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TAF-2 Activacion de la transcripcion

dependiente de ligando

TCF/LEF Factor de Ilas células

T/factor estimulador de los linfocitos

TDAH Trastorno de déficit de
atencién e hiperactividad

TGFB Factor de crecimiento
TNF Factor de necrosis tumoral
TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

TRAF 6 Factor 6 del Receptor
asociado al TNF

TREM-2 Receptor de activacion
expresado en las células

mieloides 2

TSH Andlisis de la hormona

estimulante de la tiroides

UMO Unidad Metabdlica Osea del
Hospital Universitario Insular

de Gran Canaria
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I. INTRODUCCION

.1 OSTEOPOROSIS.

1.1.1 CONCEPTO. DEFINICION. ETIOPATOGENIA

La osteoporosis es una enfermedad que inicialmente se defini6 como
“demasiado poco hueso” por Albright', sobre la mitad del siglo pasado.
Posteriormente en 1993, una reunion de expertos organizada por el National
Institutes of Health (NIH)?, afiadi6 nuevos conceptos, aportando una mejor
vision de la amplitud de la alteracion y sus consecuencias. Esta definicion
describe a la osteoporosis como un “trastorno sistémico esquelético
caracterizado por la disminucion de la masa Osea y la alteraciéon de la
microarquitectura del tejido 6seo, con el consiguiente aumento en la fragilidad
del hueso y la susceptibilidad para la fractura”. Ya posteriormente en una nueva
reunion de expertos de esta institucién en el 2000, se simplifica sefialando que
se trata de una enfermedad “con una resistencia 6sea deteriorada lo que
predispone a la fractura” y se precisa, ademas, que “la resistencia 6sea es el

resultado de la integracion de la densidad y la calidad dseas™.

Este Ultimo concepto, la calidad 6sea, esta integrado por algunos parametros
como la microarquitectura, el recambio, la acumulacion de dafio y la
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mineralizacion 6seos. Se puede considerar todo aquello que no forma parte de

la masa®.
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Figura 1. Estructura del hueso.

El hueso (Figura 1) es un 6rgano vivo, con capacidad para renovarse, y por
tanto mantener sus condiciones de resistencia. Esta renovacién tiene lugar de
forma permanente, y ha recibido el nombre de “remodelacién 6sea”®. Lo
realiza la llamada “unidad de remodelacion 6sea”. La velocidad con que se
lleva cabo se conoce como “recambio” o “turnover 6seo”. La osteoporosis es la
consecuencia de una alteracion en el remodelado éseo que consiste en un
desequilibrado predominio de la resorcion sobre la formacién. El resultado es

una masa d6sea baja y alteraciones de la microarquitectura "8

A lo largo de la vida la generacién de hueso, masa 6sea, pasa por diferentes
etapas. Tras el nacimiento y durante la infancia tiene un incremento lento, que
se acelera de forma importante con la diferenciacion sexual desde el comienzo
de la pubertad. Continta hasta el final de la tercera década, aunque no tan

”9

llamativa alcanzando entonces el punto “pico de masa ésea” . A partir de este
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momento comienza una lenta y continua pérdida de masa, que se acentia y
acelera intensamente en etapas perimenopausicas y postmenopausicas en las

mujeres y ya tardiamente en el hombre, en edades mas avanzadas.

La unidad de remodelacion éseal®®

consiste en un conjunto de células
encargadas de destruir pequefias porciones de hueso dafiado, que son
posteriormente sustituidas por la misma cantidad de hueso nuevo, en

condiciones normales. Dichas células son de diversos tipos'*?

, pero dos de
ellas son las protagonistas principales del proceso: los osteoclastos (OC)
(encargados de destruir el hueso), y los osteoblastos (OB) (encargados de
formarlo). Intervienen prestando su apoyo otras células™®, como osteocitos,
linfocitos, macrofagos, células endoteliales, neuronas, etc. (Figura 2). También
lo hacen una serie de factores sistémicos que son humorales unos, como las
hormonas (PTH, estrogenos, etc.) y factores mecanicos, otros. En cada
momento puede haber mas de un millon de unidades actuando en todo el
esqueleto pero en diferente fase. El proceso completo de remodelacion puede
durar de 5 a 7 meses, comenzando por la “resorcion 6sea” y finalizando con la

formacion de nuevo hueso **%°,

Ademas de este proceso existe otro que es el del modelado 6seo ** que se
realiza en la superficie externa del hueso, fundamentalmente, y tiene relacién
con el desarrollo, momento en que alcanza su maxima expresion, Persiste aln
en etapas avanzadas de edad pero en muy baja proporcién con respecto al
total (menos del 3%). Consiste en la formacién de hueso no precedida de
resorcién en determinados lugares (fundamentalmente el periostio, con lo que

17,18

el diametro externo del hueso aumenta) y la resorcion en otros (endostio,

para aumentar la cavidad medular, y algunas zonas del periostio —las que se

deben transformar de metéfisis en diafisis—)™*°.

Para que actue, la unidad de remodelaciéon, debe primero formarse y después
requiere mantener un “dialogo”, entre OB y OC, coordinado estrechamente
mediante proteinas reguladoras que interactian a través de mecanismos
complejos autocrinos/paracrinos con intercambio de sefiales activadoras e

inhibidoras 2.
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El proceso de la remodelacion comienza con una fase de iniciacién en la que
se reclutan los percusores de los osteoclastos, su diferenciacion a osteoclastos
maduros (OC) asi como su activacion y polarizacion con lo que se mantiene la
reabsorcion 0sea (2-3 semanas). Le sigue un periodo de inversion (2 semanas)
en el cual los OC sufren apoptosis % y los osteoblastos (OB) son reclutados y
comienzan a diferenciarse. Supone un periodo de transicion de la actividad de
OC ala de los OB (2 semanas). La fase final es la de la formacién 6sea por los

OB (hasta 200 dias, segun el tipo de hueso) >%.

Figura.2. Interacciones de células de la médula 6sea y osteoblastos-osteoclastos.

Se muestran las lineas celulares de osteoclasto (rojo) y osteoblasto (azul claro y oscuro). (a) Reclutamiento
precursores de osteoclasto en la fase de iniciacion temprana. (b) Diferenciacién de los osteoclastos en la superficie
del hueso bajo las células de superficie (azul claro) en la fase de iniciacion. (c) Resorcidn 6sea por los osteoclastos
multinucleados que inducen la diferenciacién de osteoblastos (azul oscuro) en la fase de transicion. (d) Apoptosis de
osteoclastos en la laguna de resorcién en la fase de transicion. (e) Formacién de hueso por osteoblastos y
generacion de osteocitos en el osteoide en la fase de terminacion. (f) Paso a quiescencia en la fase de terminacion.
Fuente: Koichi Matsuo, Naoko Irie. Osteoclast-osteoblast communication. Archives of Biochemistry and Biophysics.

2008; 473(2): 201-9.24

1.1.1.1 ELEMENTOS DE LA REMODELACION

Veamos a continuacion los diferentes componentes que intervienen y regulan
el proceso. Actuan a tres niveles diferentes pero de forma conjunta. Los
primeros lo hacen directamente, los segundos localmente, complementando la

accion de los primeros y los terceros lo hacen mediante una accion sistémica.
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.1.1.1.A. OSTEOCLASTOS

Los OC son grandes células multinucleadas, localizadas sobre la superficie del
endostio, en los sistemas de Havers y en la superficie periéstica, bajo el
periostio, fuertemente adherida a la matriz 6sea. Son las Unicas células
capaces de reabsorber la matriz 6sea calcificada®. Proceden de la fusién de
células mononucleares precursoras hematopoyéticas de la médula ésea que
también dan lugar a monocitos en sangre periférica y a histiocitos y macrofagos

en tejidos (Figura 3)%°.

Pueden estar en dos fases funcionales, la de movilidad o la resortiva, lo que le
confiere diferencias en morfologia y capacidades funcionales. Durante la
primera migran desde la médula a los puntos de reabsorcion. En la segunda

desarrollan su funciéon reabsortiva.

Para que se generen y diferencien los preosteoclastos se requieren factores
producidos por las células mesenquimatosas de la médula, OB o T linfocitos?'.
Estd mediado por tres vias independientes de transduccion de sefiales, una
mediada por cAMP, otra por gp130 y la tercera por el receptor de 1a.25(0OH2).

La maduracion de los OC precisa de la presencia de células mesenquimatosas
medulares y de la estirpe de los OB. Estas producen dos moléculas esenciales,
necesarias y suficientes, para promover la osteoclastogénesis que son el
activador del receptor del factor nuclear kappa B (NF-kB) (RANK) el ligando

(RANKL) y el factor de estimulacién de colonias de macréfagos (M-CSF) 22%°.

La diferenciacion y fusion de los OC requiere de una serie de pasos regulados
por una serie de factores osteoclastogénicos. La interaccién célula a célula a
través del RANK y RANKL presentes en la membrana celular, entre
preosteoclastos, osteoblastos y células mesenquimatosas estimulan la

formacion, fusion, diferenciacién y activacion de los OC % (Figura4).

Por su parte el M-SCF producido por los OB y células mesenquimatosas es

critico para la maduracién de los macréfagos y se une a su receptor especifico
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c-fms en los precursores osteoclasticos primarios promoviendo su

supervivencia y proliferacion®>3!,
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Figura 3. Proceso de maduracion de los osteoclastos a partir de los precursores hematopoyéticos, que
experimentan un proceso de diferenciacion y fusion hasta convertirse en células multinucleadas.

(Abreviaturas: MITF, micro-ophthalmia-associated transcription factor; NFATc1, nuclear factor of activated T cells,
cytoplasmic 1; NFkB, nuclear factor kB; RANK, receptor activator of nuclear factor kB; RANKL, RANK ligand).
Fuente: Edwards J.R., Mundy G.R. Advances in osteoclast biology: old findings and new insights from mouse

models. Nature Reviews Rheumatology. 2011; 235432

Bone

El RANKL estimula a las células activadas por el M-SCF a cambiar al fenotipo
de OC, manifestando tras esto marcadores de OC como la fosfatasa acida
resistente a tartrato. Con mayor estimulalcion de M-SCF y RANKL los
preosteoclastos se fusionan y ya muestran marcadores mas especificos de OC

como los receptores de calcitonina y Catepsina K*2.

La actividad del RANKL puede ser antagonizado por la presencia de un
receptor trampa soluble, la Osteoprogeterina (OPG), que limita la unidén con
RANK e inhibe la diferenciacién a OC****. La transmisi6n de la sefial de

RANKL esta determinada por la proporcion entre RANK y OPG combinada con

28



el receptor RANK en el precursor osteoclastico. Como la OPG lo producen los

OB, le confiere un papel vital en el control de la resorcién o formacién 6sea®?'.

Con la unién del RANKL con su receptor se desencadena una cascada de
transmision de sefiales intracelulares en la que intervienen proteinas
citoplasmaticas concretas (TRAF 6)® y tras una serie de procesos de
fosforilacion y degradacion proteica liberan una sustancia (NFkB) que se

transloca al nicleo y permite la transcripcion de los genes especificos del OC.
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Figura. 4 Proceso de remodelacion dsea, y relaciones autocrinas y paracrinas entre osteoclastos y
osteoblastos a través de factores locales. Fuente: Tomado d eWeilbaecher K. N., Guise T.A. , McCauley LK.

Cancer to bone: a fatal attraction. Nature Reviews Cancer. 2011;11:41 1-2539

A pesar de ser la via del RANKL la esencial para la diferenciacion del OC, son
precisas otras vias coestimuladoras para este proceso. El factor de
transcripcion, factor nuclear de células T activadas (NFAT), también juega un
papel importante en este proceso*’. Este factor es activado por variaciones del
calcio estimuladas por RANKL y que se producen a través de coestimulacion
de receptores inmunoglobulina like como el receptor asociado al osteoclasto
(OSCAR), el receptor gatillo expresado en las células mieloides (TREM-2)

participacion de moléculas adaptadoras*'. Estas sefiales activan la fosfolipasa
C y (PLCy) y secundariamente la liberacién de calcio intracelular que llevan a

la translocacién de NFATc1 con la consiguiente transcripcion y amplificacion.
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Afadido a esto la calmodulin kinasa (CaMK), importante elemento en la via del
flujo del calcio, juega un papel relevante en la diferenciaciéon del OC y la

reabsorcion 6sea inducida por RANKL*,

Una vez diferenciados y cuando alcanzan la zona de reabsorcion se polarizan,
se transfoma el citoesqueleto y para destruir hueso adopta una morfologia
concreta*. En la regién basal la parte de la membrana en contacto con aquél
adopta un caracter rugoso, que en las imagenes histolégicas se describe como
“‘borde o ribete en cepillo” formado por microvellosidades a las que se vierten
hidrogeniones y enzimas (principalmente catepsina K) con capacidad para
destruir el hueso (unos el componente mineral, y los otros el colageno) **’.
Ademas se genera un anillo de sellado, en la periferia de la zona rugosa, con la
propiedad de unirse intimamente y producir un ambiente sellado y aislado sin
posibilidad de salida de ningin material®®. Este anillo lo forma
fundamentalmente actina y en su superficie hay moléculas de integrina av33,
con gran apetencia por ciertas proteinas del hueso (vitronectina, fibronectina,

osteopontina)®®.

[.1.1.1.B. OSTEOBLASTOS

Son el dnico tipo de células responsable de la formacion 6sea. Proceden de

células madre mesenquimatosas®>’.

Hay cuatro estadios madurativos
conocidos en la diferenciacion del osteoblasto, preosteoblasto, osteoblasto,
osteocito y osteoblasto de superficie o revestimiento, desapareciendo tras su
funcién. El preosteoblasto da lugar al osteoblasto y de este puede pasar a
alguno de los dos siguientes o ir a la apoptosis®®. No obstante la mayoria sufre
apoptosis (50 — 70%). Se encuentran a lo largo de todo el hueso en areas de

formacion activa de hueso.

Poseen un potente aparato ribosomico ya que tienen una intensa actividad
productora de proteinas, fundamentalmente colageno tipo 1, aunque también

de otro tipo, como la osteocalcina, proteina ligadora de calcio, dependiente de
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vitamina K, especifica del hueso y fosfatasa alcalina, esencial para el depdésito

de mineral®. Lo caracteriza la positividad en la deteccién de fosfatasa alcalina.

Ademas de sintetizar proteinas, el osteoblasto dirige la mineralizacion 6sea.
Sobre la zona destruida por el OC va depositando capas sucesivas de
colageno (osteoide) a las que después mediante liberacion de vacuolas
aportara fosfato célcico®. La mineralizacion se realiza progresivamente desde
las capas més profundas a las superficiales, tras un tiempo de maduracion del
osteoide. Posteriormente la fosfatasa alcalina interviene destruyendo un

inhibidor de la misma, el pirofosfato™.

En cuanto al aspecto osteoformador del osteoblasto tiene como principal via de
sefalizacion implicada en ella, pero no la Unica, la del sistema Wnt/B-catenina.
Las proteinas Wnt disponen de un complejo-receptor de superficie en el OB,
formado por el receptor Frizzled, para el que existe un correceptor, proteina
relacionada con el receptor LDL (LRP5) o el correceptor LRP6°%°7,

En ausencia de ligandos, a este complejo, la glucdégeno sintetasa kinasa
(GSK)-3pB procede a la fosforilacion de la B-catenina y su posterior destruccion.
Si ocurre la unién del Wnt se pone en marcha la inhibicidon de la actividad del
enzima y se evita la fosforilacion, acumulandose en el citoplasma la 3-catenina
y puede translocarse al nucleo donde da lugar a un aumento de los factores de
transcripcion “factor de las células T/factor estimulador de los linfocitos”

(TCF/LEF), que estimulan los genes implicados en la formacién 6sea®®°.

Hay otras sustancias que estimulan la formacién de hueso por el osteoblasto,
entre otras, son las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP), el TGFj, IGFs,
FGF, PDGF, endotelina, PTHrP, etc.

La via Wnt/B-catenina establece un nexo entre las funciones osteoformadora y
antiosteoclastogénica de los osteoblastos, ya que la B-catenina esta implicada
en la regulacion del equilibrio RANKL/OPG, desviandolo a favor de la

segunda’.

Entre los OC y los OB se establece relacion, ademas, mediante otro sistema
ligando-receptor situado en las membranas de estas células, el sistema de las
efrinas®. El OC presenta la efrina B2 y el OB su receptor EphBA4.
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Produciéndose sefales en ambas células, controlando su actividad, cuando se
unen ligando y receptor, de tal forma que cuando los osteoclastos tienen que
finalizar su actuacion, tras 2-3 semanas, lo llevan a efecto a través de la OPG,

y del sistema de las efrinas®*®® (Figura5).

[.1.1.1.C. OSTEOCITOS

Derivan de los osteoblastos maduros y han quedado incluidos dentro de la
nueva matriz 6sea formada en las lagunas, donde residiran por largo tiempo

hasta que finalmente sufren apoptosis. Estan espacialmente aislados con

64,65

respecto a otros pero sin embargo presentan prolongaciones (con un

citoesqueleto rico en actina) que los unen entre si y con las células de

revestimiento y con los osteoblastos en la superficie del hueso °*®"
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Figura 5. Senalizacion bidireccional mediada por ephrin B2 en osteoclasto y EphB4 en precursores de
osteoblasto. La sefalizacion inversa mediante ephrinB2 en los osteoclastos suprime su funcién reduciendo la
actividad de c-Fos y NFATc1, mientras que a través deEphB4 en precursores de osteoblasto potencia su
diferenciacion al reducir la actividad RhoA.. Fuente: Koichi Matsuo, Naoko Irie. Osteoclast-osteoblast

communication. Archives of Biochemistry and Biophysics. 2008; 473(2): 201-9%4,

Su funcién primordial consiste en determinar y mantener la estructura 6sea
controlando la remodelacién, siendo responsables de la puesta en marcha asi
como de la finalizacion de la unidad de remodelacion una vez formada la
cantidad de hueso necesaria. Han demostrado ser mecanoreceptores capaces
de traducir estimulos mecanicos musculoesqueléticoas en mensajes biologicos.
Ante microlesiones en la matriz ésea resultado de sobrecargas o situaciones

patolégicas sufren apoptosis y ponen en marcha el proceso de remodelado por
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aumento de produccion de RANKL y secundariamente de osteoclastogenesis,

ya que se ha demostrado que los osteocitos presentan este ligando 2.

Secreta el osteocito la esclerostina, un inhibidor de la formacién 6sea, que se
considera un mediador de la respuesta del esqueleto a las condiciones
mecanicas. Juega un papel esencial regulando la respuesta del hueso a la
descarga. Se cree que se traslada a través de la red de los osteoocitos hasta la
superficie inhibiendo la via de la Wnt/B-catenina, mediante la union al
correceptor LRP5 y su bloqueo, inhibiendo la proliferacion, empeorando la

mineralizacion y favoreciendo la apoptosis®"°.

Ademas de esta accion un reciente estudio sugiere que la esclerostina puede
estimular la formacion y actividad de los osteoclastos a través de una via
dependiente del RANKL".

Por tanto la esclerostina producida por el osteocito puede regular tanto a OC

como OB.

[.1.1.1.D. OSTEOBLASTO DE SUPERFICIE O REVESTIMIENTO

Una parte d los OB se diferencian en células de revestimiento o de superficie
Oseas. Recubren la mayoria de las superficies que no estan en remodelacion.
Se cree que el estimulo que desencadena la osteoclastogénesis puede
estimular a esta células a un proceso de preparacion de la reabsorcion
mediante la liberacion de colagenasa que degradaria una fina capa de hueso
no mineralizado y que expondria la matriz mineralizada’*". Después formarian
un dosel o cubierta sobre la zona favoreciendo un ambiente adecuado para el

proceso’®.

[.1.1.2 OTROS FACTORES LOCALES

Ademas de las células mencionadas y los mediadores descritos intevienen en
la regulacion de la remodelacién Gsea sustancias sintetizadas en otros tipos
celulares presentes en el hueso como linfocitos T y B, macréfagos

(osteomacs), células endoteliales, e incluso las propias células mesenquimales
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(de las que derivan los osteoblastos). Su actuacion sobre los OC suele ser
indirecta a través de los OB y la combinacion RANKL/OPG. Estos factores
suelen ser citocinas y factores de crecimiento’>’®. Unos, como las citocinas
inflamatorias (IL-1, TNF, IL-6), promueven la destruccion mientras otros (la IL-4,
los IGFs, las BMP, el GFB, la PTHrP, etc.) la generacion, con un cambio en la

masa 6sea en el mismo sentido.

1.1.1.3 FACTORES SISTEMICOS

Son de 2 tipos, hormonales y mecanicos. En cuanto a los primeros podemos

referir los siguientes.

[.1.1.3.A. FACTORES HORMONALES

[.1.1.3.A.a. Hormona Paratiroidea (PTH)

La PTH endbgena presenta un efecto estimulador de la destruccion 6sea. Este
efecto lo muestra también en administracion continuada y lo hace a través de lo
OB y la produccion de RANKL por ellos. Sin embargo administrado de forma

intermitente estimula la formacion .

.1.1.3.A.b. Vitamina D

Es hipercalcemiante y ademas fundamental para la mineralizaciéon del hueso.
Su accion la realiza a través del RANKL cuya expresion potencia, tanto en OB
como OC, en los que tiene receptores especificos. Potencia la reabsorcion en
casos de hipocalcemia provocando la diferenciacion y maduracion
osteoclastica y, por tanto. El OB se ve estimulado generando formacién 6sea a

través de factores de crecimiento®® 8,

[.1.1.3.A.c. Estr6genos
Sus efectos sobre la masa 6sea son positivos por diferentes mecanismos®? &2,

Tanto los OB como los OC tiene receptores especificos desviando la relacién
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RANKL/OPG hacia la ultima en los segundos. Tambien tienen la capacidad de
inhibir citocinas inflamatorias resortivas producidas por células inmunitarias,
macréfagos y linfocitos. Ademas es conocido que su falta puede llevar a la

apoptosis de lo sosteocitos.

.1.1.3.A.d. Glucocorticoides

Estos a dosis fisiologicas mantienen y permiten la actividad de formacion o6sea
pero sin ambargo al aumentar la concentracion la limitan, deprimiendo la
actividad de | os OB y potenciando inicialmente a los OC generando asi una
disminucién de la masa osea. Los glucocorticoides ®*. Disminuyen ademas la

produccién de osteoprotegerina.

1.1.1.3.A.e. Calcitonina

Ha demostrado ser un potente agente antirresortivo

.1.1.3.A.f. Serotonina

Producida en las células serocromafines se muestra como un potente factor

inhibidor de los OB®®, que tienen receptores especificos para ella.

1.1.1.3.B. FACTORES MECANICOS

Esta demostrado que la carga mecanica ejerce sobre el hueso un efecto
positivo, y su ausencia (ingravidez, encamamiento), un efecto negativo,
incrementando el recambio y favoreciendo la destruccion 6sea. Parece que los
osteocitos son los principales implicados en este efecto ya que detectan los
cambios en la carga y es conocido que la falta de estimulo mecénico promueve
apoptosis de los mismos. También la sobrecarga excesiva y continuada cambia
de ser anabolica inicialmente a aumentar el recambio, posteriormente, con
pérdida de masa. La modelacion 6sea no se afecta en esta circunstancia. Si
bien no son conocidos los mecanismos por los que ocurren, parece que los

osteocitos estan implicados® ®’.
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[.1.1.4 ETIOPATOGENIA DE LA OSTEOPOROSIS

Una vez conocidos los elementos que acttan e influyen en la remodelacién es
preciso recordar que la alteracién de su funcionamiento® es parte importante
de la generacion de la osteoporosis. Antes comentabamos que la osteoporosis
es consecuencia de la disfuncion de las unidades de remodelacion G6sea, que
como hemos visto estan sometidas a una regulacion multifactorial de delicado
equilibrio. La disfuncién puede ser debida a dos tipos de alteraciones. Por una
parte el establecimiento del conocido como “balance negativo” y de otra el
“‘aumento del recambio 6&seo” debido al incremento de unidades de

remodelacion.

El balance negativo ocurre cuando la cantidad de hueso generado por los OB
es menor que el destruido por los OC y es un fendbmeno que comienza, de
forma normal a partir de los 40 afios®. Esta relacionado con el descenso del
namero de OB, condicionado por la disminucion de precursores, la de su
diferenciacion y la de su supervivencia, asi como de la actividad individual.
Influye también el descenso en el entorno del hueso de la concentracién de

factores estimuladores de estas células (p.ej: proteinas Wnt).

El aumento o de la resorcién 6sea es el otro factor que contribuye al balance

negativo®®*®

y es debido al incremento de la actividad osteoclastica con un
efecto de mayor reabsorcién en las trabéculas™ y el riesgo de perforacién. Se
acompafia de un incremento de la generacion de unidades de remodelacion y
da lugar al fendbmeno denominado “aumento de recambio”. El aumento de los
osteoclastos guarda relacion con la disminucion de los estrégenos, que inhiben
la osteoclastogénesis. La falta de estas hormonas probablemente también
inhibe la actividad formativa por favorecer la apoptosis de los osteoblastos, lo

que intensifica el balance negativo®™.

