorar por tanto la atencién a los pacientes. Actualmente, estamos
llevando a cabo un proyecto de investigacién con objeto de conocer algunas de
estas cuestiones no resueltas, por lo que le pedimos su colaboracion en este

proyecto.

Este estudio ha obtenido la aprobacién del Comité Etico del Hospital Universitario
Virgen del Rocio y en él se respetaran las recomendaciones éticas internacionales
para estudio con seres humanos (Declaracion de Helsinki). El objetivo de este
proyecto es estudiar si la densidad mineral 6sea (DMO), o sea, la cantidad de
minerales que hay en los huesos y el estudio de los marcadores de remodelado
0seo se encuentran alterados en estos pacientes y si estd relacionada con la
presencia de alteraciones en la columna vertebral como cifosis y fracturas o algunas

moléculas en sangre.

Durante su participacion en el estudio sera necesario cuantificar los marcadores de
remodelado 6seo coincidiendo con la extraccion sanguinea que todos los afios se
realiza por su enfermedad y un analisis de composicién de los huesos mediante
densitometria. Todas estas pruebas son habituales en el ejercicio de la medicina de
nuestro centro y en ella se tienen en cuenta los efectos adversos que puedan

ocasionar gque, en estos casos, son poco frecuentes y por lo general menores.

189



“Densidad mineral 6seay marcadores de remodelado 6seo en pacientes con fibrosis quistica”

Los beneficios que se derivaran de este tipo de estudio serdn un mayor
conocimiento de las alteraciones Oseas de los pacientes pediatricos con FQ, sus

repercusiones en el resto del organismo y en la calidad de vida de los pacientes.

Debe saber que Ud. no obtendra beneficio alguno por su participacién en este
estudio y que su participacion en el proyecto es altruista, por lo que no recibird
ninguna compensacién econdémica ni de ningun otro tipo por su colaboracion.
Ademas, su colaboracion es completamente voluntaria, lo que significa que podra
retirar su consentimiento y dejar de participar en el estudio en cualquier momento,
sin que por ello se altere la relacién con el equipo médico que le atiende ni se

produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

Sus datos personales como patrticipante del estudio se mantendran bajo estricta
confidencialidad (Ley Orgénica 15/1999, de proteccion de datos de caracter
personal). Las muestras biologicas relacionadas con su caso estaran numeradas
con un coédigo para garantizar la confidencialidad de la muestra. La investigadora
principal sélo utilizaré los datos personales Unicamente para localizarle en caso de

gue surja alguna eventualidad relacionada con el proyecto.

Si tiene dudas sobre esta investigacion puede contactar con los investigadores via

email

(josefa.mora.sspa@juntadeandalucia.es 6

isabel.delgado.sspa@juntandeandalucia.es) o

en el teléfono de la Unidad de Fibrosis Quistica, 955012857.
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Consentimiento informado:

Yo,

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.

He hablado con la Dra. Isabel Delgado Pecellin con N°. colegiado 41/15538

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera.
- Sin tener que dar explicaciones.
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Sevilla, a de de

Firma del participante o su representante legal.
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ANEXO 1. INFORMACION AL PACIENTE SOBRE EL
ESTUDIO “DENSITOMETRIA OSEAS Y MARCADORES

DE REMODELADO OSEO EN PACIENTES FQ”

El trabajo de investigacidn “Densitometria éseas y marcadores de remodelado 6seo
en pacientes con fibrosis quistica (FQ)” esta siendo realizado por la investigadora
principal Josefa Mora Vallellano y dirigido por dirigido por los doctores José Luis
Lépez-Campos Bodineau, Carmen Delgado Pecellin e Isabel Delgado Pecellin.
Tiene como objeto estudiar la densidad y la fortaleza de los huesos en los pacientes
gue padecen fibrosis quistica. Nuestros pacientes, debido a su enfermedad, se ven
sometidos a diversas situaciones clinicas (ej. mal estado nutricional, inflamacién
cronica, inactividad fisica, insuficiencia pancreética, etc) inherentes a la misma, que
puede producir un deterioro en la calidad de los huesos y en algunos casos
desencadenar fracturas con mayor facilidad que la poblacion general y de peor
resolucion. Estas fracturas por debilidad del hueso, pueden contribuir al deterioro
de la funcién pulmonar asi como a una disminucién de la talla. Se estima importante
conocer la existencia de una densidad mineral 6sea disminuida ya desde la infancia
en los pacientes con FQ y el posterior riesgo de fractura mediante los test validados

en la poblacién pediatrica de FQ.
En el estudio de realizan:

Densitometria 6sea de columna lumbar y cuello fémur. Dicha prueba consiste en un
estudio radiogréafico que determina la densidad de los huesos y cuya radiacion es

equivalente a una radiografia simple.