Si bien es necesario que exista el balance negativo para que se produzca la
osteoporosis, es el aumento del recambio 6seo el responsable de la rapida
pérdida de masa 6sea y sus consecuencias®. Tal es asf que se conocen como
“osteoporosis de recambio alto” aquellas donde este es el factor principal, como

en la menopausia.
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Existen varios tipos de osteoporosis que se pueden clasificar

etiopatogenicamente en dos grupos, primarias y secundarias®.

Dentro del primer grupo la méas frecuente es la postmenopausica®, ligada a dos
situaciones la menopausia y el envejecimiento. El cambio fundamental es la
disminucién importante de la produccion de estrégenos que condiciona la
pérdida de inhibicion de la osteoclastogénesis® y secundariamaente el
predominio de la reabsorcion sobre la reposicion y asi la pérdida de la masa y
estructura 6sea, teniendo como resultado mayor fragilidad capilar. El déficit de
estrogenos influye en los niveles circulantes de citoquinasas como la IL-1, TNF-
a, factor estimulador de colonias de maccofagos (GM-CSF) y IL-6, de tal
forma que estos van aumentando a medida que la primera disminuye. Como
consecuencia se incrementa la reabsorcion Osea por rl reclutamiento,
diferenciacion y activacion de osteoclastos®®®’. Este proceso est4 mediado por
el RANKL, producido por los osteoblastos y otras células involucradas y

conduce a una reabsorcion 6sea aumentada®.

Otro tipo de osteoporosis primaria es la involutiva, que esta relacionada con el
envejecimiento y afecta igualmente a hombres y mujeres. En su produccién,
como mecanismos patogenicos, se han considerado un balance célcico
negativo y un cierto grado de hiperparatiroidismo secundario que se va
presentando normalmente con el aumento de edad. Pero recientes estudios
sugieren que, nuevamente, la deficiencia de estrogenos, tanto en hombres
como mujeres, pueden tener una influencia importante, en etapas avanzadas
de la vida regulando la homeostasis calcica extra esquelética. Pueden modular
el balance calcico favoreciendo su absorcion intestinal y limitando su
eliminacion renal. Ademas, se ha descrito una influencia activa de los
estrogenos en el metabolismo de la vitamina D y su capacidad para disminuir la
reserva secretora de parathormona (PTH). Estas circunstancias han permitido
la elaboracién de un modelo unitario de osteoporosis involutiva en el que la
deficiencia de estrégenos desempefia un papel central®.

La osteoporosis en el hombre es menos frecuente que la postmenopausica. En
este la disminucion de masa 0sea con la edad no se establece a expensas de

un aumento del recambio (ya que no hay un disminucién rapida de produccion

37



de estrogenos como en la menopausia), sino del balance negativo, de forma
que sus trabéculas mas que sufrir un proceso de perforacion y desconexion, lo
hacen de adelgazamiento. Como se puede apreciar la heterogeneidad de esta
entidad permite que en algunos casos exista esta enfermedad sin que el
recambio 6seo esté aumentado, como ocurre en este caso de la osteoporosis
idiopatica del varon, aunque hay que reiterar que estas circunstancias clinicas

son bastante menos frecuentes®.

La osteoporosis secundaria tiene sus causas fundamentales en
complicaciones de otras situaciones patoldgicas (enfermedades), cambios en la
actividad fisica o resultados adversos de actuaciones terapéuticas para ciertos

trastornos (farmacos, p. ej.)°.

Dentro de estas la mas frecuente es la osteoporosis por glucocorticoides en la
que hay un aumento del riesgo de fractura independiente de la densidad
mineral 6ésea (DMO) y relacionada con la dosis diaria y con la acumulada.
Dosis bajas incrementan el riesgo de fractura vertebral'®. Este disminuye tras
la retirada del tratamiento pero permanece elevado con respecto a los que no
han sido tratados'®?. De un modo general, podemos considerar que la mitad de
los pacientes tratados durante mas de 6 meses con glucocorticoides tendran
osteoporosis. La mayor pérdida 6sea se produce durante los 3 primeros meses
de tratamiento por el efecto inhibidor de apoptosis de los osteoclastos'®. Esta
accion se potencia por el aumento de la apoptosis de los osteoblastos con la
consecuente disminucion de la formacion 6sea. EI masculo ademas se atrofia
perdiendo fuerza y resistencia con lo que también se pierde parte del efecto
mecanico sobre el hueso y aumenta el riesgo de caidas con, al menos posibles

microfracturas, secundariamente.

Si bien hasta ahora hemos comentado sobre la pérdida de masa y de la
estructura y nos hemos referido con algun detalle a las trabéculas hay que
sefialar que esto sucede en el hueso trabecular. En el hueso cortical la
morfologia histoldgica es diferente y por tanto el proceso de pérdida de masa
Osea ocurre de otra forma. Se produce un adelgazamiento de las paredes de
los sistemas de Havers, lo que determina una mayor anchura de su canal, que

se aprecia en los cortes histoldgicos transversales como cavidades circulares,
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que proporcionan al tejido 6seo un aspecto poroso, por lo que se habla de
“porosidad cortical”'®*%*. Este hallazgo fue lo que llevé a la denominacién de

esta enfermedad como osteoporosis a finales del siglo XIX.

[.1.2 CLINICA

La osteoporosis es una enfermedad que no presenta ninguna sintomatologia.
Por esto y su alta prevalencia se le ha llamado la “epidemia silenciosa™®%",
Frecuentemente se le atribuye el dolor como una manifestacion clinica pero
generalmente es debido a una de sus complicaciones, la fractura, La
osteoporosis en si misma no duele ni produce ningun tipo de sintomatologia. La
clinica de esta enfermedad viene condicionada por las fracturas. No es
infrecuente que los pacientes presenten otro tipo de enfermedades de
frecuente aparicion, como artrosis y procesos inflamatorios, que se dan en las

mismas etapas de la vida y en ocasiones coinciden*®.

En cuanto a la clinica es importante conocer de una parte las manifestaciones y
de otra comprender el riesgo de futuras nuevas fracturas, lo que someramente

consideramos a continuacion.

1.1.2.1. MANIFESTACIONES CLINICAS Y RIESGO DE FRACTURAS

Las manifestaciones clinicas se deben, pues, a su complicacion mas frecuente.
La fractura osteoporoética se produce por la vulnerabilidad de la estructura ésea
y por esto se denomina “fractura por fragilidad”. Constituye la principal, si no la
Unica, complicacion clinica de la osteoporosis'®. Como caracteristicas tienen
que se producen por un traumatismo de baja energia como una caida desde la
propia altura (posicion de bipedestacion), suelen suceder superados los 50
afos de edad y ademas tienen localizaciones precisas, aunque pueden
suceder en cualquier hueso del esqueleto o localizacion anatémica. Las
fracturas en etapas mas juveniles precisan de mayor energia por lo que son
fractura traumaticas. Se localizacion, mas frecuentemente, en columna
vertebral, en la extremidad distal del radio, la, extremidad proximal del fémur
(lamada erréneamente fractura de cadera) y la extremidad proximal del

humero.
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Las fracturas suelen clasificarse de modo mas general como vertebral y no
vertebral, aunque algunos autores consideran que esta division no recoge la
importancia de algunas al clasificarlas como no vertebrales. Las no vertebrales
incluyen las de hamero, pelvis, costillas, asi como otras de frecuencia menor y
no suelen considerarse osteoporoticas las de dedo, craneo y en debate estan

las de tobillo®.

La fractura vertebral es la mas frecuente y suele tener una presentacion
caracteristica que consiste en dolor de espalda, localizado sobre la columna,
de comienzo brusco, agudo, intenso que se exacerba con los movimientos y
disminuye con el reposo, aunque también puede ser asintomatica. Suele ser
incapacitarte, condicionando la calidad inmediata del paciente con imposibilidad
para dormir y desarrollar tareas habituales o incluso basicas. La desaparicidén
es progresiva pero a partir de la 22 0 32 semana para ser definitiva tras 2 — 3
meses, aunque a menudo el dolor se vuelve crénico. Puede producir irradiacion
a costillas o a miembros inferiores, segun la localizacion de la lesion, y en la

fase aguda puede ir acompafiado de contractura muscular antialgica.

Se puede deber a un esfuerzo mecanico o de carga o bien a una posicién
forzada con movimientos extremos, como flexiones, extensiones o agacharse.

Aunque también puede ocurrir que no haya causa aparente.

A pesar de lo anterior hay que sefialar que dos terceras partes de las fracturas
vertebrales son asintomaticas y son hallazgos casuales o se confirman
mediante estudio radiolégico de columna. Esto da pie a clasificarlas como
clinicas o morfométricas, estas Ultimas solo evidenciable por técnicas de
imagen®'®!!. Dado que no se trata de fracturas de gran energia y la estructura
y morfologia de la vertebra, el hallazgo ser4d el de la imagen de un
aplastamiento con disminucion de la altura del cuerpo vertebral, de
caracteristicas especificas. Pueden localizarse en la porcion anterior (cufia),

media (didbolo) y posterior.

Algunos pacientes, como consecuencia de las alteraciones estructurales de la
columna, pueden desarrollar una inestabilidad de la columna, con contractura
muscular paraespinal, tensién ligamentosa e incongruencia de las carillas

articulares que pueden ser la cusa de dolores crénicos axiales**?.
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Las fracturas vertebrales toracicas suelen producir una compresién en cufa
anterior que da origen, cuando son mdltiples, a la cifosis caracteristica de estos
pacientes (“joroba de la viuda”). Las lumbares suelen aplastarse en su altura
central (vértebras en didbolo). La situacion mas forzada se presenta cuando
hay pérdida de altura de los cuerpos vertebrales importante, disminuyendo la
distancia entre la parrilla costal y la pelvis, que en algunos pacientes incluso
llega a contactar siendo doloroso (sindrome costo-pélvico). Ademés las
modificaciones morfoldgicas y funcionales de la columna pueden dificultar la
dindmica toracica (patrones restrictivos de ventilacion) y alterar la ventilacion.
También el abdomen se ve comprometido. Pierde capacidad de volumen,
haciéndose prominente y modificAndose el transito intestinal.

Puede aparecer pérdida de altura cuando se suman varios aplastamientos
vertebrales. Esto se puede confirmar si hay una disminucion de la proporciéon
envergadura (distancia con los brazos extendidos de punta a punta de dedos
medios) / talla, que debe ser igual a 1. O bien, para algunos autores, si hay una
disminucién superior a 3 cm en dos afos, lo que seria un signo indirecto de

fracturas vertebrales.

Este tipo de fractura no suele acomparfarse de complicaciones neurolégicas
(medulares o radiculares) como si ocurre en las traumaticas o de otro origen'*3.
La aparicion de estas debe constituir un signo de alerta y hacernos pensar en

que se trata de una fractura no osteopordtica*?.

De todas las fracturas resefiadas la mas grave es la de cadera, secundaria,
generalmente, a una caida. Y lo es porque la mayor tasa de mortalidad,
asociada a fracturas osteoporoticas, esta relacionada con ella, aunque la causa
no sea complicacion o consecuencia de ella, ni de la intervencién quirdrgica
realizada. La mortalidad es del 20-30% en el primer afo, lo que significa que el
riesgo de muerte aumenta de 2 a 10 veces por encima de lo esperado en la
poblacién de similares caracteristicas''*. Representa ademas elevados costes
sociales porque la mayoria quedan con secuelas o limitaciones que les lleva a
tener una discapacidad residual e incluso a no poder continuar con una vida

independiente, en un porcentaje de casos.

41



La fractura distal de antebrazo y la de mufieca o fractura de Colles con ser
frecuentes no se considera grave por sus repercusiones inmediatas y sus
escasas complicaciones relacionadas, aunque en ocasiones precisen también
de intervencidn quirdrgica. Su relevancia estriba en que son un marcador de

riesgo significativo para futuras fracturas vertebrales o de cadera™®.

Un aspecto, no menos importante a considerar es el psicolégico y social, por
las repercusiones que todo el episodio de la fractura y sus consecuencias tiene
en el paciente y su entorno familiar. La depresion es el trastorno psiquico mas
frecuente tras una fractura de este tipo, aunque también puede haber otras
reacciones emocionales como ansiedad, miedos a nuevas fracturas, que

influyen en la recuperacion de los paciente'*®,

Finalmente, hay que dar importancia a los datos obtenidos de una historia
clinica y exploracion fisica, que pueden poner de manifiesto sintomas y signos
de otras enfermedades capaces de producir una osteoporosis secundaria como
complicacion de las mismas y también a los hallazgos de las pruebas
complementarias en las que en ocasiones se encuentran imagenes de fractura

vertebral sin diagnéstico previo™" 8.

1.1.3 EPIDEMIOLOGIA

La osteoporosis es un problema sanitario global cuya importancia va en
aumento con el envejecimiento de la poblacion. Se trata de un proceso
prevenible y tratable, pero siendo asintomatico, la falta de signos de alerta
previos a la aparicion de fracturas, conlleva que pocos pacientes sean
diagnosticados en fases tempranas y tratados de forma efectiva. Se ha
comprobado,, en estudios, que un 95% de los pacientes que presentan una

fractura por fragilidad no tenian un diagnéstico previo de osteoporosis**®.

En 1994, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), establecio unos criterios
que han servido de definicion, basados en mediciones de masa Osea en
columna lumbar, cadera o antebrazo en mujeres postmenopausicas de raza

blanca'®. A partir de este momento los estudios se basaron,
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fundamentalmente, en estos criterios, relacionados con mediciones de DMO.
Estos criterios permiten relacionar los valores obtenidos en mujeres
postmenopausicas con los de mujeres jovenes sanas y considera normalidad,
osteopenia y osteoporosis, segun la desviacion respecto a la media (Tabla 1).
Actualmente se han modificado y unificado la zona de medicidén, que se ha

asignado al trocanter.

Tabla 1 Criterios diagndsticos de osteoporosis de la OMS

Diagnostico Criterio sobre DMO
(indice T o T-score)
Normal DMO T =-1DE

Osteopenia o densidad DMO T<-1y>-2,49 DE
mineral ésea baja

Osteoporosis DMO T<-25DE

Osteoporosis grave DMO T =< -2,5 DE + fractura

DE: desviacion estandar; DMO: densidad mineral dsea; indice T
(T-score): comparacion con valor DMO alcanzado en poblacién
joven de referencia.

En 1995 y siguiendo los primeros criterios Melton y cols. estimaron la
prevalencia de osteoporosis en mujeres de raza blanca mayores de 50 afos,
siendo del 15%, cuando se mide en una de las tres localizaciones habituales
(columna, cadera o mufieca). y del 30% cuando se mide en todas ellas'®.
Aumenta con la edad, desde el 15%, para las comprendidas entre 50 y 59
afios, hasta una mayor al 80% para aquellas con edad superior a 80 afios*?.
Sin embargo en hombres mayores de 50 afios la prevalencia es de un 8%,
segun los datos del estudio NHANES 111*?* en hombres.

Un estudio realizado por Diaz Curriel y cols.*?®.en 2001, recoge que se calculd
que 2 millones de mujeres y 800.000 hombres presentan osteoporosis en
Espafia. Se realiz6 DXA (absorciometria por rayos X con doble nivel de
energia X) a 1.305 mujeres espafiolas entre 20 y 80 afios se encontré una

prevalencia de osteoporosis en mujeres > 50 afios del 26,07%.
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Los estudios en hombres indican que la prevalencia es del 8,1%, en mayores
de 50 afios'® y asciende con la edad hasta el 11,3% en mayores de 70
afios'®. La osteoporosis del varén representa un importante y creciente
problema de salud, que se encuentra, infradiagnosticado, en la poblacién
general. Se caracteriza por una morbimortalidad mayor que en la mujer y su
alta prevalencia de osteoporosis secundaria. En menores de 70 afios con
osteoporosis entre un 40 y un 60% presenta una osteoporosis secundaria con
su origen mas frecuente en el consumo de alcohol excesivo, la toma de

glucocorticoides y el hipogonadismo primario o secundario.

Si el riesgo inicial de la osteoporosis es la produccion de fractura por fragilidad,
esta, a su vez, condiciona un mayor riesgo de nuevas fracturas

posteriormente*?127

y genera una situacibn de desventaja para el varon.
Después de sufrir una fractura vertebral existe un aumento de 7-10 veces para
sufrir nuevas fracturas vertebrales y la presencia de deformidad vertebral
prevalente predice una fractura de cadera, incidente con un cociente de riesgo
de entre 2,8 y 4,5, aumentando éste con el numero de deformidades
vertebrales’®%*°, A su vez Lindsay et al. publicaron que el 20% de los
pacientes que tienen una fractura vertebral, sufren una nueva fractura de estas
caracteristicas al cabo de 1 afio™!. Ademés no es infrecuente la coexistencia
de varios tipos de fracturas por fragilidad, en los pacientes con osteoporosis, lo
que quedd patente en un estudio cooperativo multicéntrico nacional, realizado
en mujeres ingresadas por presentar una fractura de la extremidad proximal del
fémur. En este se observd que al menos en el 62,6% habia también una
fractura vertebral presente, destacando el hecho de que en, practicamente en
minguo de los casos, se habia realizado previamente al estudio el diagndstico

de fractura vertebral**?,

Con respecto a la desventaja para el varon comentada hay que sefialar que
tras una fractura por traumatismo de baja intensidad el riesgo relativo de otra
fractura es mayor en hombres (OR: 3,4; 95% IC: 2,68-4,48) comparado con las
mujeres (OR: 1,95; 95% IC: 1,7-2,25) mientras que la probabilidad de ser
estudiado o tratado tras una fractura de cadera es menor en hombres (4,5%)

que en muijeres (49,5%), de forma llamativa****%",
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Ademas la mortalidad en el primer afio aumenta en personas que han sufrido
una fractura de este tipo y se observa, asi mismo, que hay mayor mortalidad en
hombres. La mortalidad hospitalaria por fractura de cadera y fractura vertebral
es el doble en hombres que en mujeres (10% y 4,7%) y la mortalidad al afio de
la fractura sigue siendo mayor en hombres que en mujeres (35-37% y 28%).
Se postula, por algunos autores, que sobre esta diferencia de morbimortalidad
podria influir parcialmente la mayor prevalencia de comorbilidades y la menor
asistencia terapéutica, observada en hombres que han sufrido estas fracturas

por fragilidad.

Tanto en estudios descriptivos como en estudios de cohorte ha quedado
demostrado este incremento de mortalidad al comparar pacientes, con este tipo
de fractura, con controles de sus mismas caracteristicas (edad y sexo) que no

han tenido fracturas.

El estudio Dubbo, desarrollado en Australia entre 1989 y 2004 en una
poblacién de 2.413 mujeres y 1.898 hombres de mas de 60 afos, se confirman
los datos previos y también se observé que los que habian sufrido una fractura
osteoporotica tenian una mayor mortalidad en comparacion a los que no. En
esta cohorte, los hombres presentaron mayor mortalidad que las mujeres en

todas las fracturas®®®.

En algunos estudios se recoge la expresion “exceso de mortalidad”, referida a
los pacientes con osteoporosis que ya son, por lo general, de edad avanzada, y
especialmente aquellos con fractura de la extremidad proximal del fémur, en los

que de manera natural tienen una mortalidad elevada®®®*%.

1.1.3.1 EPIDEMILOGIA DE LAS FRACTURAS OSTEOPOROTICAS
Nos referiremos a continuacién a cada una de las fracturas osteoporoticas.
1.1.3.1.A FRACTURA VERTEBRAL

Dada la ausencia de sintomatologia y de consenso en la definicion radiolégica
de las deformidades resulta dificil establecer la prevalencia de fractura
vertebral. Segun datos de estudios europeos, en mujeres mayores de 50 afios

entre un 20 y 25% se presentara una fractura vertebral por la osteoporosis.
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Son, sin embargo, infrecuentes en menores de 50, pero aumentan
exponencialmente con la edad'*  Las deformidades vertebrales
encontradas en radiografias de columna dorsal y lumbar (Figura 6) son tres
veces mas frecuentes que las fracturas de cadera, aunque solo un tercio de las
primeras requieren atencion meédica y solo en menos del 20% requieren
hospitalizacion. Sin embargo incrementan un 50% el riesgo de fractura de

cadera'*%,

La incidencia anual se considera del 1% en mujeres de 65 afos, 2% en las de
75 afios y 3% en las mayores de 85 afios. Los hombres mayores de 50 afios,
sin embargo muestran una incidencia de 5,7 a 6,8/1.000 personas/afio, lo que
equivale aproximadamente a la mitad de la observada en mujeres*® y

permanece practicamente constante con la edad.

Estudios en poblacion europea como el European Prospective Osteoporotic
Study (EPOS) y European Vertebral Osteoporotic Study (EVOS), coinciden
aproximadamente, sefilando que a los 75-79 afios de edad, la incidencia de
fractura vertebral es de 29,3/1.000 personas/afio para mujeres y de 13,6/1.000
personas/aiio para hombres y que la incidencia global por edad fue de
10,7/1.000 personas/ afio en mujeres y 5,7/1.000 personas/afio en

hombres®46:147,

Después de una deformidad vertebral existe un aumento de 7-10 veces para
nuevas deformidades vertebrales y la presencia de deformidad vertebral
prevalente predice una fractura de cadera incidente con un cociente de riesgo

de 2,8-4,5 y este aumenta con el nimero de deformidades vertebrales'?*3°,
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Figura 6. Fracturas vertebrales de columna lumbar

1.1.3.1.B FRACTURA PROXIMAL DE FEMUR

Este tipo de fractura (Figura 7) es considerada la fractura osteoporética mas
importante por su alta morbimortalidad asociada. La recuperacion completa
ocurrird en menos del 50%, mientras que el 25% precisard cuidados

domiciliarios y un 20% dependencia continla tras la fractura.

Son mas frecuentes en mujeres, con una proporcion 3/1 sobre el varén, y una
edad de presentacién mas frecuente entre los 75 y 80 afios. Su incidencia se
incrementa con la edad a partir de los 50 afios lo hace de forma exponencial
pasando de ser de 2/100.000 personas/aiio en menores de 35 afios a
3.000/100.000 en mayores de 85 afios™*.

La morbimortalidad ha quedado ya reflejada anteriormente pero hay que
sefalar que diferentes estudios realizados sobre la epidemiologia de esta
fractura, en nuestro pais®****°*! ha mostrado que la mortalidad en su fase
aguda, considerada como tal el primer mes tras la fractura, oscila entre el 6-
10%™**, pero aumenta hasta el 30% en el primer afio tras la fractura’® y llega

hasta el 40% a los 2 afos.
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Figura 7. Fractura de cadera

1.1.3.1.C FRACTURA DISTAL DEL RADIO

Es mas frecuente en mujeres, con una relacion mujer-varén de 4 a 1, en la
perimenopausia. En las mujeres estas fracturas son mas frecuentes en la
perimenopausia y su incidencia aumenta rapidamente tras la menopausia para
estabilizarse a los 65 afios. Sin embargo en hombres la incidencia permanece

constante con la edad.

Este tipo de fractura (Figura 8) solo requiere hospitalizacion en menos del 20%

de los casos, pero incrementan un 50% el riesgo de fractura de cadera™***°,

Figura 8. Fractura de mufieca
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l. 1.3.2 SITUACION EN EL ENTORNO EUROPEO Y ESPANA

En un estudio publicado en 2013 por Hernlund et al.**?

, en el que hacen una
revision de la literatura, de 2010, sobre la incidencia de fracturas
osteoporéticas y una estimacion del costo en ese afio y posteriores, en 27
paises de la U E, se recogen datos similares a los ya referidos anteriormente,
con variaciones entre paises y dentro de cada uno por razones no conocidas

pero en parte relacionada con diferencias de prosperidad econémica.

Se estim6 que 32 millones de mujeres y 5,5 de hombres tenian OP. Se
confirmaron 3,5 millones de nuevas fracturas por fragilidad, que comprendian
610.000 de cadera, 520.000 vertebrales, 500.000 de antebrazo y 1.800.000 de
otras fracturas. Las mas frecuentes fueron las de cadera, columna, antebrazo y
hamero. A los 50 afios la posibilidad de afios de tiempo de vida de una de

estas fracturas es del 46% y 22% en mujeres y hombres, respectivamente.

El costo econdmico del incidente y lasa mas importantes fracturas por fragilidad
se estimo en 37 billones de euros (€), de los cuales el incidente supuso el 66%,
los cuidados de las fracturas a largo plazo el 29% vy la prevencion
farmacolégica el 5%. Ademas los afios de vida perdidos ajustados por la
calidad (QUALYs - quality-adjusted life years lost) se calcul6 en 1.180.000
durante 2010 y los ajustados por discapacidad (DALYs — disability adjusted life

years) fureon de 2 millones.
Se espera un incremento de los costos, al menos, en un 25% hasta el 2025.

Para nuestro pais estiman como poblacion de riesgo a los mayores de 50 afios
de ambos sexos (7.277.000 de hombres y 8.628.000 de mujeres) con una
expectativa de 2.450.000 de personas con osteoporosis. La estimacion de
fracturas, basado en estudios previos por no haber datos recientes, fue de
204.000 (40.000 fracturas de cadera, 30.000 fracturas clinicas vertebrales,
30.000 fracturas de antebrazo y 104.000 en otras localizaciones). Un 68%

correspondieron a mujeres.

Estudios concretos realizados en Espafia sobre tendencia, se han llevado a
cabo solo sobre fractura de cadera, en poblaciones locales de Cantabria®?

(2006), Valencia (2004)**, y a nivel nacional mediante ecografia en atencion
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primaria (ECOSAP)'*® (2006). Ya mas recientemente, (2014), tras el alta de
pacientes hospitalizados por fractura de cadera mostraban una tendencia en
los al aumento progresivo de fracturas, con predominio en hombres®®. En el
altimo en el que hubo seguimiento de dos periodos de afios (de la década
anterior) la tendencia inicial fue al incremento y la mas reciente a la
estabilizacion. Bien es cierto que los periodos que abarcaban los primeros eran
anteriores y en el intervalo entre estos y el tltimo ha habido un desarrollo en el

estudio y manejo de la osteoporosis.

1.1.3.3 SITUACION EN CANARIAS

En cuanto a los estudios en Canarias, no contamos con un gran numero de
ellos, pero se han realizado fundamentalmente tres en la Isla de Gran Canaria

de Sosa M. et al. >

, un primero inicial (1993), otro segundo de seguimiento
(2007) y un tercero mas reciente (2015), que abarca un periodo mas amplio
comparando la incidencia de fractura de cadera en dos periodos, 1989-1993 y
2008-2011. La importancia que tiene es que analizan la evolucion durante un
periodo de 20 afos, en el que ha habido un aumento y envejecimiento de
poblacién con las implicaciones epidemioldgicas consiguientes. Se observo que
la incidencia de la fractura de cadera’®®, aumenté globalmente en un 24%,
siendo de 180.9 casos > 49 afios /100.000 habitantes /afio/, pero una vez
ajustada mostré que hay una tendencia a la estabilizacion de la misma. Sigue

siendo, con diferencia, inferior a la de otras zonas del pais y la de otros paises.
La proporcion mujer/ varon (2,6) se ha mantenido.

1.1.4 DIAGNOSTICO

El diagnostico de la osteoporosis supone un reto porque si bien se pueden
realizar mediciones que concuerdan con la definicion estructural de
disminucion de masa 6sea, no se valora de esta forma la globalidad del
concepto recogido en la ultima definicion de esta enfermedad. No obstante se
acepta que cumple con el criterio clinico operativo que permite asimilarla al

grado de afectacion.
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La posibilidad de fractura esta condicionada por dos cualidades del hueso, que
le dan su fortaleza, la densidad y la calidad. La densidad esta determinada por
el pico de masa Osea alcanzado y por el balance entre ganancia y peérdida
producida posteriormente. La calidad, sin embargo, lo esta por la arquitectura,
el recambio, la acumulacién de dafio (p. ej. microfractura) y la mineralizacién®
183 Actualmente dada la falta de generalizacién de técnicas que permiten
estudiar la calidad se sigue basando, el diagnéstico, en estudios sobre la baja

densidad mineral 6sea (DMO).

No obstante lo anterior, continda siendo esencial la actuacion del clinico con la
realizacion de una anamnesis detallada y en ocasiones exhaustiva,
acompafiada de una exploracion amplia’®®. Esto supone el primer eslabén para
el diagndstico de la osteoporosis y para su estudio y manejo. Interesa llegar a
conocer datos que permitan bien sospechar o bien descartar posibles
patologias causantes o condicionantes de una posible osteoporosis secundaria,
y que también permitira decidir sobre las exploraciones o pruebas mas
adecuadas para la valoracion en cada caso. Dos conceptos hay que considerar
desde el punto de vista clinico y son el de diagndstico de osteoporosis, por una
parte, y el grado de evolucion y afectacion, por otro. Ademas actualmente tiene
relevancia establecer el riesgo de fractura, como referencia para la toma de

decisiones terapéuticas.

Para el estudio inicial, el diagndstico o el establecimiento de riesgos en relacién
con la osteoporosis se utilizan, ademas, técnicas y herramientas que a

continuacién comentamos.

1.1.4.1 TECNICAS DIAGNOSTICAS Y ESCALAS

Abarcan desde realizacion de analiticas, hasta estudios de imagen o aplicacion

de ciertas escalas con intencién prondstica de riesgos.
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[.1.4.1.A ESTUDIOS DE LABORATORIO

Deben ir orientados por el buen criterio clinico y por supuesto en relacion con la
posible sospecha derivada del completo interrogatorio y examen fisico
realizado. En principio, los estudios podran ser general y especificos, para
poder realizar diagnostico diferencial entre diversas enfermedades sistémicas
que pueden afectar al hueso'®*® Ademas se podran hacer estudios de

laboratorio del metabolismo mineral en concreto.

.1.4.1.A.a Analitica General

Dentro de esta se contempla el hemograma y la determinaciéon de pardmetros
bioquimicos que contengan como minimo la valoracion de la funcién renal y
hepatica, concentracion de calcio (junto con albumina para su correccion) y
fosfatasa alcalina. Para el estudio del metabolismo mineral, que ayuda a
descartar patologias especificas del hueso (p. ej. Osteomalacia,
hiperparatiroidismo, etc), ademas se aconseja realizar determinaciones de
fosfatemia, magnesemia, calciuria de 24 h, magnesuria y reabsorcion tubular

de fosforo,

Se considera aconsejable realizar también una determinacion de TSH y un
proteinograma, ya que puede orientar en ciertas patologias especificas. La
determinacién de 25-hidroxivitamina D sérica asi como de PTH se puede
solicitar en base a los datos bioquimicos iniciales y la situacién del paciente.
Finalmente ante la sospecha de enfermedades concretas (hipercortisolismo,

celiaquia, etc.) se solicitaran analiticas especificas.

Légicamente, si se sospechan enfermedades concretas como causa de la
osteoporosis (hipercortisolismo, celiaquia, etc), se deben solicitar los

pardmetros especificos y realizar los estudios pertinentes.

1.1.4.1.A.b. Marcadores de remodelacion 6sea

Estos hoy solo se aconsejan para la valoracién y seguimiento del tratamiento y
no para el diagnéstico de la enfermedad, ni la valoracion de su severidad,

aunque sin embargo puede resultar Gtil para identificar, junto a otros factores
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de riesgo, los pacientes con un mayor riesgo de fractura'®®. Se considera
que son especialmente Utiles para valorar de forma precoz la respuesta al

169-172 173,174

tratamiento, tanto antirresortivo como osteoformador

Indican la dinamica del recambio, estando relacionados con la fase en que

producen. Hay marcadores de formacion y de resorcion.

Entre los marcadores de formacion estan la fosfatasa alcalina o su isoenzima
0sea, la osteocalcina y el propéptido carboxi y amino-terminal del procolageno

tipo | (PICP y PINP). Y entre los de resorcion 6sea, la desoxipiridinolina urinaria

o los telopéptidos carboxi y aminoterminal del coldgeno | (CTX en sangre y

orina, y NTX en orina)*">'"®

5h).

y la fosfatasa &cida tartrato-resistente 5b (FATR

Recientemente se han identificado reguladores de la diferenciacion y de la
actividad de las células que participan en el remodelado 6seo, como el sistema
OPG/RANKL vy la esclerostina’’’. Asi valores séricos elevados de esclerostina
se han relacionado con un aumento del riesgo de fractura de cadera en

mujeres de edad avanzada'’®.

Hay que considerar que son factores
determinantes de la actividad y no del resultado de ella al interpretar los

valores.

Recientemente, la International Osteoporosis Foundation (IOF) y la
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)
han recomendado el uso del PINP como marcador de formacién y del s-CTX
como marcador de resorcion en los estudios clinicos'’®. Falta llegar a

consenso.

1.1.4.1.B. RADIOLOGIA CONVENCIONAL

No es valida para el diagnéstico de osteoporosis pues no es un metodo
sensible ni especifico para valorar los cambios de masa 6sea (debe ser >30-
50% del total)'®. Sin embargo es imprescindible un estudio radiografico para la
confirmacion de la presencia de fracturas. Suele ser suficiente un estudio

lateral de columna dorsal (centrado en D7) y de columna lumbar (centrado en
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L2), aungque en algunas ocasiones es de ayuda disponer de una radiografia en

proyeccién anteroposterior para la interpretacion.

Ante un hallazgo de fractura vertebral antes de atribuirla a osteoporosis, debe
realizarse el diagndstico diferencial con otras posibles etiologias. En ocasiones
debera recurrirse a otras técnicas de imagen, esencialmente TAC y RM, para
establecer el diagndstico de certeza®!. Dicha presencia puede influir en la

toma de decisiones.

Tiene otra utilidad, la localizaciéon de deformidades o ubicar posibles factores
de interferencia o de error al realizar una densitometria (espondilosis,

calcificaciones vasculares, etc.

La presencia de fracturas vertebrales es un factor predictor de futuras fracturas,

tanto vertebrales como de cadera'®®182183-185

Su indicacion estd vinculada a molestias 0 signos sugestivos de trastorno
vertebral relacionados con la osteoporosis, y también a presentar valores
densitométricos de osteoporosis. Algunos autores sugieren realizarla en
cualquier paciente con factores de riesgo suficientes.

1.1.4.1.C. DENSITOMETRIA OSEA

Este término engloba aquellas a todas las pruebas no invasivas que miden la
DMO en diferentes regiones del esqueleto mediante distintas técnicas. Se
clasifican de acuerdo a la regién del esqueleto donde se han realizado.
Mediciones centrales (o axiales) son las realizadas en columna lumbar
(anteroposterior) o tercio superior del fémur, y mediciones periféricas las que se

efectdan en otros sectores de las extremidades.

La osteoporosis estaba descrita previamente a la aparicion de la densitometria
por lo que esta ha aportado una herramienta de valoracion de uno de sus
factores de riesgo’®. La DMO se usa frecuentemente como una medicién
sustitutiva, ya que permite explicar aproximadamente el 70% de la resistencia

6sea’®. Dada la trascendencia de este factor, y la ausencia de otros
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procedimientos diagndsticos asequibles, se propuso -y fue aceptado de forma

generalizada por la comunidad cientifica- utilizar la densitometria con este fin.

Los equipos de medicion se clasifican segun la técnica que utilizan o la region
anatomica del esqueleto que analizan'®’. Aunque existen varias técnicas
disponibles, la técnica de absorciometria por rayos X con doble nivel de
energia X (DXA) es el procedimiento Optimo para estimar el riesgo de
fractura’®. Otras técnicas de mediciéon (ultrasonometria cuantitativa,
radiogrametria, absorciometria radiografica, etc.) proporcionan valores que
guardan relacién con el riesgo de fractura, pero no pueden utilizarse como

procedimientos diagnésticos*®®.

Los resultados de las mediciones de DMO son expresados habitualmente en
términos de indice T (o T-score), que es el numero de desviaciones estandar
(DE) en que la medicion de DMO difiere de la densidad 6sea de la poblacion
sana de 20 a 29 afios («pico» de la DMO). Existe el indice Z (o Z-score), que
se obtiene al comparar la medicion de DMO con valores de referencia de
sujetos de igual sexo y edad. Cada uno de estos tiene una indicacién y una
utilidad. Su validez viene dada por que en 2004 la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) establecié que el diagndstico de osteoporosis basado en la DMO
se hiciera cuando la paciente presentara un valor de indice T igual o inferior a
-2,5%%% 18 Entonces quedd con unas limitaciones con respecto a la poblacién
a aplicar y la falta de definicién de la zona de medicién. Sin embargo sirvid
como punto de unificacién de criterios. Posteriormente en 2008 la propia OMS
matizo que la medicién de la DMO debe realizarse en cuello de fémur utilizando
como referencia el Third National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES 111)**°. Se consideraron extensibles los mismos criterios a las
mujeres postmenopausicas de otras razas (e incluso a los hombres, utilizando
las referencias femeninas). Si bien la Sociedad Internacional de Densitometria
Clinica (ISCD), sin embargo, considera que el diagnéstico puede hacerse
cuando el referido valor del indice T se da en cualquiera de las tres siguientes
localizaciones: columna lumbar, cadera total o cuello femoral*®*, no lo hace asi
la OMS gue mantiene que los criterios diagnésticos referidos no son aplicables

a otras localizaciones esqueléticas u otras técnicas de densitometria®®°.
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Diversos factores interfieren el diagndstico de osteoporosis, como la zona de
medicion, posibles artefactos, numero de zonas exploradas y los valores de

referencia por lo que es recomendable explorar al menos dos regiones™®#*%’.

El riesgo de fractura se evalla basandose en el valor mas bajo calculado

mediante DXA en la columna lumbar, fémur total o cuello de fémur*®e,

La capacidad global de prediccion de fractura es similar en las diversas
localizaciones (riesgo relativo [RR] para una disminucion de la DMO de una
desviacion estandar [DE] = 1,5; intervalo de confianza del 95% [IC 95%] = 1,4-
1,6). Pero esta empeora cuando la medicién en una zona se relaciona con el
riesgo de fractura en otra'®, por ello la prediccion de riesgo de fractura de una
determinada region esquelética mejora al medirla en la misma regién donde se
desee evaluar el riesgo de fractura. Dicho de otra forma, la medicién de la DMO
por DXA en cadera predice sobre todo el riesgo de sufrir una fractura de
cadera. La medicion de la DMO en fémur proximal y columna lumbar mediante

DXA es una prueba util en la valoracion del riesgo de fractura.

Los valores y categorias que establece la OMS con los valores del Tvalor se

pueden observar en la tabla 1, mas arriba recogida.

Algunas de las técnicas utilizadas para la valoraciéon de la DMO son las

siguientes.

1.1.4.1.C.a Ultrasonografia cuantitativa (QUS, quantitative

ultrasound)

Utiliza ultrasonidos que también pueden servir para evaluar la calidad ésea,
aunque esta aun en discusidn que aspectos miden: la mineralizacion, la
microarquitectura, las propiedades biomecanicas o mas de una. Aporta
resultados de los siguientes valores: la velocidad de transmision del ultrasonido
(SOS, speed of sound), la atenuacion de la banda de energia (BA, broadband
attenuation), y un indice que combina estos dos parametros (Stiffness, rigidez).
Un lugar de comoda medicion es el calcaneo y si bien ni las zonas del

esqueleto periférico ni esta técnica son apropiadas para el seguimiento ni para
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el diagnostico, si se utilizan como cribaje de pacientes, para realizar

densitometria por DXA.

1.1.4.1.C.b Absorciometria por rayos X con doble nivel de energia X

(DXA, dual energy x-ray absorptiometry)

Es el método mas ampliamente utilizado por su mayor precision y muy baja
dosis de radiacion, que permite mediciones seriadas en condiciones seguras.
Es el procedimiento 6ptimo para estimar el riesgo de fractura’®. Da valores
sobre la cantidad de mineral 6seo en g/cm?. Hemos comentado anteriormente

sobre su utilidad y algunas caracteristicas.

1.1.4.1.D. HERRAMIENTAS DE PREDICCION DE RIESGO DE FRACTURA

Existen una serie de factores de riesgo para padecer fracturas, que son los que
condicionan, junto con la DMO esta eventualidad. En funcion de los estudios
realizados respecto a estos y su peso en la incidencia de fracturas se han

elaborado unas herramientas predictivas del riesgo.

La utilidad predictiva sobre el riesgo de fracturas de la medicion de la DMO, se
pueden mejorar aplicando algoritmos que incorporan edad, factores de riesgo
hereditario, habitos, antecedentes personales (fracturas previas), ingesta de
corticoides, caidas en los Gltimos 12 meses, etc.?*® 2°*. Algunos influyen sobre
la resistencia 6sea y otros estan relacionados con la tendencia a las caidas y

sSus caracteristicas.

No obstante, la diversidad de factores, los dos con mayor peso son la edad y la
DMO, de tal forma que las herramientas con mayor nUmero de componentes
no ofrecen un mejor resultado que las que solo incluyen estos dos o alguno
mas?*>?%% La edad influye en la trascendencia de la disminucién de la masa

Osea.

Un tercero que tiene también gran peso es el antecedente de fractura por

fragilidad, y afladido a los anteriores parece predecir el riesgo de fractura con
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tanta precision como la herramienta mas compleja®®, aunque ya tan solamente

afiadido la edad tiene también una buena capacidad predictiva?®* *%>,

Hay otros factores independientes de la DMO pero con una influencia estrecha,
estos son la fractura por fragilidad en familiar en primer grado, el tabaquismo y
el ingesta alcohdlica excesiva. El peso corporal (indice de masa corporal [IMC]
< 20 kg/m2), que se asocia a la produccion de fracturas lo hace de forma
indirecta al tener baja DMO?®%’  Otros factores reconocidos son
enfermedades y tratamientos que pueden producir osteoporosis secundarias
(hipogonadismo, menopausia precoz, amenorrea, anorexia nerviosa,
malabsorcién, artritis reumatoide, la diabetes -en particular la tipo 1-,
inmovilizacion, tratamiento esteroideo, inhibidores de la aromatasa, agonistas

de las hormonas liberadoras de gonadotropinas)?®.

Ademas las caidas facilitan la produccion de fracturas y son conocidos factores
asociados a las mismas por al determinar un mayor riesgo de caidas?®%'°,
Entre ellos estan la inestabilidad postural, el haber sufrido dos o mas caidas
durante el ultimo afio, la incapacidad para levantarse de una silla y la pérdida
de capacidad visual. También la marcha lenta que denota alteraciones

neuromotoras que conducen también al desarrollo de fracturas.

Hay también algunas enfermedades y tratamientos asociados, aunque con

menor vinculo, con el desarrollo de osteoporosis, recogidos en la tabla 2.

La asociacion de varios factores de riesgo independientes de la DMO supone
un efecto sinérgico sobre el riesgo de fractura. Si se afiade DMO baja

incrementa hasta 12 veces el riesgo.

La valoracion clinica combinada con la medicion de la DMO resulta un método
eficaz de valoracion del riesgo de fractura, que ayuda a determinar la
necesidad de tomar actitudes terapéuticas, en la mayor parte de los casos, con
intencién preventiva. Para esta finalidad se han desarrollado estas
herramientas, de las que hay de dos tipos. Unas van dirigidas a detectar el

riesgo de osteoporosis y otras fracturas.

58



Tabla 2 Enfermedades y tratamientos que constituyen factores de riesgo de osteoporosis

Factores asociados con mayor constancia Factores asociados con menor regularidad
Hipogonadismo Hiperparatiroidismo

Menopausia precoz Hipertiroidismo

Amenorrea Inhibidores selectivos de la recaptacién de
Anorexia nerviosa serotonina

Malabsorcion Inhibidores de la bomba de protones
Avrtritis reumatoide Anticonvulsivantes

Diabetes (particularmente la de tipo 1) Déficit de calcio

Inmovilizacion Déficit de vitamina D

Corticoides

Inhibidores de la aromatasa
Agonistas de las hormonas liberadoras de
gonadotropinas

1.1.4.1.D.a. Escalas de Riesgo de Osteoporosis

Estas escalas que no incluyen el DMO tienen como finalidad predecir el riesgo
de osteoporosis, entendido como masa Osea baja. Son Utiles para decidir la

realizacion de densitometria.

Cabe mencionar entre ellas, por orden de complejidad, las herramientas
OST#1212 ORAI*3, OSIRIS?, SCORENK??®, y FRAX?%?%7 5inh DMO. Diversos

trabajos*#%°

comparativos de fiabilidad y efectividad de estas herramientas
concluyeron que la capacidad para discriminar las mujeres que habrian de
sufrir una fractura mayor, valorada por el area bajo las correspondientes curvas
ROC, fue similar en todas ellas para la edad considerada de forma aislada.
Finalmente la conclusion fue que la capacidad para predecir una DMO baja es
similar en todas ellas, y en particular, el factor de mas peso lo constituye la

edad (mayor de 65 afos).

1.1.4.1.D.b Escalas de Riesgo de Fractura

La finalidad con estas herramientas es establecer valores absolutos de riesgo
de fractura como criterios terapéuticos (generalmente fractura a 10 afios) (v.gr.,
3% de riesgo de fractura de cadera en 10 afios), en lugar de valores de riesgo

relativo (riesgo respecto a otro individuo).
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Las herramientas elaboradas para valorar el riesgo de fractura directamente
son el FRAX?%®2% '|a del Garvan Medical Research Institute?®*?*"?!8 (indice de
Garvan) y el QFracture Index*%?°, Hay diferencias entre ellas, como que la
segunda recoge menos factores de riesgo que la primera y ademas la
utilizacion de la DMO es opcional, mientras que la tercera recoge muchos mas

factores (hasta 25).

Diversos estudios comparativos entre la primera y segunda?%320>221-223

y con
indices mas simples combinados encontraron que la capacidad discriminatoria
es similar entre ambas, con un rendimiento, aunque mayor para fractura de
cadera, solo moderado y similar, y que el rendimiento de las mas simples (con
sélo dos variables, y en un caso tres) es igual al de las otras tres herramientas.
Tambien comparaciones entre la primera y la tercera®*®??*, hallaron similares

rendimientos entre ambos.

De todos estos estudios destaca que el rendimiento de las herramientas mas
sencillas con dos factores de riesgo es similar al de las mas complejas con

mayor numero de factores®**??>%%,

En general con un ndmero escaso de
factores, que tienen una estrecha asociacion con la fractura y, ademas, estan
ampliamente representados en la poblacion (edad, DMO, IMC, antecedente

personal de fractura) se detecta la mayor parte del riesgo.

En cuanto al FRAX cabe decir que es el de uso mas generalizado, quizas
porque fue auspiciado y extendido por la OMS. Proporciona dos valores de
riesgo de fractura: el de fractura de cadera, y el de fractura osteoporética mayor
(conjunto de la fractura clinica vertebral, fractura de humero, fractura de radio

distal, ademas de la fractura de cadera).

Ha precisado la adaptacion a cada pais y esta se ha realizado en funcion de las
caracteristicas epidemioldgicas de las fracturas osteoporéticas de los mismos,
cuando estos datos estaban disponibles. La version espafiola proporciona un
riesgo de fractura mayor muy inferior al que le corresponde, por una estimacion
inadecuada de la relacidon fractura mayor/fractura de cadera con otro pais, lo

que se pone de manifiesto en varios estudios??’2%°.
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|.2 ANDROGENOS, RECEPTOR DE ANDROGENOS Y POLIMORFISMOS

DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

Los andrégenos influyen sobre el proceso de modelado y de remodelado 6seo,
y por tanto también en la DMO, mediante su participacion en la transmision de
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la informacién necesaria, codificada genéticamente Este proceso ha

quedado patente en pacientes con hipogonadismo hipogonadotrépico®*'?3,

en
los que se constaté menor DMO, ademas de masa muscular y falta de cierre de
las epifisis, con mayor crecimiento radial. Asi mismo en roedores manipulados

genéticamente se ha podido probar entre otros este efecto®*2%,

Para que esto tenga lugar es precisa la presencia de una serie de elementos
indispensable pero que basicamente son las sustancias hormonales y su

receptor, los que van a dar lugar al comienzo de este proceso.

[.2.1 ANDROGENOS

Los andrégenos o androstanos son sustancias que pertenecen al grupo de las
hormonas esteroideas®®, en concreto a los esteroides sexuales. Derivan de la
pregnenolona que a su vez procede del metabolismo del colesterol y es la
precursora de todas ellas. Estan formadas por 19 carbonos con lo que se

clasifican como tipo Cjo.

Los androgenos son los esteroides sexuales mas abundantes en el torrente
circulatorio. Son ademas precursores necesarios para la sintesis de parte de
los estrogenos en el ovario, y se encuentran asociados a la masculinidad y a

Sus caracteres sexuales.

Son producidos preferentemente en los testiculos, ovarios y en las glandulas
suprarrenales. En los primeros, en las células de Leydig, bajo el control de la
hormona luteinizante (LH), se produce testosterona (T). En las células de
Sertoli también se produce T pero bajo la influencia de Ila hormona
foliculoestimulante (FSH). A estas ultimas células, llega la T, producida por las
anteriores, unida a una proteina ligadora de androgenos (ABP) especifica. Se
lleva a cabo en ellas, ademas, Ila transformacion de parte esa T a
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dihidrotestosterona (DHT) que es 10 veces mas activa que la primera (Figura
9).

En los ovarios la produccién de androgenos la llevan a cabo las células tecales,
regulada por la LH, dando como productos la androstenediona y la T. Una parte
de ambos es transformada mediante un complejo enzimatico, aromatasa, a los
productos finales activos estradiol y estrona, que son los esteroides sexuales
femeninos. En las células granulosas ovaricas se transforman también los
androgenos producidos en las anteriores una vez han difundido a ellas. Este
proceso lo controla, en principio la FSH, si bien a medida que maduran pasa a
haber mayor control de la LH. Los estrdgenos producidos por las dltimas van,
mayoritariamente a los foliculos, mientras que los producidos por las primeras a

la circulacion general para llegar a sus érganos o células diana.