Analiticas de sangre para ver los niveles en sangre de los marcadores de

remodelado 6seo.
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Con ello se intenta testar a los pacientes que requieren un tratamiento farmacolégico
para preservar la densidad del hueso y también se propone crear las bases de
futuros estudios para ayudar a mejorar la calidad de vida de nuestros pacientes sin

perder la esperanza en un futuro tratamiento curativo definitivo.

Les saluda Atentamente: Los Doctores Lépez-Campos Bodineau, Delgado Pecellin,

Mora Vallellano.
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ANEXO Ill. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL

PACIENTE Y FAMILIA

Estimado paciente y/o padres:

En el estudio de investigacion: “Densidad mineral 6sea y marcadores de
remodelado Gseo en pacientes Fibrético quisticos (FQ)” que estamos llevando a
cabo y que ha obtenido la aprobacion del Comité Etico del Hospital Universitario
Virgen del Rocio y en el se respetaran las recomendaciones éticas internacionales
para estudio con seres humanos (Declaracién de Helsinki), el objetivo es estudiar si
la densidad mineral 6sea (DMO), o sea, la cantidad de minerales que hay en los
huesos y el estudio de los marcadores de remodelado 6seo se encuentran alterados
en pacientes FQ y si esta relacionada con la presencia de alteraciones en la

columna vertebral como cifosis y fracturas o algunas moléculas en sangre.

Le pedimaos su colaboracién en este proyecto, como paciente no afecto de FQ y sin
enfermedades que puedan interferir el metabolismo éseo, para que nos ayude a
profundizar en el conocimiento de estas alteraciones. y poder mejorar la calidad de

vida de estos pacientes.

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si usted decide no participar
recibira todos los cuidados médicos que usted precise y la relacién con el equipo

médico que le atiende no va a verse afectada.

Si usted decide participar, se le realizara una historia clinica, una exploracion fisica,
y se le extraeran dos tubos adicionales para obtener dos muestras de suero. Todo

ello coincidiendo con su visita a las consultas externas del Hospital Virgen del Rocio.

Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio directo.

Sin embargo, podria beneficiar en un futuro a estos pacientes que la padecen y
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contribuir a un mejor conocimiento y tratamiento de esta enfermedad.

Se le pedird su consentimiento para que con su sangre se puedan determinar

diferentes pardmetros analiticos dirigidos al estudio del metabolismo 6seo.

Sus datos personales como participante del estudio se mantendran bajo estricta
confidencialidad (Ley Organica 15/1999, de proteccion de datos de caracter

personal).

Las muestras biolégicas relacionadas con su caso estaran numeradas con un

cédigo para

garantizar la confidencialidad de la muestra.

Si tiene dudas sobre esta investigacion puede contactar con los investigadores via

email

(josefa.mora.sspa@juntadeandalucia.es o]

isabel.delgado.sspa@juntandeandalucia.es) o

en el teléfono de la Unidad de Fibrosis Quistica, 955012857.

Consentimiento informado:

Yo,

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con la Dra. Isabel Delgado Pecellin con N°. colegiado 41/15538

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
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Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera.
- Sin tener que dar explicaciones.
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Sevilla, a de de

Firma del participante o su representante legal.
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ANEXO IV. INFORMACION AL PACIENTE SOBRE EL
ESTUDIO “DENSITOMETRIA OSEAS Y MARCADORES

DE REMODELADO OSEO EN PACIENTES FQ”

El trabajo de investigacion “Densitometria éseas y marcadores de remodelado 6seo
en pacientes con fibrosis quistica (FQ)” esta siendo realizado por la investigadora
principal Josefa Mora Vallellano y dirigido por dirigido por los doctores José Luis

Lépez-Campos Bodineau, Carmen Delgado Pecellin e Isabel Delgado Pecellin.

Se solicita la participacion en este proyecto de investigacién, cuyo objetivo principal
es profundizar en el conocimiento de la densidad mineral ésea y remodelado 6seo
de los pacientes Fibrético quisticos. Los estudios que implican a nifios en edad
temprana podrian revelar los origenes de CFBD (enfermedad Osea relacionada con
la fibrosis quistica) que repercute en la calidad de vida de estos pacientes, y con

ello poder cambiar la préactica clinica.

Para el estudio se requieren pacientes sanos, no afectos de FQ, ni de cualquier otra
enfermedad que pueda causar alteracion del metabolismo 6seo, para ser tratados

como grupo control, tomandolos como referencia.
En el estudio se realizan:

Analiticas de sangre para ver los niveles de los marcadores de remodelado 6seo,
coincidiendo con una extraccién de sangre solicitada por el motivo que acude el

paciente a consulta, no siendo este interferente en nuestro estudio.

Les saluda Atentamente: Los Doctores Lopez Campos Bodineau, Delgado Pecellin,

Mora Vallellano.
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