A nivel de la corteza de las glandulas suprarrenales también se producen
andrégenos. Lo hacen las células de la zona fasciculada y reticularis, que
contienen una enzima, liasa, que les da la capacidad de producir
dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona (A), Aunque también un
producto final resulta de la sulfatacién de la DHEA dando DHEA sulfatada
(DHEA-S).

Los esteroides sexuales viajan en el plasma hacia sus dianas ligados a
globulinas especificas que las transportan. Estas son las globulinas ligadoras

de hormonas sexuales (SHBG).

Si bien la produccion es esencialmente donde ha quedado resefiado también
sufren transformacion en otros tejidos de 6rganos concretos. El metabolismo
principal de los andrégenos, asi como de los estrégenos tiene lugar en el
ovario, la corteza adrenal y el tejido adiposo, con alguna participacion del
metabolismo esteroideo en el musculo. El higado tiene una participacion
importante también. Ademas de transformar estrégenos a varias formas, con
diferente actividad, realiza la sulfatacion del DHEA a DHEA-S y produce las
SHBG, que condicionan el transporte de todas ellas.
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Con respecto a la mujer y los andrégenos cabe decir que estos son secretados
en mayor cantidad, que los estrégenos, hormonas sexuales femeninas por
excelencia. Ademas de ser precursores hormonales para las segundas, tienen
importantes efectos fisioldgicos al unirse a sus receptores en las células diana,
produciendo todo un proceso de cambios metabdlicos celulares con

repercusiones generales®"2%,

Segun la concentracion circulante los principales andrégenos en orden
decreciente son la DHEA-S, la DHEA, la A, la Ty la DHT?*.

La T deriva en 50% de los ovarios y las glandulas adrenales a partes iguales,
mientras el restante 50%, procede de la conversién periférica de la
androstendiona. Ademas la ultima también es producida por las glandulas

adrenales y los ovarios en una proporcion similar.

La DHEA también la producen las glandulas suprerrenales (50%) y ovarios
(20%), aun gque pueden provenir de sintesis a partir de la DHEA-S circulante

(20%) mediante el concurso de sulfatasas esteroideas.
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La DHT resulta de la conversién periférica de T y como comentamos es la que
en menor concentracion circula. Estas dos son las Unicas capaces de unirse al
receptor especifico de andrégenos. Las demas sirven de sustrato para la

produccion de estas.

1.2.2 RECEPTOR DE ANDROGENO

Como ha quedado ya reseflado los andrégenos se unen a receptores
especificos, que se encuentran en células determinadas y que tiene unas

caracteristicas concretas.

El receptor de androgeno (AR) es una proteina que esta formada por 917
aminoécidos y posee varios dominios con diferentes funciones®?. Forma parte
de la superfamilia de los receptores nucleares de hormonas esteroideas. Otros
miembros de esta familia son los receptores de estrégenos (ER) a y B,
mineralocorticoides (MR), glucocorticoides (GR), progesterona (PR) Vitamina D

y hormona tiroidea®*

.También es conocido como NRC4 (subfamilia de
receptores nucleares 3, grupo C, miembro 4). Se activa por la unién conla T o
la DHT?*. Tiene proximidad funcional al receptor de la progesterona hasta el
punto que dosis elevadas de esta pueden bloquearlo®2. Los miembros de esta
superfamilia son factores de transcripcion que presentan extensiones con zinc,
caracterizadas por tener un dominio N-terminal, un dominio central de unién
con ADN (DBD)*** y un dominio C-terminal de unién con el ligando (LBD)**.
Ademas poseen dos zonas con funcion de activacion de la transcripcion (TAD),
situadas, una en el dominio N-terminal (AF-1) y otra en el dominio de unién con
el ligando (AF-2), e igualmente, una region bisagra (HD) que le permite adoptar

la conformacion adecuada para interactuar con el ADN (Figura 10).

La funcion principal del receptor de andrégenos es actuar como un factor de
transcripcion de genes mediante la unién directa al ADN*2. Su efecto es la
regulacion de ciertos procesos como la proliferacion y la diferenciacion celular

en tejidos diana®*.
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Figura 10. Organizacion genética del gen del receptor de andrdgenos (AR) en el cromosoma X y principales
dominios funcionales de la proteina codificada. Adaptado de Rajender S., Singh L., Thangaraj K.
Phenotypic heterogeneity of mutations in androgen receptor gene. Asian J Androl. 2007; 9:147-79.250

En cuanto a su presencia y distribucién en las células que se encuentran y
participan en el metabolismo del tejido 6seo habria que decir que es universal.
Se encuentra en todas ellas, OB, OC y Osteocitos, aunque en diferente
cantidad®*’. Su maxima expresion la tiene en los OB y mayor en los corticales
que los trabeculares. Ademas en cultivos de los mismos se ha observado que
su expresién es maxima en los provenientes de hueso juvenil frente al de la

senectud y que predominan en OB en zonas de formacién 6sea*®.

También se encuentran en las células de la médula 6sea que regulan la

osteoclastogénesis®**.

La regulacion por parte de las hormonas esteroideas de la funcion de los OC
esta controlada por el estradiol (E;) y el ER, aunque se considera la posibilidad

de la participacion de la T a través de su aromatizacion y conversion a E.

En los osteocitos incluidos en la matriz 6sea también se encuentran AR>30247,

La amplitud de la actuacion de la T directamente o por aromatizacion a E2 es
incierta y puede que varie con los polimorfismos del AR. La posible importancia
de la aromatizacion de T a E, en el hueso queda reforzada por el hecho de

gue hombres con mutaciones en los genes de ER o de la aromatasa
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desarrollan osteoporosis. Hay que considerar ademas que la DHEA no es
aromatizable, aunque pudiera ser que otros compuestos androgénicos mas

débiles, tengan también receptores especificos®*°.

1.2.3 POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

El AR estd codificado por un gen que se encuentra en el brazo largo del
cromosoma X, en la posicién 11 y12 (Xql11.2-12)**'. Tiene un tamafio de 90
kilobases y contiene 8 exones®?**, Cada uno participa en la codificacién de

dominios en el AR. (Figura 10)

El exdn 1 codiifica el dominio de transactivacion N-terminal de la proteina AR,
indispensable para su actividad gendémica, y que contiene la regiébn de
activacion de la transcripcion independiente de ligando (TAF-1), lugar de

interaccion con ciertos correguladores®>*2°4,

Los exones 2 y3 codifican el dominio de unién al ADN (BDB), que contiene dos
prolongaciones de zinc capaces de interactuar especificamente con pequefias

secuencias denominadas elementos de respuesta a androgenos (ARES).

El 4 codifica el dominio de localizacion nuclear (NLD) que ayuda a la

localizacion del AR en el nucleo celular.
El 5 codifica la regién bisagra (HD), con la funcién que ya resefiamos.

Los 6,7 y 8 codifican el dominio de union al ligando (LDB), zona de importancia
crucial pues es donde se unen los androgenos. Contiene la region de

activacion de la transcripcion dependiente de ligando (TAF-2).

En el primer exdn, ademas se sittan unas secuencias repetidas de
trinucleotidos y que codifican para poliglutamina y popliglicina®®®. Las
repeticiones, en niumero variable, dan como resultado el polimorfismo del AR,
gue se presenta como secuencias de longitud variable en la region N-terminal,
en la regi6n de transactivacién (TAD)?*??*°. Estas cadenas de repeticién de

aminoacidos son conocido como microsatélites, y en este caso son funcionales.
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El tracto poliglutamina estad codificado por repeticiones (CAG),CAA. El de
poliglicina (GGN), por (GGT)sGGG(GGT)x(GGC),*". Con respecto a este
altimo habria que aclara que la mayoria de autores se refieren a la poliglicina
como estando codificada por repeticiones (GGN),, o que equivale a un tracto
invariable de seis glicinas (GGT/GGG) seguido por una repeticion polimérfica
GGC, o a la repeticién de GGC mas seis tripletes®®®. Habitualmente se expresa
como (GGC), 0 (GGN)s.

El microsatelite poliglutamida (CAG), es altamente polimorfico en longitud, y
su tamafio oscila generalmente entre 8 y 39 repeticiones de aminoacido en la

proteina AR%"%°

, habiendo diferencias entre autores, probablemente
relacionadas con variaciones entre poblaciones. Se han determinado
diferencias en las repeticiones entre africanos, caucéasicos y asiaticos, siendo

los primeros los de menor nlimero y los dltimos los de mayor?®®2%4,

El microsatélite poliglicina no es tan polimorfico como el anterior, con un
tamafio que va de 10 a 30 repeticiones®™®, aunque también variable, segin

autores.

Ambas regiones estan separadas por 248 aminoacidos de una secuencia no

polimérfica.

1.2.4 MECANISMO DE ACCION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

Ya se coment6 la funcion principal del AR, actuando como un factor de
transcripcion del ADN vy facilitando la produccion proteica celular. La formacion
del complejo androgeno-AR puede activar o reprimir la expresion de las
proteinas reguladas por andrégenos®®. Por tanto los AR son interruptores
moleculares clave controlando la transcripcion de las proteinas androgeno
dependientes desde la etapa embrionaria hasta la vejez. Median la accién

periférica de los androgenos.

Los AR son especificos para la T y la DHT con la misma afinidad para ambos,
aunque también se han hallado receptores para la DHEA**,
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El AR, normalmente se encuentra en forma inactiva en el citoplasma celular.

266
k

Forma un complejo con varias proteinas que se denominan heat shock=", entre

las que se encuentran la Hsp90, Hsp70 y Hsp56.

El AR puede llevar a cabo su funcion por dos vias diferentes. Una es la via
clasica pasando al nucleo y la otra es a través de una via no gendmica y que

realiza directamente en el citosol.

El mecanismo de accidén clasico o gendmico del AR es el que produce la
transcripcion al RNAmM en el osteoblasto. Es el principal. EI androgeno puede
difundir libremente a través de la membrana celular al citosol por ser lipofilico
(Figura 11). Comienza, el mecanismo, con la union especifica con su ligando, T
o DHT. Esto causa la disociacidon de las proteinas heat shock, la translocacion
al nacleo y el cambio de conformacibn que le permite formar un
homodimero®®’. A continuacién estos se unen a unas secuencias especificas
del ADN en las zonas reguladoras de los genes andrégenodependientes,
denominadas elementos de respuesta a andrégenos (AREs), activando o
inhibiendo la transcripcion de estos genes regulados por andrégenos. Esta
union promueve el reclutamiento de otras proteinas, que son cofactores o
elementos de la maquinaria de transcripcion®® indispensables para la

expresion de estos genes.

Cuando ha habido activacion se produce ARNm, que pasard al citoplasma,
y actuara en los ribosomas en la produccién de las proteinas especificas®®®

codificadas ejerciendo por esta via su funcion.

Ademas a través de otra via no gendmica, mas rapida, los andrégenos
pueden actuar, p-€j., en los osteoblastos, activando la cascada de sefiales de
las quinasas con la modulacion de los niveles intracelulares de calcio. Se lleva

a cabo mediante receptores de membrana®®®2®’,
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Figura 11. Mecanismo de accion clasico o gendmico del receptor de andrégenos. ARE, elementos de
respuesta androgénica. Fuente: Heemers H.V., Tindall D.J. Androgen receptor (AR)
coregulators: a diversity of functions converging on and regulating the AR transcriptional
complex. Endocr Rev. 2007; 28:778-808. 269

1.2.5 EFECTOS DE LOS POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR DE

ANDROGENOS

Una vez relacionados ciertos polimorfismos de los AR con alteraciones clinicas
importantes se abrié un campo de estudio que ha llevado a establecer toda una

serie de efectos y trastornos vinculados con estos.

Los polimorfismos tienen, individualmente, efectos, que en ocasiones se ven
potenciados o atenuados por otros. En ocasiones pueden verse condicionados
por otra serie de efectos o condiciones para poder manifestar su potencial.

.2.5.1 EFECTOS DEL POLIMORFISMO (CAG)y Y (GGN)y

Lo que abrié paso a relacionar la longitud de ciertos polimorfismos del AR y sus
repercusiones fue la demostracion de la presencia de repeticiones por encima
de 40 en paciente con la atrofia muscular espino-bulbar ligada al cromosoma X
(enfermedad de Kennedy). Se trata de una enfermedad de inicio en la etapa
adulta con una degeneracibn de la motoneurona y una serie de
manifestaciones, entre otras, de feminizacion secundarias a insensibilidad a
los andrégenos, como ginecomastia, atrofia testicular, alteracion de la

espermatogénesis y gonadotropinas elevadas®’®?™. La longitud de repeticién
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de las cadenas esta directamente asociada con la severidad de los sintomas

de hiperandrogenismo y con el inicio precoz de la enfermedad?®’??"3,

En la ultima década ha quedado demostrada la creciente importancia del
polimorfismo del AR. LA variacion condiciona los efectos periféricos de la T
influyendo sobre la funcion sexual y la fertilidad, riesgos cardiovasculares,
composicion corporal, el metabolismo 6seo, el riesgo y evolucién del cancer de
prostata y testiculo, riesgo y evolucién de cdncer de mama, estado psiquiatrico

y la aparicién y curso de trastornos neurodegenerativos.

Diferentes estudios han descrito el comportamiento entre la longitud de
repeticion del (CAG),, dentro de rangos normales por debajo de 40, y sus

efectos._Chamberlain y cols.?"

, seflalan que la actividad transcripcional del AR
disminuye a medida que aumenta el numero de repeticiones, en un
experimento en células de rifion de momo, in vitro . Asi mismo al eliminar los
tractos repetidos aumentaba nuevamente, lo que se confirm6 en estudios

posteriores de otros autores®’.

276

Ademas de confirmar estos resultados Ding y cols.“> encontraron menor

cantidad de proteina AR para repeticiones mas largas.

No se conocen enfermedades asociadas al polimorfismo poliglicina, (GGN)j,
aunque si se ha asociado la longitud del tracto con el riesgo de desarrollar

criptorquidia e hipospadia®’’

(consideradas consecuencia de baja
androgenicidad). También apuntan algunos estudios que variaciones en el
namero de repeticiones tendrian influencia sobre la funcién y la concentracion

278

de proteina AR. Tanto Gao y cols. como Lundin y col.?”® hallaron un

descenso en la actividad transactivadora con la deleccion del tracto (GGN);.

276 encontraron una correlacion inversa entre el

Posteriormente,_Ding y cols.
namero de repeticiones (GGN), y la concentraciones de proteina AR, aunque
no la disminucién de la actividad transcripcional. Sugieren, como mecanismo,
que el incremento en la longitud de este microsatélite podria favorecer la
formacion de estructuras en asa en el ARNm que podrian afectar a su

estabilidad y a la traduccién.
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En cuanto a efectos concretos fisiopatoldégicos podemos decir que no hay en
todas las esferas en estudio claras evidencias, si bien en algunas hay hecho

relacionados.

Con respecto a la relacién de la repeticion (CAG), con la funcién sexual no hay
claros resultados, si bien tampoco estudios comparables. No obstante, estudios

en Australia, Norteamérica y Japon hallan una asociacion entre infertilidad

280-283 284,285

masculina y estas repeticiones , mientras no se halla esta en Europa
En 2004, Ferlin et al.?®* encontraron una diferencia significativa entre casos y
controles analizando la combinacién de polimorfismos (CAG), / (GGN),,
hallando que la combinacién mas frecuente fue (CAG), = 21 / (GGN), = 18, en
pacientes infértiles. Por lo que concluyen que el nimero de tripletes tiene un

efecto combinado sobre la funcién del receptor AR, entre otros.

La prostata es un érgano regulado por los andrégenos, que juegan un papel
importante en la patogénesis del cancer de prostata (CP). Aunque parece que
la génesis del CP no esta inducida por los andrégenos, la estimulacion mas
potente de los AR con repeticiones (CAG), mas cortas pueden contribuir al
desarrollo acelerado de células malignas. Esto podria explicar el riesgo mas
elevado y la edad mas temprana de aparicion®®?. Segun algunos estudios esta
continua estimulacion produciria proliferacibn aumentada e induccion de
mutaciones somaticas’®®?®’. Se han asociado formas mas agresivas de CP
con repeticiones menores de (CAG),>°?’. En 2004 Coetzee y Ro0ss*®
demostraron esta asociaciébn por primera vez, lo que posteriormente ha

quedado confirmado por varios metaanalisis?*°%%.

Parece haber también una relacién entre repeticiones cortas de (CAG), e

hipertrofia benigna de préstata (HBP)?*.

Otro aspecto controvertido es el papel de los andrégenos sobre la salud
cardiovascular (CV). Hay evidencias que muestran que el hipogonadismo
puede estar asociado con un peor perfil metabdlico y riesgo cardiovascular®®?.
Por otra parte se ha demostrado asociacion independiente entre la longitud de

repeticion (CAG), y factores adversos de riesgo CV, tales como LDL alto®®,

295-297

HDL bajo®* y tensiéon arterial alta Sin embargo la asociacion de

repeticiones mas largas de (CAG), y concentraciones bajas de T total se halld
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que producian un empeoramiento del perfil metabélico®*’?®. Se ha sugerido
una relacion entre las repeticiones y la composiciéon corporal, de tal forma que
en hombres adolescentes menor nimero de ellas puede ser un factor de riesgo

genético de acumulacién de grasa®®®, especialmente intrabdominal®®®.

Algunos autores apuntan que la longitud de repeticion (CAG), podria ser un

|300

predictor, aunque débil, del indice de masa corporal®*® y la masa gras libre®*

304

Varios estudios epidemiologicos han demostrado que diferentes longitudes de
repeticion pueden jugar un papel importante en la aparicion del cancer de
testiculo (CT). Asi, hombres de origen africano tienen menor numero de
repeticiones (CAG), e incidencia de este cancer que los caucasicos, aunque

305306 yn numero de

también hay estudios contradictorios al respecto
repeticiones mayor de 25 debe ser considerado un factor de riesgo de aparicion
de CT dada su mayor frecuencia en pacientes que en controles®®’. El

mecanismo bioldgico subyacente no esta claro.

Ademas de los referidos otros procesos oncoldgicos han sido relacionados con
la longitud de las repeticiones de (CAG), y (GGN), y los polimorfismos del AR,
como el de endometrio, ovario, colon, eséfago y mama®®3'3 El cancer de
mama, manifiesta un comportamiento contrario al de otros tumores al tener un

factor protector en repeticiones mas cortas (CAG),>**".

La relacién de las repeticiones de (CAG), con ciertas alteraciones psiquiatricas
o conductuales, como la tendencia a la conductas violentas y la impulsividad,
se han estudiado, hallando significativas las menores repeticiones, aunque es

cierto que también otros investigadores lo niegan3'®3°.

Se han estudiado y
con similares hallazgos aspectos como la tendencia a la depresion, la
autoestima, conductas de riesgo, etc., relacionandolos con los niveles de
androgenos y las repeticiones cortas como rasgo de mayor actividad masculina

hallandose también una asociacién positiva®®>3203%1,

Hay que resaltar que
ciertos estudios han mostrado que la presencia de repeticiones mas cortas de
(CAG), estan ligadas al trastorno de déficit de atencién e hiperactividad

(TDAH)*?,
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El metabolismo 6seo se ve condicionado por las variaciones de longitud de las

repeticiones de ambos polimorfismos. Zitzmann et al.®®

ya recogia la
disminucibn de masa Oseas, preferentemente, en mujeres con largas
repeticiones fundamentalmente de (CAG),. Ocurria, igualmente, en hombres
entre 20 y 50 afios en los que se asociaba de forma inversa e independiente el
namero de repeticiones con DMO. Recogian un incremento de la pérdida 6sea
dependiente de la edad en sujetos con longitudes de 23-31 comparados con
los de menor. Este resultado se confirma en un estudio en mujeres

perimenopausicas (Sowers et al., 1999)%%*.

En pacientes con hipogonadismo hipogonadotrofico y tractos mas cortos de
(CAG), se evidencid una asociacion independiente con mayor incremento de la
DMO tras tratamiento sustitutivo con T32°.

B. L. Langdahl et al.**® (2002) en un estudio sobre repeticiones de (CAG),,
DMO vy riesgo de fracturas encuentra en las de mujeres de la poblacion que
estudia que tanto la media de repeticiones (CAG), como la longitud de los
alelos fueron predictores significativos de fracturas osteoporoticas. Un
incremento de 5 repeticiones (CAG), en la media de repeticiones o de
repeticiones en el alelo, individualmente, aumentaban el riesgo de fractura
osteoporética en 3,1 y 7,3% respectivamente. La DMO medida en todas las
regiones fue menor en mujeres con un promedio de de repeticiones por
encima de la media, aunque la diferencia no resultd significativa. Y concluyen
que demuestran que el polimorfismo de repeticiéon de (CAG), del primer exdén
del gen del AR esta asociado con masa O6sea reducida y con riesgo

incrementado de fracturas osteoporoticas en mujeres.

Zitzmann et al.>*® encontraron, asi mismo, que el nimero de repeticiones en el
alelo largo y el promedio de repeticiones de (CAG), en el AR era mayor en
mujeres osteoporoticas y que la DMO se correlacionaba negativamente con el
namero de repeticiones y la longitud de alelo.. Esto se ve apoyado por la
estimacion, basada en estudios in vitro de Kazemi-Esfarjani et al.?’®, de que
una disminucion de 6 repeticiones de (CAG), causa un 12% de incremento de
la activacién transcripcional. Ademas, Westberg et al.*’ demostraron que un

menor numero de repeticiones de (CAG), estan asociadas con niveles séricos
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elevados de andrégenos. Ambos mecanismos podrian, por tanto, estar
contribuyendo al efecto positivo de las bajas repeticiones de (CAG), sobre la

masa 0sea Yy la proteccion contra fracturas en mujeres ancianas.

Guadalupe-Grau, et al.*®

(2010), en un estudio sobre polimorfismos CAG,
GGN y masa 0sea en hombres jovenes encuentran una asociacion entre el
polimorfismo CAG del AR (y por extension el GGN), la masa 6sea y la DMO,
que esta modulada en relacion con la edad, la osteocalcina y la concentracion
sérica de T. Encuentran mayor DMO en hombres con (CAG), +(GGN), cortos,
mientras los que tiene ambos haplotipos largos tienen la mayor DMO vy

contenido mineral 6seo.

En estudios en ratones con deleccion del gen del AR se demostré baja masa
0sea junto alto remodelamiento, reproduciendo, en cierta medida, los efectos

de la deficiencia de andrégenos en humanos.32°3%°,

Sobre estos efectos cabe reiterar que se ha demostrado que el polimorfismo de
repeticion (CAG),, esta correlacionado con la actividad transcripcional del gen
de AR. La secuencia de repeticion corta se asocié con un incremento en la
capacidad del receptor de activar la transcripcion de genes, en estudios in

274,275,331

vitro , mientras no se alteré la unién del andrégeno al AR*2.

1.2.6 ANDROGENOS Y HUESO

1.2.6.1 ANDROGENOS Y ACCION EN EL HUESO

Las hormonas sexuales tienen un papel fundamental en el desarrollo y
mantenimiento del esqueleto. Tanto los estrogenos como los andrégenos
influyen en el metabolismo del hueso, afectando en diferente medida tanto al
hueso cortical como al trabecular®*. Es sabido que participan en la fisiologia
0sea, tanto en la adquisicion del pico de masa 0sea, como en la remodelacion

del hueso maduro y en la inhibicion de la pérdida 6sea.
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Figura 12. Metabolismo y mecanismos de accion de los andrégenos en el hueso. Los androgenos en el
hombre son producidos en los testiculos y en las glandulas suprarrenales, y en la mujer en las glandulas
suprarrenales y en el ovario. El testiculo del hombre adulto produce cantidades importantes de testosterona, pero
éstas varian ampliamente a lo largo de la vida. Las suprarrenales en ambos sexos producen precursores de la
testosterona, que son convertidos en testosterona periféricamente, y también experimentan importantes cambios a
lo largo de la vida. Los ovarios producen también cantidades pequefias de precursores de testosterona, pero
durante la menopausia su secrecion viene a ser equivalente a la de las suprarrenales. La Testosterona es
convertida en DHT (Dihidrotestosterona) localmente, en las células sobre las que actlia. La DHT tiene 10 veces més
afinidad por el Receptor de Androgenos (AR) que la Testosterona. La testosterona, asi como sus precursores (pero
no la DHT) pueden ser transformados en estrégenos por la accién de la aromatasa, presente localmente en las
células diana, pero también abundante en el tejido adiposo y otros tejidos. Los androgenos convertidos es
estrégenos activan los receptores estrogénicos ERa y ERB, pero en hueso sélo parece importante el ERa. Todos los
tipos celulares dseos expresan AR y ER. Fuente: Vanderschueren D., Vandenput L., Boonen S., Lindberg M.K.,
Bouillon R., Ohlsson C. Androgens and bone. Endocr Rev. 2004; 25:389-425.334

Las acciones de los androgenos en el hueso se dividen en dos tipos principales
(Figura 12) que denominaremos directas e indirectas para simplificar su

estudio®*,.

Las acciones directas de los andrégenos son las que se ejercen a través del
receptor de androgenos (AR) mediante la regulacion de la expresion génica de
proteinas concretas, frecuentemente tras la conversion de la Testoterona en

Dihidrotestosterona por la accion local de la 5-hidroxi-reductasa.

Las acciones indirectas de los andrégenos son de dos tipos, las derivadas
de la conversiéon local en estrégenos por la accion de la aromatasa, y las
derivadas de la activacion del eje Hormona de crecimiento — Insulin-like growth

factor 1(GH-IGF1) por los androgenos.
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La aromatasa, codificada por el gen CYP19%* (pertenece a la familia de los
P450) (Figura 13), es la enzima conversora de Androstendiona o Testosterona
en los compuestos con el primer anillo aromético Androstendiol (Estrona = E;)
o Estradiol (E;) respectivamente (Figura 9). Estos estrOgenos actuaran a traves
de sus propios receptores intracelulares, los Receptores de Estrégenos (ER),
que también ejercen un efecto transcripcional sobre un conjunto de proteinas
diferente de las reguladas por el RA. Las acciones de los estrogenos en el
hueso han sido recientemente revisadas en profundidad, pero no seran objeto

del presente estudio®®.

Por otra parte, la hormona hipofisaria GH es sabido que tiene un ritmo de
secrecion pulsatil, siendo los pulsos méas potentes y menos frecuentes en los
machos que en las hembras, en un efecto claramente dependiente de los
androgenos. La GH a nivel de higado incrementa la IGF-1, cuya abundancia en
plasma es dependiente de los pulsos de andrégenos y es mas abundante en
hombres que en mujeres. Finalmente, la GH de modo directo, y a través de la
accion a nivel del cartilago epifisario produce un alargamiento en longitud de
los huesos, y también contribuye al aumento de la masa ésea radial durante la
pubertad. Este factor es importante, pues contribuye a establecer el pico de
densidad mineral 6sea que alcanza un individuo, contribuyendo de ese modo a

protegerle de la osteoporosis.

En tal sentido, en las mujeres los estrégenos a baja concentracion al inicio de
la pubertad contribuyen a la actividad GH-IGF1 a nivel de la placa de
crecimiento, y las nifias experimentan un rapido crecimiento longitudinal. A
medida que los niveles estrogénicos aumentan con la madurez sexual, el
efecto de los estrogenos es el de contrarrestar el efecto estimulador del eje
GH/IGF1, y provocan la desaparicion de la placa de crecimiento y la detencion

del crecimiento en longitud de los huesos largos.
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Figura 13. Familia de los receptores hormonales y su actividad en hueso. Los receptores de estrogenos y los
receptores de andrégenos son miembros de la superfamilia de receptores nucleares. Desde el punto de vista
bioquimico los receptores nucleares son proteinas que acttan como factores reguladores de la transcripcién génica
(reguladores de la lectura de los genes desde DNA a RNA-mensajero) con la peculiaridad de que son dependientes
de ligando (cumplen su funcién tras unirse a hormonas esteroideas, vitamina D3, retinol, hormonas tircideas, acidos
grasos especificos, etc.). La mayor parte de la familia tiene ligandos que aun estan por descubrir (son receptores
huérfanos). Las células dseas, ademas de expresar receptores de androgenos y de estrdgenos expresan muchos
otros tipos de receptores nucleares. Entre ellos el receptor de vitamina D3 es particularmente importante en la
fisiologia 6sea. Pero también expresan receptores de hormonas tiroideas, receptores de retinol y un numero
creciente de otros receptores nucleares. Las funciones en la fisiologia 6sea que ejercen los receptores nucleares
distintos de los receptores para hormonas sexuales, con la excepcién de los RvitD3, es ampliamente desconocido.
Fuente: Imai Y., Youn M.Y., Inoue K., Takada I., Kouzmenko A., Kato S. Nuclear receptors in bone physiology and
diseases. Physiol Rev. 2013; 93:481-523.335

Otro efecto indirecto de los andrégenos es el derivado de su accién
anabolizante sobre la masa muscular. Al aumentar la cantidad de muasculo lo
hace también su peso y el esfuerzo mecanico que se ejerce sobre el hueso. Sin
duda la estimulacion mecéanica es el factor mas importante que afecta a la
modelacion de todo el esqueleto. La importancia de este fendmeno es
claramente deducible de la pérdida de masa 6sea y consiguiente osteoporosis
en los pacientes de cancer de préstata sometidos a orquidectomia (o bloqueo
androgeénico total). Es interesante destacar que los estimulos derivados de la
estimulaciéon mecanica del hueso convergen sobre el REaq, posiblemente por

vias no genomicas.
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Los tres tipos principales de células Oeas -—osteocitos, osteoblastos y
osteoclastos — expresan el AR®**’ (Figural4). Como ya quedd dicho
anteriormente, los andrégenos son capaces de atravesar la membrana
plasmatica de la célula donde se unen al AR y generan una serie de reacciones
en cascada, que culminan con la regulacion transcripcional de proteinas

especificas.

Las proteinas dependientes total o parcialmente de andrégenos para su
expresion son varios cientos. Pero no todas ellas se expresan en todas las
células que contienen AR. En realidad las proteinas expresadas bajo la accion
de los andrégenos son bastante distintas entre diferentes tipos celulares, pues
no todos los genes estan disponibles en todo momento para expresarse. De
hecho, las proteinas inducidas a su expresion varian entre osteocitos,

osteoclastos y osteoblastos.

Androgens Estrogens
A gk
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precursor precursor

*
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Figura 14. Efectos de los estrogenos y de los andrégenos en la remodelacion 6sea. Los osteoblastos y
osteoclastos tienen un origen embrioldgico distinto: los osteoblastos tienen un origen mesenquimal, mientras que los
osteoclastos proceden de precursores hematologicos (monocitos/macréfagos). Durante el proceso de remodelado
6seo, la matriz dsea es excavada por los osteoclastos y reemplazada por matriz nueva producida por los
osteoblastos. Tanto los estrégenos como los androgenos influencian la maduraciéon de los precursores de
osteoblastos y osteoclastos e influyen en la vida media de los osteoblastos y osteoclastos maduros, asi como en la
vida media de los osteocitos. Las flechas azules indican los efectos positivos, las barras rojas efectos negativos, y
las lineas de puntos las influencias diferenciadoras. Estas influencias pueden tener variantes regionales
dependientes del tipo de hueso y del esfuerzo mecanico que le sea requerido. Fuente: Manolagas S.C., O'Brien
C.A., Aimeida M. The role of estrogen and androgen receptors in bone health and disease. Nat Rev Endocrinol.
2013; 9: 699-712.3%7
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Innumerables experimentos en ratones han puesto de manifiesto algunas

claves referidas al papel de los andrégenos en las tres estirpes celulares

Oseas. Las principales conclusiones de los efectos directos de los androgenos

en ratones son las siguientes:

Al igual que ocurre con hombres con hipogonadismo hipogonadotropico
o con insensibilidad androgénica completa (portadores de mutaciones
inactivantes del gen AR), la ausencia total del gen AR (ARKO mice)
tienen bajo BMI, elevado indice de resorcion y de remodelacion éseas,
asi como disminucion tanto del hueso trabecular como del cortical.

Los ratones carentes del gen AR presentan una disminucién notable en
la formacién de hueso periéstico, en linea con la observacion en
hombres y en ratones que los andrégenos estimulan la formacion de esa
parte del hueso (Figura 15).

Testis Fattissue Thaif§ Fattlssg Adrenal Ovary Adrenal Owvary
etc. &

A E A E

aromatase aromatase I"GI'I'I
()( Ensj AR J L ERs |
i

( Bone mass) ( Bune mass) (Bune mass}
WT male ARKO male WT female ARKO female

Figura 15. Esquema de las acciones de las hormonas sexuales en hueso derivadas de modelos de
raton. En los ratones macho de genotipo salvaje (intacto) las actividades dseas de las hormonas sexuales
son medidas por los receptores de andrégenos (AR) y por los receptores de estrogenos (ER). En las
hembras salvajes maduras, la funcién predominante en hueso es ejercida por el ER, pues los niveles
plasmaticos de androgenos en estos animales son bajos, y ademas son aromatizables a estrogenos. En
ratones a los que se ha suprimido el gen AR (ARKO) la produccion de andrégenos testiculares es baja,
debido a hipoplasia testicular, y la poca testosterona remanente no puede actuar por ausencia de AR, por
lo que disminuye significativemente la masa 6sea. Las hembras ARKo no presentan variaciones
significativas de masa dsea Fuente: Manolagas S.C., O'Brien C.A., Aimeida M. The role of estrogen and
androgen receptors in bone health and disease. Nat Rev Endocrinol. 2013; 9: 699-712.337

Los ratones carentes del gen que codifica la 5- a-reductasa (3-oxo-5-a-
esteroide 4-deshidrogenasa 1 presentan una reduccién importante en el
grosor del hueso cortical, lo que indica claramente que la expansion
periostica estd bajo control androgénico directo, pues la DHT no es
aromatizable a estrégenos.
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e Curiosamente cuando el gen del AR se elimina selectivamente en los
osteocitos, los osteoblastos o los percusores de sus linajes, estos
ratones presentan un hueso cortical normal. Esto indica que
probablemente los efectos descritos de androgenos sobre el hueso no
sean debidos acciones directas de los andrégenos sobre los osteoblasos
y los osteocitos a través del AR. Este hallazgo se interpreta en términos
de que los andrégenos estimulan mucho la produccion de factores de
crecimiento y/o el desarrollo muscular, que indirectamente incrementan
la formacion de hueso peridstico en respuesta al esfuerzo mecéanico.

e En contraste con lo descrito para hueso cortical, la deleccién del gen AR
en los osteoblastos maduros o en los osteocitos disminuye la masa de
hueso trabecular en ratones macho. Los mecanismos celulares y
moleculares tras este efecto son desconocidos. Pero la ausencia de Ar
no altera la respuesta estimulatoria del esfuerzo mecéanico sobre la
formacion del hueso trabecular.

e La activacion de AR por DHT previene la apoptosis en los osteoblastos
inducida por la gonadectomia en ratones macho. Por ello se considera
que la disminucidon de hueso trabecular en ratones macho con AR
inactivado puede ser debida al aumento de apoptosis en los
ostecoblastos.

e La DHT suprime la osteoclastogénesis y protege contra la disminucién
de masa 6sea inducida por la orquidectomia. Los ratones que carecen
por completo del gen AR (ARKO) muestran un importante aumento en
los osteoclastos en el hueso trabecular. Sin embargo el nimero de
osteoclastos no varia en los ratones en que el gen AR es eliminado
selectivamente en los osteocitos y osteoblastos. Este hallazgo sugiere
que el AR en los osteoclastos juega un papel relevante en el efecto
protector de los andrégenos en la masa 6sea.

e En ratas, la castracion induce un estado 6seo similar a la menopausia en
las mujeres, en ambos géneros, y de manera independiente a la edad en
el hueso trabecular. El compartimento intracortical del hueso es
resistente a la castracion. Las respuestas del hueso cortical periéstico y
la placa de crecimiento son sexualmente dimorficas, con andrégenos
estimulando y estrégenos inhibiendo la expansion periéstica (Figura 16).

En el ser humano®®, los andrégenos, aunque también los estrégenos,
mantienen la masa y la integridad del hueso calloso, un efecto que se ha
observado tanto en mujeres como en hombres. La pérdida de estrégenos o de
andrégenos aumenta la velocidad de remodelacion 0sea pues se eliminan las
restricciones sobre la  osteoblastogénesis asi como sobre la

osteoclastogénesis, causando un desequilibrio local entre la resorcion y la
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formacion, prolongando la vida de los osteoclastos y disminuyendo la de los

osteoblastos.
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Figura 16. Efecto de la castracion sobre la acumulacion de hueso peridstico en la rata.

El hueso periostico es territorio esencialmente controlado por los andrégenos, y representa la mayor diferencia de
mineralizacion dsea entre hombres y mujeres. En modelos de rata se ha comprobado que la aposicién de hueso
cortical periostico presenta un claro dimorfismo sexual, que se pone de manifiesto tras la castracion. La figura
muestra como en la rata hembra la ovariectomia es seguida de una potente acumulacién de hueso cortical
peridstico, mientras que el efecto opuesto es observado en el macho tras la orquidectomia. Los resultados se
muestran en porcentaje de cambio, pero debe tenerse en cuenta que el punto de partida en ratas hembras y
machos maduros es muy diferente, con mucha mayor densidad dsea cortical peridstico en el macho que en la
hembra. La castracion tiende a suprimir esas diferencias tan notorias en los animales sexualmente maduros. La
figura indica claramente que los andrégenos ejercen un potente efecto anabolizante sobre el hueso cortical
periostico que es modulado a la baja por los estrégenos. Fuente: Vanderschueren D., Vandenput L., Boonen S.,
Lindberg M.K., Bouillon R., Ohlsson C. Androgens and bone. Endocr Rev. 2004; 25:389-425.334

Aunque los andrégenos y los estrégenos ejercen sus papeles respectivos a
través de sus receptores especificos, AR y ER, la contribucién exacta de cada
uno de ellos es desconocida por tratarse de efectos intrincados, y por ser
dificiles de deslindar debido a la conversién intracelular de andrégenos en
estrogenos. Por ejemplo, el efecto bien definido de andrégenos sobre el hueso
calloso en humanos se ha descrito que puede ser debido a la presencia de
aromatasa que convierte androgenos en estrogenos. En cambio, en roedores el
efecto de los andrégenos sobre el hueso calloso es debido a la accion directa a

través de AR, pues ocurre incluso en ausencia de ER.

Los andrégenos también incrementan el hueso cortical via estimulacion tanto

del crecimiento radial como del longitudinal. Los androgenos (al igual que
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ocurre con los estrogenos) tienen un efecto bifasico sobre la formacién del
hueso endocondral, mientras que inducen un cierre epifisario al final de la
pubertad. Es un efecto menos potente que el de los estrogenos, y en gran
medida es debido a la aromatizacion de los andrégenos y su interaccion con el
ER, pues las personas genéticamente deficientes en aromatasa o en ER no

experimentan la consolidacion epifisaria de manera completa.

Los andrégenos actuando a través del AR aumentan el crecimiento radial, de
modo que los huesos masculinos tienen un periostio mas denso. Este efecto de
los androgenos es importante y confiere a los huesos masculinos mayor masa,
mayor resistencia y mayores dimensiones a cualquier edad, sobre los huesos
femeninos (Figura 17). Los estrégenos en cambio disminuyen la formacion de

hueso periostico, pero aumentan la formacién de trabecular.

Experimentos en ratones, no siempre trasladables a los humanos, pues no
tienen el fendmeno de cierre epifisario tras la madurez sexual, sugieren que
tanto los AR como los ER actian en la conformacion de hueso radial. EI ER
parece implicado en la determinacion limitante del crecimiento 6seo en las
mujeres, pero tiene un papel mas modesto en la regulacién del tamafio de los

huesos en el hombre.

Una importante aportacion al papel de los andrégenos en el metabolismo 6seo
se deduce de las observaciones realizadas en hombres con hipogonadismo
hipogonadotrépico idiopatico, o con insensibilidad completa a los andrégenos
debido a mutaciones que causan la pérdida de funcién del RE. En estos
pacientes se ha descrito una importante disminucién en la masa 6sea, y una
disminucién del volumen trabecular y cortical de los huesos. Los modelos
experimentales en ratones han confirmado esos hallazgos, y han afadido que
cuando los ratones carecen del enzima 52%-reductasa, que transforma la
testosterona en Dihidrotestosterona (con mayor afinidad por el RA) tienen
disminuido el grosor de la capa cortical del hueso, demostrando que es la DHT
y no la T la hormona que lleva a cabo tal accidon, ademas de que no se deba a
un efecto debido a la aromatizacion (la DHT no es aromatizable) a estrogenos y

actuacion via ER.
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Finalmente, los androgenos parecen proteger al hombre de la osteoporosis via
mantenimiento de la masa de hueso calloso y la expansién del hueso cortical.
Tales acciones de los andrégenos en hueso son mediadas por un equilibrio

entre las acciones directas a través del AR e indirectas a través del ER.
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Figura 17. Cambios en la densidad mineral sea y niveles de andrégenos en hombres y mujeres.

La aumulacién de masa 6sea se produce principalmente durante la pubertad, alcanzandose el pico masa 6sea entre
los 20 y los 30 afios en ambos sexos, pero en el hombre el grado de mineralizacién es mayor, posiblemente debido
a la respuesta dsea al mayor peso y actividad fisica del hombre. La pérdida de masa dsea comienza lentamente a
partir del pico central, y es mas acusada en la mujer que en el hombre. En particular, la caida al inicio de la
menopausia en la mujer es muy notable, pero también en el hombre hay un rapido descenso en funcién de la
disminucion de andégenos circulantes. En la parte inferior de la figura se ilustran los cambios en la testosterona
circulante a partir de su pico maximo alrededor de los 20 afios (notese que es mas de 10 veces mayor en los
hombres que en las mujeres). El descenso de los niveles de testosterona a partir del pico maximo sigue patrones de
extincién similares en ambos sexos.
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1.2.6. 2 ANDROGENOS Y HUESO FEMENINO

Los androgenos clasicamente se han considerado como las hormonas
masculinas, de manera que, en la mujer, siempre se ha dado una mayor
importancia al efecto que tenia un exceso de estas hormonas que su déficit.
Pero en la mujer hay una produccibn de andréogenos en el ovario
(androstenediona, testosterona y dehidroepiandrosterona (DHEA) y en la
suprarrenal (sulfato de dehidroepiandrosterona ([DHEA-S). Al menos el 50% de
la testosterona circulante proviene de la conversion periférica de los principales

preandrégenos (sobre todo la androstenediona).

Los andrégenos ovaricos son secretados por las células de la teca bajo el
control de la hormona luteinizante (LH), de forma que en una mujer con ciclos
ovulatorios la secrecién de los mismos tiene un ritmo ciclico. Las suprarrenales
liberan grandes cantidades de DHEA y DHEA-S que, a nivel periférico, se
convierten en androstenediona y ésta a su vez en testosterona y
dihidrostestosterona (DHT), asi como en estrogenos por la accion de la
aromatasa presente en numerosos tejidos, notablemente en el tejido adiposo.
Sélo el 1-2% de la Testosterona circulante es biol6gicamente activa; el resto
estd unida a la proteina ligadora de hormonas sexuales (SHBG) y a la

albimina.

Existen bastantes pruebas que sugieren un papel importante de los
andrégenos en la mujer durante la pubertad. Asi deberia ser, pues las
pacientes con ovarios poliquisticos, con hipersecrecion de andrégenos, tienen
una masa 0sea significativamente mayor que las normales y también alcanzan
un mayor pico de densidad 0sea. Los cambios en masa 0sea en las mujeres
con hipersecrecion androgénica son mas importantes en los huesos de los
brazos y en las costillas, de modo que la hiperandrogenicidad no
necesariamente afecta al conjunto del esqueleto, sino que existen diferencias

regionales®®°.

Los diferentes papeles de ER y AR, descritos mas arriba, en hueso trabecular y
cortical sugieren que las sefiales hormonales son modificadas e integradas con
diferentes estimulos locales, como las citoquinas y factores de crecimiento

producidas localmente por las células éseas y linfocitos (Figura. 18). También
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tienen importancia las sefiales procedentes de las acciones mecanicas,
provenientes de las tensiones musculares y los efectos de la gravedad sobre el
hueso, que incitan la produccién local de citoquinas y factores de crecimiento.

Monocytes Tcells

@ QO

IL-1 TNFa TNFa
TNFa RA KL RANKL |

Osteoclast
precursor

Active Osteoclast
apoptosis

Differentiation
and activation

—-

|

osteoclast
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[] Stimulatory factors
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Stromal cells/
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Figura 18. Factores de diferenciacion celular 6sea distintos de las hormonas sexuales.

El hueso ofrece un complejo panorama de interacciones entre muy diferentes agentes que utilizan muchos
mediadores intracelulares, distintos de los receptores de hormonas sexuales. La remodelacion 6sea comienza con
la liberacién de citoquinas (IL-6, PGE2, GM-CSF) por los precursores estromales de osteoblastos, que llevan a cabo
el reclutamiento y diferenciacion de los osteoclastos multinucleados, que comiezan el ataque a la matriz ésea. La
reabsorcion de la matriz libera factores de crecimiento, como IGF-1y TGFf que a su vez recluta nuevos precursores
de osteoblastos destinados a la formacién de nueva matriz dsea. Los osteoblastos que no llegan a experimentar
apoptosis al final de su trabajo quedan enterrados en la matriz 6sea y se transforman en osteocitos. Estos cumplen
papeles determinates como mantener el contacto sefializador con las células 6seas superficiales, y responder a las
demandas del esfuerzo fisico sobre el hueso. Simbolos: IL-1, interleukin-1; GM-CSF, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor; M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; OPG, osteoprotegerin; PGE2, prostaglandin
E2; RANKL, receptor activator of NF-kB ligand; TNFa, tumour necrosis factor-a. Fuente: Kawai M., Médder U.I.,
Khosla S., Rosen C.F. Emerging therapeutic opportunities for skeletal restoration. Nature Reviews Drug Discovery.
2011; 10(2):141-56.340

En general, el diferente papel de AR y ER en ambos sexos y en cuanto a la
respuesta del hueso cortical vs trabecular puede ser debido a cambios
adaptativos de los osteoblastos a lo largo de la vida. Asi los cambios en el
hueso trabecular se acomodan mejor a la remodelacion, mientras que los del

hueso cortical se adaptan mejor al modelado.
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Algunos autores han encontrado un descenso (aproximadamente del 15%) en
los valores de testosterona y androstenediona en los primeros seis meses de la
menopausia. Tras una ooforectomia, tanto la testosterona como la
androstenediona descienden en un 50%, lo que pone de manifiesto que la

aportacion de suprarrenales y ovario es equivalente.

Este descenso de la produccion de andrégenos en la mujer, con la edad o bien
tras una menopausia quirdrgica, se manifiesta como alteraciones en la
actividad sexual — no en vano la libido femenina, al igual que la masculina, es
inducida por los andrégenos circulantes -, afectacion del estado de bienestar,
pérdida de energia y un efecto negativo sobre la masa 6sea. Dado que este
descenso de las cifras plasméaticas de androgenos comienza en la década que
precede a la menopausia, es por lo que estos sintomas se pueden observar ya

en los primeros afos tras el cese de la menstruacion.

En los afios que preceden a la menopausia la masa Osea esta correlacionada
con el peso mientras la obesidad lleva a una disminucion de los niveles de
SHBG de forma que aumenta el porcentaje de testosterona libre. En mujeres
premenopausicas esto puede explicar la relacién existente entre obesidad,

testosterona libre y aumento de masa 6sea.

En la mujer postmenopausica, el papel de los andrégenos esta poco
documentado. Hay que tener en cuenta que la menopausia esta asociada con
una caida importante (hasta el 70%) en el nivel circulante de DHEA-S, el
principal andrégenos suprarrenal, pero la importancia real de esta caida en la
aparicion de la osteoporosis es desconocida. No se han encontrado relaciones
consistentes entre el nivel circulante de DHEA-S y la densidad mineral dsea.
Tampoco se sabe si los potenciales efectos de los andrégenos en el hueso de
la mujer postmenopausica son debidos a la accion directa a través de AR o

debidos a la aromatizacion, y accién indirecta a traves de los ER.

Es evidente que la influencia relativa de andrégenos y estrégenos y sus
respectivos receptores en los procesos de fisiopatologia 6sea distan mucho
aun de ser comprendidos. La enorme demanda de atencién por parte de la

osteoporosis galopante en la poblacion envejecida, obesa y sedentaria de los
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paises desarrollados exige respuestas que no son faciles cuando se trata de

cuestiones tan intrincadas.

Una de las cuestiones importantes a resolver es deslindar las funciones reales
del AR en el metabolismo 6seo. Esta posibilidad es abordable desde el punto
de vista genético, mediante el estudio de los polimorfismos de longitud (CAG),
y (GGC), del RA, gue aportan una vision Unica sobre la influencia androgénica
pura en el hueso, y puede facilitar una imagen excepcional sobre la
participacion de los andrégenos en la patologia de la osteoporosis.

|.3 PLANTEAMIENTO E HIPOTESIS
[.3.1 PLANTEAMIENTO DE ESTE ESTUDIO

1.3.1.1 POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS Y

METABOLISMO OSEO

La participacion de los andrégenos en el metabolismo 6seo es compleja, y
frecuentemente dificil de separar en cuanto que sus acciones pueden ser
directas, a través del AR, o indirectas, tras aromatizacion a estrégenos y accion
a través del ER, o de su capacidad anabolizante general a través del eje

GH/IGF-1 ya descritas anteriormente.

El AR ofrece una posibilidad Unica de estudio que permite deslindar claramente
acciones atribuibles solamente a los andrégenos. Se trata de una condicion
genética, y por tanto invariable, basada en la existencia de dos polimorfismos
de longitud en el gen del RA: un tracto repetitivo del triplete CAG (codifica para

glutamina) y un tracto GGN (codifica para poliglicina).

El polimorfismo (CAG)n, presente en el exdn 1 del gen RA, ha sido estudiado
en relacién casi con cualquier funcién androgénica®**. Por lo que se refiere al
metabolismo 0seo, la participacion del (CAG), ha sido estudiada por varios
autores con resultados no concluyentes. Han descrito que el (CAG), tiene una

participacion que va desde despreciable a positiva sobre la masa dsea.
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La androgenizacion ciertamente podria afectar a la asociacion entre el
polimorfismo AR y la densidad mineral 6sea (DMO). Asi mientras en 229
hombres sanos, la menor DMO en cuello femoral, ajustado por la menor edad e
IMC, se encontré entre los hombres en el tercil mas bajo tanto para la longitud
de repeticion AR como la T libre, mientras que los hombres en las categorias
mas altas de estas variables muestran las mayores DMO®**. En contraste,

Zitzmann et al.>?3

sugirié que un alto niamero de repeticiones de (CAG), en el
gen AR podria atenuar los efectos de la T sobre la DMO y el metabolismo
0seo. Encontr6 que el nuamero de (CAG), se asociaba inversa e
independientemente con la DMO en 110 hombres sanos de 20-50 afos, Yy
describe un aumento de pérdida 6sea dependiente de la edad en sujetos con
una longitud (CAG), de 22 hasta 31 repeticiones en comparacion con los de 14

- 21 (CAG),**®.

En hombres ancianos sanos, el polimorfismo de repeticion de (CAG), del gen
AR ha demostrado tener un efecto neutro sobre las condiciones del recambio
6seo y la densidad mineral 6sea®“. Mediciones de DMO en la cadera y el
antebrazo no se asociaron con la longitud de repeticion (CAG), del AR y no
habia ninguna asociaciéon del polimorfismo con cualquiera de los marcadores

* 0 la DMO del cuello femoral en hombres

bioquimicos de recambio 6seo**
mayores tanto con DMO normal y baja, como con historia de fracturas de

fémur®®,

Por Ultimo, la tasa de fracturas vertebrales®*® o femoral®**® en los hombres eran
independientes de las repeticiones (CAG),. Sin embargo, si bien es discutible si
el polimorfismo de repeticion de (CAG), puede afectar el metabolismo éseo en
condiciones fisiologicas, se encontro que los tractos mas cortos de (CAG), del
AR se asociaron independientemente con una mayor mejoria de la DMO en

hipogonadismo hipogonadotrépico tras la terapia de sustitucién con T32°.

Quedan, pues, estudios pendientes para dilucidar tanto en sujetos normales
como en pacientes con enfermedades especificas (p.ej.: hipogonadismo de
inicio tardio, hipogonadismo hipogonadotropico quirdrgico y el sindrome de

Klinefelter) si podrian beneficiarse del cribado de las repeticiones de (CAG),y

88



el conocimiento de sus efectos, y asi mismo la evaluacion de una terapia de

reemplazo con T.

[.3.1.2 PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO.

El presente trabajo relaciona hormonas esteroideas con osteoporosis en seres

humanos. Los puntos clave del planteamiento del trabajo son los siguientes:

El receptor estrogénico (ERa, unico que consideraremos aqui) media los
efectos de los estrogenos sobre los osteoclastos, y ejerce efectos de
manera directa o indirecta también sobre los linfocitos B locales, de
modo que su efecto resulta en la atenuacion de la reabsorcion de hueso

trabecular.

El ER también media los efectos de los estrogenos sobre los
progenitores de los osteoblastos, que indirectamente atendan la
resorcion de la superficie endocortical, via un mecanismo estrogénico no

transcripcional mediado por ER asociado a membranas celulares.

El ER de los precursores de los osteoblastos estimula la formacion de
hueso cortical en respuesta a la actividad mecénica, en un mecanismo

mediado por WNT de manera independiente de los estrégenos.

El receptor de androgenos (AR) se expresa en osteoclastos y
osteoblastos, y media en un efecto androgénico protector en el hueso
trabecular en los mamiferos machos, que implica tanto a osteoblascos

como los osteoclastos.

El papel de los AR en los huesos de las mujeres esta por determinar,
pero es probable que ejerza también un efecto protector del hueso
trabecular, en dialogo inacabable entre las sefales iniciadas por ambos

tipos de receptores de hormonas esteroideas.
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e Ademas, las sefiales hormonales iniciadas por ER y AR son modificadas
e integradas con las iniciadas por varios agentes que actian en el
microambiente local en los compartimentos 0seos. Estos agentes
incluyen las fuerzas mecanicas, las citoquinas y los factores de

crecimiento.

e La participacion de los andrégenos en el metabolismo 6seo es intrincada
por dos posibles conversiones a nivel local. La testosterona se convierte
intracelularmente en Dihidrotestosterona por accion de la 5-a-reductasa,
mas activa que la propia Testosterona sobre osteoclastos vy
osteoblastos. Ambos tipos celulares expresan, ademas, aromatasa que

convierte los andrégenos en estrogenos.

La posibilidad de deslindar las funciones reales del AR en el metabolismo 6seo,
y su contribucion a la patogénesis de la osteoporosis que se realiza en el
presente estudio se basa en el abordaje desde el punto de vista genético,
mediante el estudio de los polimorfismos de longitud (CAG), y (GGN), del AR,
gue aportan una vision unica sobre la influencia androgénica en el hueso, y en

particular en la patologia de la osteoporosis.

El presente estudio incluye aproximaciones metodolégicas distintas de las
llevadas a cabo en estudios anteriores por otros autores y también por nuestro
propio grupo de investgacion, para tratar de comprender mejor el potencial
efecto de los polimorfismos (CAG), y (GGN), del AR sobre la osteoporosis en

hombres y en mujeres:

1. Ademéas del polimorfismo (CAG),, aqui se estudia el polimorfismo
(GGN), (poliglicina) que también estd presente en el exon 1 del
Receptor de Androgenos. ElI (GGN), ha sido poco estudiado, y menos
en relacién con la masa 6sea, en el cual nuestro equipo ha sido pionero
(Guadalupe-Grau, et al. 2010), y practicamente nada en relacién con la

osteoporosis masculina y femenina.

2. La realizacion del estudio con los dos polimorfismos (CAG), y (GGN),

permite llevar a cabo comparaciones entre los efectos relativos de los
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tramos largos o cortos de ambos polimorfismos e incluso buscar la
combinaciéon con mayor actuacion sobre el hueso asi como posibles
inferencias — adiciones, sinergias, interferencias...- entre ellos, pues no
en vano ambos estan presentes en el exdon 1 del gen del AR, y cuando
son transcritos a la proteina AR ambos se encuentran en la region con la
que esa proteina interactia con otras de la maquinaria transcripcional,

con posibilidades demostradas de interferir su eficacia.

El estudio se centra en un grupo representativo de la poblacién canaria,
que incluye pacientes masculinos y femeninos con osteoporosis en
diverso grado de evolucién, en lo que constituye una serie amplia y
extremadamente valiosa. Las frecuencias de los diversos alelos de
ambos polimorfismos serdn comparadas con las referencias de una
extensa base de datos de personas normales de Canarias, genotipadas
para diversos estudios anteriores. De ese modo, si existieran influencias
en algun sentido de uno o ambos polimorfismos en la osteoporosis se

podrian poner claramente de manifiesto.

Pretendemos llevar a cabo un analisis estadistico que incluye
aproximaciones novedosas, como es, primero, la introduccion de medias
ponderadas de las longitudes de repeticion de los polimorfismos (CAG),
y (GGN), para cada subclasificacién de los sujetos. Seguidamente se
realizard el estudio mediante la generacion de un modelo aditivo que
evalle asociacion de los polimorfismos con los principales factores que
afectan la osteoporosis (edad y masa corporal) y su consecuencia (la
alteracion de la DMO), de modo que se pueda inferir claramente si
existe una contribucion efectiva de (CAG), y/o (GGN), a la osteoporosis.

1.3.2 HIPOTESIS

Los polimorfismos de longitud (CAG), (poliglutamina) y (GGN), (poliglicina)

presentes en el exén 1 del gen del Receptor de Andrégenos, cuyo niumero de

repeticiones esta inversamente relacionado con la intensidad de la actividad
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androgénica mediada por el receptor en las células que lo expresan,
incluyendo osteoclastos y osteoblastos, tienen la capacidad de influir en los
cambios de densidad mineral 6sea a lo largo de la vida, y de contribuir de

manera significativa en la patologia de la osteoporosis en la especie humana.
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II. OBJETIVOS

Es conocida la influencia de los androgenos en los fenomenos de
remodelamiento 6seo y también que su participacion la realiza actuando en las
células del hueso en las que se encuentran sus receptores. Lo que no esta
inequivocamente descrito, porque no se conoce detalladamente, es el
mecanismo intimo por el que actian. Los AR son esenciales para que se lleve
a cabo la accién. Estos no son homogéneos y uniformes en la especie humana,
sino variables en su longitud con numerosos alelos en la poblacion, lo que
condiciona su funcionalidad, y lo que es mas importante la efectividad del

efecto androgénico en las funciones de los genes que regulan.

Por otra parte la osteoporosis, enfermedad ampliamente distribuida, y con
mayor incidencia en mujeres menopausicas, sSupone un escenario con
caracteristicas particulares en el que apreciar y estudiar la influencia de los
andrégenos, dado el cambio hormonal propio que condiciona su inicio y

evolucion.

La suma de estos hechos nos sugirieron los siguientes objetivos que

planteamos para este estudio.

1. Analizar las caracteristicas de una muestra poblacional representativa
de Canarias en cuanto a factores de riesgo reconocidos de metabolismo

0seo y relacionadas con la osteoporosis.

2. Comparar las caracteristicas anteriores y valorar diferencias, si las
hubiera, con los datos obtenidos de estudios de poblaciones caucasicas,
tanto de la poblacion general de las Islas Canarias como de otras

localizaciones geogréaficas mundiales.

3. Analizar tanto en hombres como en mujeres, en nuestra poblacion de
estudio, la variabilidad de repeticiones de microsatélites (CAG), y

(GGN), en el gen del AR y por tanto el polimorfismo del AR.
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. Comparar la variabilidad de las repeticiones (CAG), y (GGN), con la de

la poblacion general de Canarias, descrita en estudios realizados sobre
la misma, y también con la de otras localizaciones geograficas

mundiales.

. Valorar posibles influencias de las variaciones de longitud de repeticion

de (CAG), y (GGN), sobre los parametros de estudio de osteoporosis.

. Analizar el efecto de la combinacién de dos longitudes de repeticion de

(CAG), y de (GGN), en las mujeres y especialmente en menopausicas

mediante metodologia estadisticas novedosas en este tipo de estudios.

. Analizar la influencia de algunos factores de riesgo y de las repeticiones

de los microsatélites estudiados sobre la probabilidad de desarrollar

osteoporosis en mujeres menopausicas.
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lll. MATERIAL Y METODOS

1.1 PARTICIPANTES

Para la realizacion del presente trabajo hemos incluido a un grupo de personas
gue participaron como voluntarios en varios estudios de normalidad, realizados
en la Unidad Metabdlica Osea (UMO) del Hospital Universitario Insular de Gran
Canaria, y a un grupo de pacientes que fueron estudiados en la misma para
descartar o confirmar la existencia de osteoporosis, todo ello en el periodo
comprendido entre el 1 de diciembre de 2011y el 15 de marzo de 2015.

El total de pacientes reclutados para el estudio fue de 371, entre ambos sexos.

Todos eran caucasicos.

[11.1.1 PERMISOS

Todos los sujetos fueron detenidamente informados de los objetivos del
estudio, el cual fue aprobado por la Comision de Etica del Hospital Universitario
Insular de Gran Canaria y se desarroll6 siguiendo las normas de la Declaracién

de Helsinki®*®. A todos se les solicité su consentimiento informado por escrito.

l11.1.2 OBTENCION DE INFORMACION RELEVANTE DE LOS

PARTICIPANTES Y EXPLORACION FiSICA

A los participantes del estudio se les aplico un cuestionario estandarizado y
previamente validado®"’. La recogida de datos se completé revisando la historia
clinica hospitalaria, cuando la habia. También se realiz6 una exploracion fisica
completa que incluyé la recogida de datos antropométricos, tallar y pesar a los

participantes, con ropa ligera.

La talla se midié en bipedestacion con los talones, los glateos, la espalda y la
region occipital en contacto con el plano del tallimetro. Estas medidas se

efectuaron mediante un tallimetro de 1mm de precision (Atlantida, Aidé Sayol,
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Barcelona, Espafia), manteniendo la cabeza en el plano de Francfort. La masa
corporal se midi6 mediante una bascula (Atlantida, A0 Sayol, Barcelona,
Espafia) de 50 g de precision, calibrada a 50.0, 70.0 6 90.0 Kg, mediante

masas patron de la clase M1.

El IMC se obtuvo dividiendo el peso en kilos por el cuadrado de la talla en

metros.

111.1.3 DIAGNOSTICO DE LAS FRACTURAS

Las fracturas vertebrales fueron diagnosticadas por medio de una radiografia

lateral de columna dorsolumbar, desde D3 a L5 (Figura 19), aplicando los

criterios diagnésticos de Genant®*.

Figura 19. Radiografia lateral de columna dorsal y lumbar mostrando varias fracturas vertebrales.

La presencia de fracturas no vertebrales fue recogida por los informes
aportados por los pacientes y posteriormente comprobados por los registros
hospitalarios, de nuevo cuando existian. Se consideraron fracturas por
fragilidad aquellas producidas por un traumatismo menor o por una caida al
suelo como méaximo desde la altura de la persona. Se excluyeron las fracturas
producidas en accidentes de trafico y caidas desde una altura elevada, asi

como las fracturas de craneo, cara, metacarpo y falanges.
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1.2 DETERMINACION DE LA DENSIDAD MINERAL OSEA

111.2.1 DETERMINACION DE LA DENSIDAD MINERAL OSEA POR

ABSORCIOMETRIA RADIOLOGICA DUAL (DXA)

La medicion de la densidad mineral 6sea (DMO) se efectu6 tanto en la columna
lumbar (L2-L4) como en la extremidad proximal del fémur, utilizando un
densitometro Hologic® QDR-4500 Discovery. Para calcular la T-score se

aplicé la formula:
T-score = (Valor observado — Valor del pico de DMO) / desviacion tipica del pico de DMO.

Los valores del pico de DMO fueron los obtenidos como normales para la
poblacién canaria y previamente publicados®*®%°. Se obtuvo un coeficiente de
variacion del 0,75 + 0,16%. Todas las determinaciones de la DMO fueron

realizadas por el mismo técnico (JS).

111.2.2 DETERMINACION DE PARAMETROS DE ULTRASONOGRAFIA

CUANTITATIVA (QUS)

La ultrasonografia cuantitativa (QUS) se realiz6 en calcaneo utilizando un
ultrasondgrafo Sahara® Hologic. Los pardmetros medidos mediante esta

técnica fueron:

- La atenuacion de la onda de ultrasonidos (BUA - Broad-band Ultrasound

Attenuation)
- La velocidad de la onda (SOS - Speed of Sound)

- El indice cuantitativo ultrasonografico (QUI - Cuantitative Ultrasound Index),
también llamado Stiffness, que relaciona mediante un algoritmo los anteriores
paradmetros, BUA y SOS.
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1.3 ESTUDIOS DE BIOQUIMICOS

Se obtuvo sangre tras 12 h de ayuno y fue inmediatamente congelada a - 20°
grados Celsius (°C). Se extrajo de esta muestra una alicuota de 200 microlitros
(u) para el estudio de ADN, que también fue congelada a — 80°C. La

descripcion de su manejo se describe mas adelante.

Los parametros bioquimicos fueron medidos por métodos estandarizados en el
laboratorio de bioquimica clinica del Hospital Universitario Insular de Gran
Canaria.

Los niveles séricos de vitamina D se midieron por inmunoquimioluminiscencia,
mediante el método de Nichols (Nichols Institute Diagnostics, San Clemente,
CA). Este tiene un coeficiente de variacion intraensayo del 3,0-4,5% e
interensayo del 7,1-10,0%. Los valores dados por el laboratorio como normales

oscilan entre 10 y 68 nanogramos /ml (ng/ml).

Las concentraciones de parathormona (PTH) sérica para la molécula intacta se
determinaron por inmunoquimioluminiscencia, mediante el método de Nichols
Advantage. El rango de normalidad en los adultos oscila entre los 6 y los 40

pg/ml, con un coeficiente de variacion interensayo del 7,0-9,2%.

La medicion de los propéptidos de la fraccion amino-terminal del colageno tipo |
y los beta-crosslaps en sangre se realizaron por técnicas previamente

descritas®®13%2,

Los restantes parametros bioquimicos fueron determinados por técnicas

colorimétricas.

1.4 ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS (CAG)y Y (GGC)y

La muestra utilizada fue la alicuota obtenida previamente en la extraccion
realizada para el estudio bioquimico y de marcadores de metabolismo éseo.

Procedimos de la siguiente forma.
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En primer lugar procedimos a la extraccion de ADN a partir de 200 pl de
sangre usando el kit comercial PCR Template preparation (Roche Applied
Science). Seguidamente amplificamos, mediante PCR los fragmentos de los
genes del receptor de andrégenos donde se encuentran localizados los
microsatélites (CAG),, (GGC),. Para esta amplificacibn usamos parejas de

primers que habian sido empleadas con anterioridad en otros estudios®3%>,

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 25 pL, y
conteniendo aproximadamente 60 ng de ADN, 200 uM de cada dNTP, 1X Fast
Start Taqg DNA polymerase buffer (Roche Applied Science), 1X GC-rich buffer,
1 unidad de Fast Start Tag DNA polymerase, 2.5 mM MgCl,, y 1.2 uM de cada

primer (un primer de cada pareja marcado con un fluorocromo).

Las condiciones bajo las que llevamos a cabo la amplificacién fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5’ seguido por 30 ciclos a
95 °C durante 457, 56 °C 30"y 72 °C 30” en el caso de (CAG),, y 30 ciclos a
95 °C durante 1°,55°C 2’ y72°C 2 para (GGC), . Finalizé con una extension
a 72 °C durante 7’. A continuacion diluimos el producto de PCR 1:50-1:100 en
agua destilada. Un microlitro de esta dilucion se mezcldo con 10 uL de
formamida y 0.3 uL de GeneScan 500 LIZ Size Standard (Applied
Biosystems). La mezcla se desnaturalizé a 95 °C durante 3’ y se dejo enfriar
en hielo. Separamos los fragmentos mediante electroforesis capilar usando el
analizador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). El tamafio de los fragmentos
fue estimado con ayuda del software Gene Scan Analysis V 3.7 (Applied

Biosystems).

Posteriormente se procedi6 a la amplificacion y secuenciacion de estos
microsatélites en 48 muestras para las que los fragmentos amplificados

mostraron tamarfos diferentes.

Las condiciones de amplificacion fueron idénticas a las descritas anteriormente,
a excepcion de que los primers utilizados no estaban marcados con
fluorocromos. Para la reaccion de secuenciacion empleamos el kit comercial
Big Dye Terminator Sequencing V 3.1 (Applied Biosystems). La electroforesis

capilar la llevamos a cabo en un secuenciador automatico ABI Prism 3100.
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Los resultados fueron analizados con el programa sequencing analisis 3.7

(Applied Biosystems).

A partir de los resultados obtenidos establecimos la correspondiente relacion
entre el tamafio de los fragmentos amplificados y el nimero de repeticiones

para cada microsatélite.

Considerando esta relacién estimamos en las restantes muestras el nimero de

repeticiones de los microsatélites, asignandoles el alelo correspondiente.

1.5 ANALISIS DE DATOS

[11.5.1 DISENO

Este estudio se disefio como un estudio transversal en el que se incluyeron 371
personas de ambos sexos (51 varones y 320 mujeres). Los datos se analizaron
separadamente para varones y mujeres. Fueron incluidos para el andlisis

aguellos sujetos que tenian determinaciones de repeticiones de CAG 6 GGN.

[11.5.2 DATOS ANALIZADOS

Recogimos datos sobre la edad, actividad fisica, condiciones socioeconémicas
y residencia. A partir de las mediciones antropométricas calculamos el IMC, de
la forma que quedo ya recogida. Registramos los valores de la analitica clinica
de marcadores bioquimicos relacionados con la actividad metabdlica 6sea. Asi
mismo obtuvimos determinaciones de DXA en zona lumbar (L2-L4), cuello
femoral, total de cadera, trocanter e intertrocanter. Igualmente, realizamos las
determinaciones QUS: BUA (dB/MHz) y SOS (m/s) y finalmente, a partir de

estas, calculamos el Qui-Stiffness mediante la expresion:

QUI = 0.41 X (BUA + S0S) — 571
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111.5.3 DEFINICIONES Y VALORES DE REFERENCIA PARA EL ANALISIS

Para la categorizacion de los casos y su inclusion en subgrupos utilizamos las
definiciones de aquellos parametros establecidas y aceptadas de forma

general. Entre otras nos guiamos por las siguientes.

[11.5.3.1T-SCORES

Consisten en la estandarizacion de los marcadores DXA y QUS en relacién con
la desviacion que presenta con respecto a la medicion del pico de masas 6sea
de una poblacién. Se utilizan las mismas para varones y mujeres. El célculo se
realiza, como ya se comentd, restando al valor observado el valor de pico de
masa 6sea Yy dividiéndolo por la desviacién estandar. Se consideran criterios de
osteoporosis valores menores de -2,5 DE (es decir valores que superan este

valor). Sus determinaciones para mujeres se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Definiciones de los T-scores para los marcadores DXA y QUS

Determinacion Zona T-score

DXA L2-L4, g/cm® (L2L4 — 1.040)/0.104
Cuello femoral, g/cm? (Cuello — 0.840)/0.109
Total de cadera, g/cm? (Cadera — 0.919)/0.097
Trocanter, g/lcm® (Trocénter — 0.668)/0.085
Intertrocanter, g/cm? (Intertrocanter — 1.062)/0.116

QUS BUA, dB/MHz (BUA — 77.8)/15.9
SOS, m/s (SOS — 1568.8)/30.7
Qui-Stiffness (QUI —103)/18.4
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[11.5.3.2 OSTEOPOROSIS

Adoptamos la definicion de la OMS de osteoporosis, a saber: un sujeto es

osteoporético si su T-score en L2-L4 6 en cuello femoral es inferior a -2.5.

[11.5.3.3 POLIMORFISMOS CAG Y GGN

Dado que en los varones solo existe una copia del AR, las variables CAG y
GGN se corresponden con los numeros de repeticiones de los

correspondientes aminoacidos (6 codones)>?%.

En las mujeres, sin embargo, al existir dos copias del gen AR, se ha
determinado un valor sSCAG con el que se representa el minimo de repeticiones
del CAG entre ambas copias, mientras que ICAG representa el maximo de
ambas copias. De forma analoga se definen las variables sGGN y IGGN para
las repeticiones del GGN. Proponemos resumir los valores sCAG y ICAG

mediante combinaciones lineales convexas definidas por:

CAG, = q X sCAG + (1 — q) X ICAG

donde 0 < q < 1. Nitese que para CAG,—, = sCAG,, mientras que CAG,—, =

ICAG.

En orden a determinar en qué modo el vector (sCAG, ICAG) se asociaba (pueda
influir) sobre un determinado marcador DXA 6 QUS, seleccionamos aquel valor
de g que maximiz6 su asociacion con la media ponderada CAG,Si el valor
seleccionado fue nulo 6 préximo a cero significaba que la copia del AR que
influia era la que contenia la mayor cadena de réplicas. Reciprocamente,
valores de q iguales a la unidad o proximos a ella indicaron que eran los de
brazos cortos los que mantenian la asociacion con el marcador considerado.

Valores distantes de ambos extremos podrian interpretarse en el sentido que
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en ocasiones habria sido el brazo largo el influyente, pero en otras, el corto. En
la seccién de los métodos estadisticos se concretara el modo de eleccion del

parametro q de ponderacion.

111.5.3.4 CLASIFICACION DE MUJERES BASADA EN LAS REPETICIONES

CAG EN LAS COPIAS DEL AR

De acuerdo con Yamada et al.**®, definimos una cadena CAG como corta (S) 6
larga (L) segun el nimero de repeticiones fuera o no menor a 23. Ello dio lugar
a la siguiente clasificacion de mujeres, a saber: 122 mujeres con repeticiones
cortas en ambas copias del AR (SS), 152 con una repeticion corta en una copia
del AR y larga en la otra copia (SL) y 44 con repeticiones largas en ambas
copias (LL).

111.5.3.5 CLASIFICACION DE MUJERES BASADA EN LAS REPETICIONES

GGN EN LAS COPIAS DEL RA

De igual forma, y de acuerdo a lo que se puede observar en la figura 1,
definimos una cadena GGN como corta (S) 6 larga (L) segun el nimero de
repeticiones fuera o no menor a 24. Ello dio lugar a la siguiente clasificacion de
mujeres, a saber: 152 mujeres con repeticiones cortas en ambas copias del AR
(SS), 121 con una repeticiones cortas en una copia del AR y largas en la otra

(SL) y 44 con repeticiones largas en ambas copias (LL).

I11.5.4 ANALISIS ESTADISTICO.

111.5.4.1 ANALISIS UNIVARIADOS

Las variables categoricas se resumieron en frecuencias y porcentajes y las
numericas en medias y desviaciones estandar (SD) 6 en medianas y rangos

intercuartilicos (IQR) segun se diesen o no los supuestos de normalidad.
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Los porcentajes se compararon, segin procediera, con el test de la x* 6 el test
exacto de Fisher, las medias con el t-test y las medianas con el test de

Wilcoxon para datos independientes.

[11.5.4.2 CORRELACIONES

En orden a determinar las eventuales asociaciones entre las repeticiones CAG
y GGN con los marcadores bioquimicos (especialmente aquellos relacionados
con la formacion destruccion de hueso) se realizaron diversos analisis de

correlaciones®’.

Para los varones se obtuvieron las correlaciones de cada uno de los referidos

marcadores con las repeticiones CAG y GGN.

En el subgrupo de mujeres se obtuvieron por separado correlaciones de los
marcadores las variables sCAG, ICAG y la media aritmética de ambas.

Igualmente se realiz6 para GGN.

En todos los casos se utilizé el método de Spearman.

111.5.4.3 ASOCIACION DE LOS MARCADORES BMD (DXA Y QUS) CON LAS
VARIABLES CAG,Y GGN,Para cada uno de los marcadores DXA se
consider6 la familia de modelos aditivos (Hastie y Tibshirani,
1986)*°%3%° |os cuales dependen del coeficiente de ponderacion q:

DMO = pu+ s,(Edad) + s, (IMC) + sC(CAGq) +e

donde supondremos que la variable de error e tiene esperanza cero. En
general, las funciones s,, s, Y s. son funciones no lineales que se estimaran no
paramétricamente a partir de los minimos cuadrados penalizados. La solucion

a este problema conduce a splines-cubicos. Los parametros de suavizado se
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elegirdan mediante un método de validacion cruzada. Para mas detalles, ver
Hastie et al, 2008, paginas 297-298.

Cada estimacion proveerd un p-valor correspondiente al efecto de la variable

CAG, , el cual dependera del coeficiente de ponderacion q. De esta forma se
dispondra de una funcion de p-valores pv(q). Finalmente elegiremos como

coeficiente de ponderacion aquel que satisface:

qo = arg mingpv(q)

Los modelos aditivos obtenidos se resumiran mediante un panel de gréficos en
el que se mostraran las estimaciones de las referidas funciones s,, s, y s,

mediante intervalos de confianza al 95%.

111.5.4.4 MODELO LOGISTICO ADITIVO PARA LA OSTEOPOROSIS

En orden a determinar la eventual asociacion entre la presencia de
osteoporosis y las repeticiones CAG, ajustando por edad e IMC, consideramos
la familia de modelos logisticos aditivos de la forma:

logit{Pr(osteoporosis)} = 0 + s,(Edad) + s,(IMC) + SC(CAGq)

El valor de g se determinara como aquel que maximice la asociacién con la

probabilidad de osteoporosis. Para aquellos predictores (Edad, IMC y CAG,)

cuyo efecto sea lineal (edf=1), se estimaran las correspondientes odd-ratios

mediante intervalos de confianza al 95%.
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Un contraste de hipotesis se considerara estadisticamente significativo cuando

el correspondiente p-valor sea menor o igual a 0.05.

Los datos se analizaron mediante el paquete R, versién 3.1.0 (R Development
Core Team, 2014)*®.
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V. RESULTADOS







IV. RESULTADOS

En este estudio transversal el analisis comparativo de las mediciones
realizadas y cada uno de los parametros caracteristicos de los casos no ha
mostrado diferencias significativas entre grupos. Sin embargo la busqueda de
asociaciones entre repeticiones de (CAG), y (GGN),, con las mediciones de
DMO, en el grupo de mujeres y dentro de ellas ademas en las
postmenopéusicas, ha dado como resultado una correlacion entre las
repeticiones largas del primero y mayor DMO a nivel trocantereo, total de
cadera e intertrocantereo. Asi mismo, buscando probabilidad de osteoporosis
en este grupo concreto se hallé6 una asociacion entre cadenas largas y menor

probabilidad de la misma.

IV.1 CARACTERISTICAS DE LOS CASOS

De la poblacion recogida en este estudio, 51 fueron hombres, con edades entre
los 33y 74 afos. Las mujeres fueron 320, de edades entre 45 y 75 afos. De
ellas 263 (82,2%) eran postmenopausicas, mientras que 14 (4,4%) eran
perimenopausicas y el resto, 43 (13,4%), premenopausicas. De las
postmenopausicas a tres les faltaba algun parametro de mediciéon por lo que
fueron excluidas para el analisis de la relacién de estos con los polimorfismos,
quedando 126 (48,5%) que presentaban osteoporosis y 134 (51,5%) que no lo

hacian.

Del estudio de los datos epidemioldgicos recogidos, por sexos, se desprenden
ligeras diferencias en algunos aspectos relacionados con caracteristicas,
habitos y factores de riesgo. Excepto en cuatro de ellos en los que se observo
diferencia significativa (p< 0,05), los restantes mostraban solamente pequefas
diferencias porcentuales, estadisticamente no significativas, como se puede ver

en las tablas 4.1 a 4.3.

La edad result6 tener diferencia significativa entre hombres y mujeres, lo que

se comprende por los intervalos antes referidos (p< 0,01).

En cuanto a la actividad fisica, habito que tiene influencia sobre la
osteoporosis, mostrg cierta diferencia que llegd a ser significativa (p=0,023),

vinculada a dos de sus aspectos. La actividad ligera fue un 71% superior en
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hombres (39,2% vs 22,9%), mientras el sedentarismo lo fue en un 38% para
mujeres (70,2% vs 51%), dando la impresion que respecto a este factor hay
actitud mas adecuada (protectora) por parte de los hombres.

En el consumo de alcohol el comportamiento y el resultado es el opuesto, y
tambien muestra diferencias significativas (p=0,025). Mantienen los hombres
este habito un 52% mas (60,8% vs 43,9%).

El tabaquismo si arroj6 poderosas diferencias, altamente significativas
(p<0,001). Resulta curioso que casi el doble de hombres han tenido o
mantienen el consumo (60,8% vs 33,1%) y concuerda con esto que resultan
casi un 71% mayor de mujeres no fumadoras (66,9% vs 39,2%). Recordemos
que el tabaco en consumo superior a 10 cigarrillos / dia se considera un factor

de riesgo de osteoporosis>®t3%2,

En cuanto a las caidas en el ultimo afio resulta llamativo, con alta significacion
(p=0,014), que superan ligeramente el doble en las mujeres que en los
hombres (15,7% vs 32,7%).

Con las fracturas se aprecia que hay diferencia porcentual que no resulta
estadisticamente significativa, y concretamente en cuanto a las no vertebrales

en las que las mujeres superan el doble (21,2% vs 9,8%) de incidencia.

En los resultados de las analiticas obtenidas la comparacibn muestra
diferencias estadisticamente significativas en algunos de los datos bioquimicos,
de los de actividad de remodelado 6seo y del metabolismo célcico. En concreto
hay diferencia entre sexos en el colesterol sérico total siendo algo superior a un
10% en mujeres (p<0,001). Con los parametros de funcién renal, creatinina y
acido darico, sin embargo, ocurrid6 a la inversa y estaban aumentados
significativamente (p<0,001) en hombres. En cuanto a los marcadores de
actividad de remodelado solo uno mostré diferencia y fue la fosfatasa acida
tartrato resistente (FATR), indicativa de actividad osteoclastica. Fue superior,
fundamentalmente en el rango intercuartilico superior, ademas de forma
significativa (p=0,035). De los parametros de metabolismo célcico solo la
hormona paratiroidea mostro diferencia significativa (p=0,028), con valores

superiores en mujeres incluso en ambos rangos intercuartilicos.
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De las mediciones de densitometria, tanto por DXA como QUS cabe decir que
concuerdan con lo esperable ya que todas son superiores en hombres, con
valores de p< 0,001, excepto a nivel lumbar donde es de p=0,002.

Finalmente, con respecto a los farmacos utilizados por los sujetos, solo los
hipnéticos, mostraron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo,
este grupo de farmacos no parece tener relacion con la etiopatogenia de la

osteoporosis, aunque si con las caidas y con ellas con el riesgo de fractura.

115



Tabla 4.1 Descripcion de la poblacion total y segun sexos

Total Hombres Mujeres P
n=371 n=>51 n =320

Edad, afios 58.8 £ 15.6 47.4 £16.2 60.6 £ 14.7 <.001
indice de masa corporal, kg/m?, 26.9+51 271+52 26.8 +5.1 717
Actividad fisica 023

Sedentario 247 (67.5) 26 (51.0) 221(70.2)

Ligera 92 (25.1) 20 (39.2) 72 (22.9)

Moderada 27 (1.4) 5(9.8) 22 (7.0)
Nivel socioeconémico 092

Bajo 116 (32.2) 10 (20.0) 106 (34.2)

Medio 172 (47.8) 26 (52.0) 146 (47.1)

Alto 72 (20.0) 14 (28.0) 58 (18.7)
Residencia 937

Rural 84 (22.9) 11 (22.4) 73 (23.0)

Urbana 283 (77.1) 38 (77.6 245 (77.0)
Postmenopausia - 263 (82.2)
Consumo de café 297 (80.1) 41 (80.4) 256 (80.0) 948
Consumo actual de alcohol 171 (46.2) 31(60.8) 140 (43.9) 025
Tabaquismo, n (%) <.001

Fumador actual 71(19.1) 14 (27.5) 57 (17.8)

No fumador 234 (63.1) 20 (39.2) 214 (66.9)

Ex — fumador 66 (17.8) 17 (33.3) 49 (15.3)
Hipertensién arterial 134 (36.1) 15(29.4) 119 (37.2) 283
Diabetes mellitus, n (%) 43 (11.6) 9(17.6) 34 (10.6) 146
Cardiopatia isquémica 36 (9.7) 3(5.9) 33 (10.3) 447
Avrtritis reumatoide 8(2.2) 1(2.0) 7(2.2) 1
Urolitiasis 49 (13.2) 7(13.7) 42 (13.2) 913
Caidas ultimo afio 111 (30.3) 8 (15.7) 103 (32.7) 014
Fracturas 137

No fracturas 254 (68.5) 38 (74.5) 216 (67.5)

S6lo no vertebrales 73 (19.7) 5(9.8) 68 (21.2)

Vertebrales 36 (11.2) 8 (15.7) 36 (11.2)

Los datos son medias £ SD, medianas (IQR), frecuencias (%).
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Tabla 4.2 Descripcion de la poblacién total y segun sexos (continuacion)

Total Hombres Mujeres P
n =371 n=>51 n =320

Colesterol sérico total, mg/dL 21551432 1954 £47.3 218.7+41.6 <.001
Colesterol LDL, mg/dL 1329+ 38.2 120.5+ 34.2 134.7 £ 38.5 .020

Bajo HDL, mg/dL 76 (20.6) 15 (29.4) 61(19.2) .09%4

Triglicéridos, mg/dL 101 (76 ; 141) 104 (81; 161) 100 (76 ; 139) 132

Glucemia, mg/dL 94 (88 ; 102) 93 (87 ; 105) 94 (88 ; 102) 748

Urea, mg/dL 34 (28 ; 41) 32 (26 ; 40) 34 (28 ; 41) 382

Creatinina, mg/dL 0.89(0.8;1) 1.1(0.90;1.1) 0.9(0.79; 1) <.001
Acido Grico, mg/dL 43(3.6;5.2) 53(4.9;6.3) 41(3.5;5.0) <.001
Calcio, mg/dL 9.8(9.5;10.2) 10 (9.4 ;10.4) 9.8(9.5;10.1) 113

Fosforo sérico, mg/dL 3.5(3.1;3.8) 3.3(29;3.7) 3.6(3.1;3.9 .067

Fosfatasa alcalina, U/L 82.5(68;103.2) 815(67.4;111.8) 825(68.0;98.8) .933

Fosfatasa &cida tartrato 24(21;28) 22(2.0;24) 24(21;28) 035

resistente, U/L

Proteinas totales, g/dL 7.2(6.9;7.5) 74(7.0;7.7) 7.2(6.9;7.5) 057

TSH, mUI/L 1.80(1.23;2.33) 1.80(1.35;2.20) 1.80(1.22;240) .721

25-HCC, ng/mL 22 (16 ; 28) 22 (18; 26) 22 (16 ; 28) 802
Osteocalcina, ng/mL 188(11.4;272) 185(11.0;26.7) 188(11.5;27.2) .889
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.38(0.23;0.58) 0.40(0.22;0.50) 0.40(0.23;0.60)  .967
Hormona paratiroidea, pg/mL 446 (324;61.3) 39.9(284;495) 459(33.0;63.7) .028
PINP procolageno, ng/mL 42.1(26.0;58.5) 46.6(25.4;639) 41.8(26.2;58.2) .589
L2-L4, glcm? 0.866 + 0.198 0.939 + 0.189 0.854 £ 0.177 .002
Cuello femoral, g/cm? 0.698 + 0.147 0.803+0.174 0.681 +0.135 <.001
Total de cadera, g/cm? 0.815+0.172 0.941 +0.203 0.795 + 0.157 <.001
Trocanter, g/cm? 0.610 £ 0.137 0.711 £ 0.156 0.593+0.126  <.001
Intertrocanter, glcm? 0.953 £0.197 1.090 + 0.232 0.931+0.182 <.001
BUA, dB/MHz * 63.2+19.9 76.8 +19.2 61.0 £ 19.2 <.001
SOS, m/s * 1530 + 32.6 1548 + 30.3 1527 + 32.0 <.001
Qui-Stiffness * 82.3+215 94.7 +20.1 80.3+21.0 <.001

Los datos son medias £ SD, medianas (IQR), frecuencias (%).

(*) Las determinaciones QUS
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Tabla 4.3 Tratamientos

Total Hombres Mujeres P
n=371 n=>51 n =320
Tiazidas 1
Ahora 38 (10.3) 5(9.8) 33(10.3)
Alguna vez 16 (4.3) 2(3.9) 14 (4.4)
Nunca 316 (85.4) 44 (86.3) 272 (85.3)
Estatinas 512
Ahora 99 (26.8) 13 (25.5) 86 (27.0)
Alguna vez 21(5.7) 1(2.0) 20 (6.3)
Nunca 250 (67.6) 37 (72.5) 213 (66.8)
Beta-blogueantes .805
Ahora 28 (7.6) 3(5.9) 25(7.9)
Alguna vez 13 (3.5) 1(2.0) 12 (3.8)
Nunca 326 (88.8) 47 (92.2) 279 (88.3)
Esteroides orales .808
Ahora 16 (4.3) 2(3.9) 14 (4.4)
Alguna vez 23(6.2) 4(7.8) 19 (6.0)
Nunca 331(89.5) 45 (88.2) 286 (89.7)
Esteroides inhalados 161
Ahora 5(1.3) 2(3.9) 3(0.9)
Alguna vez 12 (3.2) 2(3.9) 10 (3.1)
Nunca 353 (95.5) 47 (92.2) 306 (95.9)
Sintrom 882
Ahora 13 (3.5) 2(4.0) 11(3.4)
Alguna vez 9(24) 1(2.0) 8 (2.5)
Nunca 347 (94.1) 47 (94.0) 300 (94.0)
Hipnéticos <.001
Ahora 169 (45.9) 12 (24.0) 157 (49.4)
Alguna vez 112 (30.4) 17 (34.0) 95 (29.9)
Nunca 87 (23.6) 21 (42.0) 66 (20.8)

Los datos son frecuencias (%)
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IV.2 DISTRIBUCION ALELICA PARA LOS MICROSATELITES (CAG)y Y

(GGN)n

Dado que en los hombres sélo existe un cromosoma X, y por tanto una Unica
copia del AR, las variables (CAG), y (GGN), se corresponden con los nimeros
de repeticiones de los correspondientes aminoacidos (6 codones),
directamente. Sin embargo, en las mujeres hay dos cromosomas, de los
cuales posteriormente se inactiva uno aleatoriamente en cada célula. Asi en
cada mujer encontramos dos posibles copias del gen AR, con dos posibles
longitudes de repeticidn o polimorfismos del AR. Considerando esto podemos
ver en la figura 20 la distribucion que hemos obtenido de la medicion realizada

en nuestro estudio.

Se obtuvieron datos genotipicos, validos para el estudio, de 371 casos (51
hombres y 320 mujeres), hallandose, conjuntamente, 22 alelos de longitudes
comprendidas entre las 10 y 33 repeticiones para (CAG),. El alelo con mayor
frecuencia de presentacion fue el de 19 repeticiones, seguido por los de 21y
24. La distribucion del alelo (CAG), se ajusta a una distribucion normal.

Para (GGN), el numero de alelos fue de 18, con longitudes entre 12 y 30
repeticiones. El de mayor frecuencia fue el de 23 seguido del de 24. En este

caso, la distribucion del alelo (GGN), no se ajusté a una distribucion normal.

Respecto a esta distribucidbn cabe sefalar que destaca la amplitud de
variabilidad en longitudes de las repeticiones (CAG), frente a la limitacion de
las mismas en el caso de las (GGN),, lo que después veremos tiene una
importancia sobre la asociacion de la variabilidad y la DMO.
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Figura 20. Distribucion de las repeticiones (CAG)n y (GGN)n segin sexos. Esta representacion sugiere analizar las
repeticiones (CAG)n en escala original y categorizar las (GGN)n,
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Los hombres presentaron 11 alelos diferentes para (CAG),y 7 para (GGN),. De
los primeros el mas frecuente fue el de 21 repeticiones seguido del de 24, 18 y
19 y de los segundos el de 23 seguido del de 24.

Las mujeres presentaron para ambos tipos de microsatélites, tanto de (CAG),
como de (GGN),, también 11 variaciones, pero, por la condicion resefada
anteriormente de poseer 2 tipos de alelos, ademas con posible diferencia en

namero de repeticiones.

En el primer andlisis realizado, siguiendo el trabajo de Yamada et al. (2005)>%

en el que evaltan la asociacion entre repeticiones de (CAG), y osteoporosis y
siguiendo ademas la distribucién encontrada en nuestro trabajo para (CAG), en
las mujeres, hemos considerado dos categorias de alelos. Definimos una
cadena (CAG), como corta (S) 6 larga (L) segun el numero de repeticiones
fuera o no menor a 23. Ello dio lugar a tres posibles combinaciones de
longitudes y la siguiente distribucion de las mujeres: 122 mujeres con
repeticiones cortas en ambas copias del AR (SS), 152 con una repeticion corta
en una copia y larga en la otra (SL) y 44 con repeticiones largas en ambas

copias, lo que se aprecia en la tabla 5.1.

Para las repeticiones del (GGN), definimos la longitud segun la media de la
distribucion de la frecuencia de las repeticiones que encontramos, y que se
encuentra en la fig. 20. De acuerdo a esto definimos una cadena (GGN), como
corta (S) 6 larga (L) segun el numero de repeticiones sea o0 no menor a 24. La
distribucion de las mujeres obtenida fue la siguiente: 152 mujeres con
repeticiones cortas en ambas copias del AR (SS), 121 con una corta en una y

larga en la otra (SL) y 44 largas en ambas copias. Tabla 5.1y 5.2.
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Tabla 5.1. Subgrupo de muijeres: clasificacion segun las longitudes de las repeticiones (CAG),

SS SL LL P
N =122 N =152 N = 44

Edad, afios 59.2+15.0 60.8 + 15.2 64.0+11.9 183
indice de masa corporal, kg/m?, 269+47 266+52 21.7+52 451
Postmenopausicas 100 (82.0) 124 (81.6) 37 (84.1) .929
Calcio, mg/dL 9.8(9.4;10.1) 9.8(9.5;10.1) 9.8(9.5;10.1) 951
Fosforo sérico, mg/dL 3.6(3.1;3.9) 3.5;3.1,3.8) 3.6(3.2;3.9) 577
Fosfatasa alcalina, U/L 84 (66 ; 105) 80 (68 ; 96) 86 (78 ; 104) 827
Fosfatasa acida tartrato 24(2.1;2.6) 24(2.1;29) 25(2.1;3.0) .094
resistente, U/L
Proteinas totales, g/dL 7.1(6.9;7.4) 7.3(6.9;7.5) 7.2(6.2;7.6) 328
TSH, mUI/L 1.9(1.2;23) 1.8(1.2;2.7) 1.8(1.3;23) 936
25-HCC, ng/mL 20.9(16.0;26.9) 22.0(16.0;29.0) 23.1(16.0;29.3) .750
Osteocalcina, ng/mL 19.0(9.9;26.0) 18.9(12.9;279) 179(11.4;256) .656
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.4 (0.23;0.50) 0.4 (0.24 ;0.6) 0.3(0.25;0.6) .840
PTH, pg/mL 40.8(30.7;60.8) 47.1(36.0;66.5) 46.6(34.5;684) 117
PINP procolégeno, ng/mL 42.6(25.5;58.5) 41.5(31.1;576) 38.4(226;51.9) .666
L2-L4, glcm? 0.844 £ 0.166 0.861+0.188 0.860 + 0.167 731
Cuello femoral, g/cm? 0.681+0.123 0.685 £ 0.148 0.666 + 0.123 713
Total de cadera, g/cm? 0.791 £ 0.158 0.800 + 0.165 0.786 + 0.122 847
Trocanter, g/cm? 0.587 +0.127 0.597 +0.131 0.594 + 0.109 .828
Intertrocanter, glcm? 0.925 £ 0.166 0.937 £ 0.201 0.925 + 0.151 .856
Bua, dB/MHz 61.4+17.1 62.0 + 19.9 59.5+15.8 805
SOS, m/s 1528 + 32.2 1527 + 32.9 1522 + 27.6 608
Qui-Stiffness 81.9+22.1 79.9 £ 21.1 772+175 564
Caidas en el Ultimo afio 35(28.7) 49 (33.1) 19 (44.2) AT7
Fracturas 530

No fracturas 79 (64.8) 106 (69.7) 29 (65.9)

S6lo no vertebrales 29 (32.8) 27 (17.8) 12 (27.3)

Vertebrales 14 (11.5) 19 (12.5) 3(6.8)

Longitud de las repeticiones (CAG).: SS = Ambas copias < 23; SL = sélo una copia < 23; LL = Ambas
copias = 23. Los datos son medias £ SD, medianas (IQR), frecuencias (%).
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Tabla 5.2. Subgrupo de muijeres: clasificacidn segun las longitudes de las repeticiones (GGN),

SS SL LL P
N =152 N =121 N = 44

Edad, afios 60.5+ 14.8 60.4 + 14.2 62.6 + 15.2 663
indice de masa corporal, kg/m?, 265+49 27.0+51 216+56 418
Postmenopausicas 125 (82.2) 97 (80.2) 39 (88.6) 451
Calcio, mg/dL 9.8(9.5;10.1) 9.8(9.4;10.2) 9.8(9.3;10.1) 931
Fosforo sérico, mg/dL 3.6(3.2;3.9) 3.5(3.1;3.8) 3.5(3.0;3.7) .061
Fosfatasa alcalina, U/L 81.4(64.0;103) 86.0(73;103.5) 82.0(69.5;94.0) .726
Fosfatasa acida tartrato 2.3(2.1;2.6) 25(2.1;3.0) 24(2.1;2.8) .057
resistente, U/L
Proteinas totales, g/dL 7.2(6.9;7.5) 7.2(6.9;7.5) 7.1(6.9;7.4) 496
TSH, mUI/L 1.9(1.2;2.6) 1.6(1.2;2.3) 21(1.2;24) 323
25-HCC, ng/mL 22.1(16.0;294) 21.0(16.0;26.6) 20.9(16.0;26.2)  .560
Osteocalcina, ng/mL 19.2(12.0;27.8) 18.7(11.8;27.1) 17.0(8.3;23.1)  .393
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.4 (0.22;0.6) 0.4(0.26;0.6) 0.3(0.23;0.5) .690
PTH, pg/mL 453(32.2;62.5) 47.0(30.8;642) 43.7(335;78.0) .711
PINP procolégeno, ng/mL 40.5(29.0;56.9) 43.8(26.3;58.7) 421(21.0;57.2) .766
L2-L4, glcm? 0.850 £ 0.166 0.858 £ 0.192 0.855 + 0.169 926
Cuello femoral, g/cm? 0.671+0.131 0.693 £ 0.144 0.677 £0.129 411
Total de cadera, g/cm? 0.790 + 0.160 0.799 + 0.158 0.796 + 0.146 912
Trocanter, g/cm? 0.593 + 0.127 0.592 + 0.131 0.592 + 0.108 995
Intertrocanter, glcm? 0.925+0.176 0.935+0.190 0.936 +£ 0.180 882
Bua, dB/MHz 62.3+19.3 62.2 + 18.5 56.1 +13.4 239
SOS, m/s 1526 + 32.6 1529 + 31.4 1520 + 31.0 373
Qui-Stiffness 80.0 £ 22.6 81.1+£20.0 751 +175 363
Caidas en el Ultimo afio 56 (37.6) 38 (31.7) 9(20.9) 114
Fracturas 141

No fracturas 104 (68.4) 81 (66.9) 28 (63.6)

S6lo no vertebrales 29 (19.1) 29 (24.0) 10 (22.7)

Vertebrales 19 (12.5) 11(9.1) 6 (13.6)

Longitud de las repeticiones (CAG).: SS = Ambas copias < 24; SL = sélo una copia < 24; LL = Ambas
copias = 24. Los datos son medias + SD, medianas (IQR), frecuencias (%).
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Tabla 5.3. Subgrupo de hombres: clasificacién segun las longitudes de las repeticiones (CAG),

NUmero de repeticiones CAG

< 22 (corto) =23 (largo) P
N =37 N =14

Edad, afios 491 +16.3 43.0+15.6 235
indice de masa corporal, kg/m?, 27.0+52 273+56 .862
Calcio, mg/dL 9.9(9.4;10.2) 10.1 (9.7 ;10.5) 285
Fosforo sérico, mg/dL 3.2(2.8;3.8) 34(3.0;3.7) 127
Fosfatasa alcalina, U/L 82.0 (52.7 ; 112) 79.5(70.4 ;127) 733
Fosfatasa acida tartrato 2.3(2.1;2.0) 2.0(1.7;23) .028
resistente, U/L
Proteinas totales, g/dL 74(7.0;7.7) 7.3(7.1;7.7) 931
TSH, mUl/L 1.7(1.3;22) 1.8(1.3;2.1) 602
25-HCC, ng/mL 22.0(184;24.3) 22.6(16.2; 26.8) 965
Osteocalcina, ng/mL 18.5(11.6; 27.3) 18.2(10.4; 25.7) 631
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.4(0.23;0.5) 0.3(0.22;0.7) 922
PTH, pg/mL 43.0 (30.6 ; 53.6) 38.1(22.2;45.7) 184
PINP procolégeno, ng/mL 46.6 (24.7 ; 63.7) 44.0 (27.1;67.3) .858
L2-L4, glcm? 0.927 £ 0.194 0.970 £ 0.180 4T3
Cuello femoral, g/lcm? 0.784 +0.176 0.852 +0.167 220
Total de cadera, g/cm? 0.931 +0.202 0.969 +0.210 .563
Trocanter, g/cm? 0.702 + 0.152 0.735+0.169 513
Intertrocanter, g/cm? 1.083 £ 0.235 1.107 £ 0.233 .758
Bua, dB/MHz 749+19.38 82.2 +17.1 .306
SOS, m/s 1547 + 29.1 1553 + 34.7 587
Qui-Stiffness 93.9+19.5 96.9 +£22.8 690
Caidas en el Ultimo afio 6 (16.2) 2(14.3) 1
Fracturas 436

No fracturas 26 (70.3) 12 (85.7)

Sélo no vertebrales 5(13.5) 0

Vertebrales 6(16.2) 2(14.3)

Los datos son medias + SD, medianas (IQR), frecuencias (%).
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Tabla 5.4. Subgrupo de hombres: clasificacion segun las longitudes de las repeticiones (GGN),

NUmero de repeticiones GGN

< 24 (corto) =24 (largo) P
N =37 N =14

Edad, afios 46.3 +16.8 50.2 +14.5 455
indice de masa corporal, kg/m?, 271.7+50 256 +57 221
Calcio, mg/dL 10.0 (9.7;10.9) 9.9(9.3;10.1) 258
Fésforo sérico, mg/dL 3.2(2.7;3.7) 3.7(3.1;3.9) .088
Fosfatasa alcalina, U/L 69.9 (62.2 ; 101) 98.0(78.2;112) 573
Fosfatasa acida tartrato 2.1(1.9;24) 24(2.1;3.3) .070
resistente, U/L
Proteinas totales, g/dL 74(7.0;7.7) 74(7.0;7.6) 938
TSH, mUI/L 1.6(1.2;2.1) 1.9(1.7;2.3) .09%4
25-HCC, ng/mL 22 (18.1;24.8) 22 (17 ; 27) 973
Osteocalcina, ng/mL 19.5(13.0; 28.9) 14.0 (8.6 ;22.2) 146
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.4(0.24;0.5) 0.3(0.22;0.5) 811
PTH, pg/mL 41.8 (28.0; 56.1) 32.0(30.4;44.2) 130
PINP procolégeno, ng/mL 47.7 (254 ;64.4) 43.3(20.0; 52.5) 7192
L2-L4, glcm? 0.949 £ 0.195 0.911+0.178 532
Cuello femoral, g/lcm? 0.823+0.176 0.748 + 0.163 176
Total de cadera, g/cm? 0.963 + 0.206 0.884 +0.189 213
Trocanter, g/cm? 0.725+0.158 0.674 +0.148 .300
Intertrocanter, g/cm? 1.115+ 0.240 1.022 + 0.205 204
Bua, dB/MHz 76.7 £20.8 77.4 +£9.95 929
SOS, m/s 1550 + 32.1 1543 + 21.7 584
Qui-Stiffness 95.8 £21.2 90.1+14.4 507
Caidas en el Ultimo afio 8 (21.6) 0 .088
Fracturas 513

No fracturas 27 (73.0) 11(78.6)

S6lo no vertebrales 3(8.1) 2(14.3)

Vertebrales 7(18.9) 1(7.1)

Los datos son medias + SD, medianas (IQR), frecuencias (%).
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Segun estos criterios anteriores los hombres también fueron clasificados en
una u otra categoria, atendiendo al nimero de repeticiones en ambos alelos.
Fueron 40 los que presentaron cadenas cortas de (CAG), y 11 largas, mientras
37 mostraron cadenas cortas y 14 largas para (GGN),, tal como se ve en las
tablas 5.3y 5.4.

Tanto en el grupo de mujeres como en el de hombres no destacan diferencias
significativas en ninguno de las variables consideradas en relacion con la
longitud de las diferentes cadenas. No parece sostenerse ninguna asociacion a
tenor de los datos reflejados en las cuatro tablas anteriores con la metodologia
aplicada de considerar cada una de las repeticiones (CAG), o (GGN), por
separado, y categorizar la longitud de los tractos acorde a la media de la

distribucién de cada uno las repeticiones en la poblacién estudiada®®.

IV.3 ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LOS ALELOS (CAG)y Y (GGN)y DEL
GEN DEL RECEPTOR ANDROGENICO PRESENTES EN CADA INDIVIDUO

CON VARIABLES RELEVANTES EN OSTEOPOROSIS

En orden a determinar la influencia de las eventuales asociaciones entre las
longitudes de las repeticiones (CAG), y (GGN), presentes en el gen del AR en
cada individuo con la edad, IMC, los marcadores bioquimicos (especialmente
aguellos relacionados con la formacion y destruccion de hueso) y las

mediciones de DMO, se realizaron diversos analisis de correlaciones.

Para los hombres se obtuvieron las correlaciones de cada uno de los referidos
marcadores con ambas repeticiones (CAG), y (GGN),. En el subgrupo de
mujeres se obtuvieron por separado correlaciones de los marcadores con las

variables sCAG, ICAG y la media aritmética de ambas.

En todos los casos se utilizo el método de Spearman y los resultados pueden
verse para mujeres en las tablas 6.1 a 6.3. Se puede apreciar en estas que,
aunque mayoritariamente no se hallaron correlaciones significativas, algunas
variables si las presentaron. En el caso de las mujeres y las ICAG con la DXA
de trocanter mostré tendencia a la significancia (p=0,073). Con las sGGN hubo
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dos variables con correlacion significativa y una tercera con tendencia a ella.
Las dos primeras fueron la Osteocalcina (p=0,015) y el PINP procolageno
(p=0,047) y la tercera el BUA (p=0,079). Las IGGN si mostraron una correlacion
con alta significacion (p=0,014). En el caso de las repeticiones medias de las
mujeres hubo una U(nica correlacibn con tendencia a la significacion.

Curiosamente coincide con las CAG y la DXA de trocanter (p=0,073).

Para los hombres los datos se recogen en la tabla 6.4. Solo aparece un dato
con significacién (p=0,037) y correlaciona el acido arico con el GGN. Hay
cuatro variables mas que presentan tendencia a la significacion, las tres
primeras con el CAG y son Colesterol-HDL (p=0,086), Urea (p=0,084) y FATR
(p=0,077).
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Tabla 6.1. Correlaciones de Spearman entre las repeticiones (CAG), y los marcadores (mujeres)

S-CAG L-CAG
Correlacion P Correlacion P
IMC 0.025 0.651 -0.033 0.563
Glucemia 0.077 0.168 0.024 0.665
Colesterol total 0.055 0.326 -0.043 0.451
Colesterol-LDL 0.053 0.360 -0.050 0.383
Triglicéridos 0.003 0.957 -0.034 0.544
Colesterol-HDL 0.046 0.413 0.043 0.448
Urea 0.002 0.978 0.004 0.940
Creatinina 0.016 0.778 -0.009 0.870
Acido drico -0.037 0.507 -0.019 0.740
Calcio 0.047 0.400 -0.040 0.478
Fosforo 0.093 0.100 0.028 0.615
Fosfatasa alcalina 0.159 0.117 -0.016 0.878
Fosfatasa &cida tartrato resistente 0.031 0.5%4 0.054 0.350
Proteinas totales 0.062 0.268 0.078 0.165
TSH -0.030 0.600 -0.030 0.609
25-HCC 0.023 0.702 0.032 0.599
Osteocalcina 0.035 0.543 0.044 0.439
Beta-crosslaps 0.037 0.549 0.020 0.752
PTH 0.039 0.491 0.068 0.235
PINP procolageno -0.026 0.698 -0.021 0.761
L2-L4 0.027 0.637 0.059 0.297
Cuello femoral -0.002 0.976 0.029 0.610
Total de cadera 0.030 0.594 0.082 0.148
Trocanter 0.047 0.406 0.101 0.073
Intertrocanter 0.022 0.698 0.071 0.215
Bua 0.057 0.386 0.052 0.431
SOS 0.057 0.386 0.017 0.798
Qui-Stiffness 0.053 0.426 0.007 0.916
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Tabla 6.2. Correlaciones de Spearman entre las repeticiones (GGN), y los marcadores (mujeres)

S-GGN L-GGN
Correlacion P Correlacion P
IMC 0.089 0.113 0.075 0.182
Glucemia -0.084 0.134 -0.008 0.882
Colesterol total 0.051 0.365 -0.017 0.767
Colesterol-LDL 0.018 0.758 -0.025 0.664
Triglicéridos 0.015 0.784 -0.029 0.613
Colesterol-HDL 0.016 0.778 -0.014 0.800
Urea 0.001 0.991 -0.084 0.139
Creatinina 0.012 0.826 -0.053 0.352
Acido trico -0.004 0.944 -0.061 0.281
Calcio -0.018 0.748 -0.010 0.863
Fosforo -0.069 0.222 -0.085 0.133
Fosfatasa alcalina -0.128 0.209 -0.015 0.883
Fosfatasa &cida tartrato resistente -0.057 0.321 0.141 0.014
Proteinas totales -0.089 0.113 -0.042 0.454
TSH 0.123 0.034 0.033 0.567
25-HCC -0.004 0.947 -0.080 0.186
Osteocalcina -0.138 0.015 -0.083 0.146
Beta-crosslaps -0.106 0.089 -0.001 0.984
PTH 0.023 0.683 -0.011 0.842
PINP procolageno -0.134 0.047 -0.061 0.371
L2-L4 0.007 0.908 0.040 0.483
Cuello femoral 0.002 0.974 0.088 0.119
Total de cadera -0.030 0.599 0.054 0.343
Trocanter -0.022 0.696 0.007 0.903
Intertrocanter -0.037 0.511 0.053 0.353
Bua -0.116 0.079 -0.071 0.287
SOS -0.068 0.302 0.007 0.911
Qui-Stiffness -0.087 0.186 -0.024 0.720
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Tabla 6.3. Correlaciones de Spearman entre las repeticiones medias (CAG), y (GGN), y los marcadores

(mujeres)
CAG GGN
Correlacion P Correlacion P
IMC -0.015 0.797 0.078 0.166
Glucemia 0.049 0.382 -0.060 0.289
Colesterol total 0.003 0.959 -0.005 0.934
Colesterol-LDL 0.001 0.987 -0.027 0.639
Triglicéridos -0.028 0.617 -0.004 0.941
Colesterol-HDL 0.061 0.280 -0.009 0.878
Urea 0.000 0.998 -0.030 0.591
Creatinina -0.008 0.887 -0.029 0.605
Acido urico -0.047 0.403 -0.036 0.530
Calcio 0.003 0.961 0.001 0.982
Fésforo 0.073 0.199 -0.071 0.211
Fosfatasa alcalina 0.069 0.502 -0.101 0.324
Fosfatasa &cida tartrato resistente 0.048 0.405 0.072 0.213
Proteinas totales 0.084 0.137 -0.067 0.237
TSH -0.027 0.648 0.089 0.125
25-HCC 0.045 0.454 -0.050 0.405
Osteocalcina 0.059 0.301 -0.096 0.093
Beta-crosslaps 0.045 0.475 -0.016 0.799
PTH 0.066 0.245 0.028 0.627
PINP procolédgeno -0.025 0.709 -0.048 0.483
L2-L4 0.052 0.357 0.034 0.543
Cuello femoral 0.029 0.610 0.055 0.331
Total de cadera 0.075 0.183 0.015 0.787
Trocanter 0.101 0.073 -0.012 0.835
Intertrocanter 0.061 0.286 0.012 0.839
Bua 0.073 0.268 -0.094 0.157
SOS 0.047 0.482 -0.017 0.794
Qui-Stiffness 0.041 0.538 -0.048 0.473
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Tabla 6.4. Correlaciones de Spearman entre las repeticiones (CAG)n y (GGN)n y los marcadores (hombres)

CAG GGN
Correlacion P Correlacion P
IMC -0.006 0.967 -0.081 0.571
Glucemia -0.102 0.479 0.079 0.586
Colesterol total 0.180 0.206 -0.053 0.712
Colesterol-LDL -0.049 0.751 0.081 0.599
Triglicéridos 0.049 0.731 -0.142 0.322
Colesterol-HDL 0.243 0.086 -0.138 0.335
Urea -0.245 0.084 0.089 0.536
Creatinina 0.048 0.736 -0.050 0.727
Acido drico 0.036 0.805 -0.293 0.037
Calcio 0.229 0.107 -0.231 0.103
Fésforo 0.021 0.883 0.257 0.069
Fosfatasa alcalina -0.174 0.552 0.084 0.776
Fosfatasa &cida tartrato resistente -0.252 0.077 0.193 0.180
Proteinas totales 0.093 0.520 -0.104 0.472
TSH 0.016 0.913 0.099 0.501
25-HCC -0.072 0.622 -0.059 0.686
Osteocalcina 0.159 0.270 -0.173 0.229
Beta-crosslaps 0.184 0.237 -0.057 0.715
PTH -0.174 0.226 -0.171 0.237
PINP procolageno 0.173 0.300 -0.033 0.843
L2-L4 0.083 0.564 0.084 0.559
Cuello femoral 0.133 0.353 -0.038 0.790
Total de cadera 0.056 0.698 -0.021 0.885
Trocanter 0.012 0.933 -0.008 0.956
Intertrocanter 0.020 0.891 -0.035 0.809
Bua 0.126 0.453 0.140 0.402
SOS -0.118 0.481 -0.016 0.927
Qui-Stiffness -0.097 0.561 -0.004 0.982
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En los hombres, como se puede apreciar (figuras 23.1 y 23.2), no hubo
variabilidad suficiente de alelos (GGN),, lo que hizo casi imposible poder
establecer una asociacion de estos con la DMO, en las zonas medidas.
Tampoco mostro asociacion la longitud de repeticion de (CGA), con la DMO, a

pesar de si mostrar mayor variabilidad.

Centrandonos en el estudio del subgrupo de mujeres, por la mayor calidad de
los datos, establecimos un valor SCAG, con el que se representa el minimo de
repeticiones del (CAG), entre ambas copias, y otro, ICAG, que representa el

maximo de las mismas, se realizaron medias aritméticas ponderadas.

De su andlisis se obtuvo un vector determinado por el nimero de repeticiones y

por un factor de ponderacion, q.

En orden a establecer en qué modo el vector (sCAG,ICAG) se asociaba, o
podia influir sobre un determinado marcador DXA 6 QUS, seleccionamos aquel
valor de g que maximizaba su asociacion con la media ponderada, CAG,, de

ambos valores extremos antes referidos.

Si el valor fue nulo 6 préximo a cero significd que la copia del AR que influye
fue la de mayor numero de réplicas. Al contrario valores iguales o préximos a la
unidad indicaron que son los alelos cortos los que tenian asociaciéon con el

marcador considerado.

Valores distantes de ambos extremos podrian interpretarse en el sentido que
en ocasiones seria el brazo largo el influyente, pero en otras, el corto.

En la figura 21 se muestran las funciones pv(q) para la asociacién CAG con los
marcadores DXA L2-L4, total de cadera, trocanter e intertrocanter (para el
cuello femoral no se encontro asociacion). Salvo para la L2-L4, se encontré que
para valores de g = O (total de cadera e intertrocanter) 6 q = 0,23 (trocanter), la
asociacion fue significativa (muy clara en el caso del trocanter). Para la L2-L4
no se obtuvo significacion para el nivel de .05, pero el p-valor fue inferior a 0,1.
Estos resultados sugieren que es la cadena larga de repeticiones la que influye
sobre los referidos marcadores. Se dan con las mediciones de DMO por DXA

pero no por QUS (no mostrados).
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Figura 21. Modelos aditivos para los marcadores DXA en mujeres segun edad, indice de masa corporal y media

ponderada de las repeticiones (CAG)n.

Los graficos muestran los p-valores correspondiente al efecto de las medias ponderadas de las repeticiones (CAG)n
segun coeficiente de ponderacién q. Nétese que las asociaciones maximas se obtienen para valores de g nulos o
proximos a cero. Ello significa que el efecto de las cadenas largas de repeticiones (CAG)n es mayor que el de las
cortas, siendo el de las ultimas no significativo en todos los casos.
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Ademas con intencion de determinar la eventual asociacion entre la presencia
de osteoporosis y repeticiones de (CAG),, ajustado por edad e IMC se utilizé
un modelo logistico aditivo para la osteoporosis. Se consider6 para cada uno
de los marcadores de DMO (DXA y QUS) la familia de modelos aditivos, que
dependen del coeficiente de ponderacién g. Los modelos estimados se
muestran en las figuras 22.1, a 22.4. En todos los casos (localizaciones de
medicion), el aumento de la edad se asocia con decrecimiento del marcador
DXA.

El aumento del IMC lo hace con crecimiento de la DXA (resultados recogidos
en la literatura). Las repeticiones (CAG), muestran un efecto protector débil,
pero estadisticamente significativo, de la DMO, ya que se observa un suave

crecimiento de la funcién con el incremento del nUmero de cadenas.

Noétese ademas que los splines resultantes son lineales para las repeticiones

(CAG),. Lo son para todas excepto para la asociacién de edad en L2-L4.

La asociacion de las repeticiones largas con las mediciones de DMO, en
concreto mediante DXA, se aprecia en la tabla 7. Se puede constatar como la
mejor asociacion se obtiene para =0, lo que recordemos significa que la
mayor asociacion corresponde con las repeticiones largas y por tanto es
exclusiva de ella. Las proximas a cero tienen la mayor influencia de las
mismas repeticiones. Lo primero ocurre con las mediciones de total de cadera
e intertrocanter y lo segundo en trocanter. En la medicion lumbar la asociacion
no es significativa y la q= 0,41 habla de una asociacion mixta entre ambos tipos

de repeticiones.

Entre QUS y las repeticiones de (CAG), no se obtiene asociacion por ninguno
de los métodos empleados.
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Tabla 7. Modelos aditivos para los marcadores DXA en mujeres segln edad, indice de masa corporal y media

ponderada de las repeticiones (CAG)n.

La tabla muestra el coeficiente de ponderacion (q) para el que el p-valor es minimo (mayor asociacién), el p-valor y

el efecto de las repeticiones (CAG)n sobre la DXA

Tipo de determinacion Marcador g-6ptimo P-valor Efecto*

DXA L2-L4 0.41 .0995 Creciente
Cuello femoral 0 .2360 NS
Total de cadera 0* 0512 Creciente
Trocénter 0.23 0251 Creciente
Intertrocanter 0* .0493 Creciente

Qus BUA 0.37 0.3165 NS
SOS 0.68 5588 NS
Qui-Stiffness 1 5132 NS

(*) Implica que el efecto es exclusivo del brazo largo de las repeticiones (CAG),

135



L2-L4

o
o
—_
(@)
©
(op)
ie]
©
©
L
~—
n
—
(o]
~—
~—
n
v
o
~— o
(@] —
(1Y)
O —
~—" s --
o -
w» <\ __----
- | /="
s 4 -----
]
Il Ll T T T 1 A 1 Il T} Il

cag

Figura 22.1. Modelo aditivo para la DXA en la zona lumbar (L2-L4). El aumento de la edad se asocia con
deplecion en la L2-L4 hasta los 60 afios. Asimismo, el incremento del IMC se asocia con crecimento de la
DXA. El efecto de las repeticiones (CAG), (brazo largo) se corresponde con un incremento de la DXA

para p =.099.
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Figura 22.2. Modelo aditivo para la DXA en el total de cadera. El efecto de las repeticiones (CAG), para el

brazo largo es significativamente creciente (p = 0,051) .

137



Trocanter

0.3
|

02
|

0.1

s(Edad,1)

0.0

| III L1l N Ll II 1 I T TATTT THROT 70T T T r|| [T TTTMTATRT | TN 17T Il

20 40 60 80
Edad

Trocanter

03
|

02
|

0.1

s(IMC,1)

1 ||1|||.|| |.]|||.f||||||]| RILIN | |r]||]l|| LTI II\ I I\I | T | T

15 20 25 30 35 40 45 50

IMC

Trocanter

02 0.3
|

s(cag,1)
0.1

15 20 25 30

cag

Figura 22.3. Modelo aditivo para la DXA en el trocanter. El efecto de la media ponderada es
significativamente creciente (p = 0,025)
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Figura 22.4. Modelo aditivo para la DXA en el intertrocanter. El efecto de la media ponderada es
significativamente creciente (p =0,.049)
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En la fig. 22.5 de diagnosis de los

residuales segun predicciones.
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Figura 22.5. Diagnosis de los modelos aditivos: Residuales segun predicciones.
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IV.4 ANALISIS DE ASOCIACION DE ALELOS (CAG)y DEL GEN DEL
RECEPTOR DE ANDROGENOS Y DMO EN MUJERES

POSTMENOPAUSICAS

Con la intencion de discriminar si la asociacion del ICAG con la DMO, descrito
en el subgrupo de mujeres, era consecuencia de la heterogeneidad de la
cohorte femenina, se analizé el subgrupo de postmenopausicas. Se llevo a
cabo con la misma sistematica, y sometiendo a los mismos analisis estadisticos
descritos anteriormente, a este subgrupo de 261 mujeres postmenopausicas
que tenian completo el genotipado (CAG), y (GGN),. Al categorizar los datos
acordes con la media de la poblacion estudiada, fueron 100 las que mostraron
el genotipo SS, 124 SLy 37 LL.

Excepto para una variable, que es el IMC, no se apreciaron, asociaciones
significativas con los diferentes grupos, tal como se ve en la tabla 8.1y 8.2, El
IMC (p=0,057) parece ser mayor en el grupo LL. que en los otros dos, lo que
podria estar relacionado con mayor efecto de estas repeticiones. Los restantes
parametros epidemiol6gicos, habitos, factores de riesgo y mediciones de DMO,

no presentaron asociacion.

En el andlisis basado en los modelos aditivos aplicado a las mujeres
postmenopausicas se confirma que las medias ponderadas entre cadenas
largas y cortas, se asocian claramente con la DXA en cadera (p=0,034) y
trocanter (p=0,006) con un mayor peso de las cadenas largas de (CAG),. La
evidencia de asociacion es mas débil en intertrocanter (p=0,066) y en zona
lumbar (p=0,080).

143



Tabla 8.1.

Subgrupo de mujeres postmenopausicas: clasificacion segun las longitudes de las

repeticiones (CAG),
SS SL LL P
N =100 N =124 N =37

Edad, afios 64.1+£10.5 65.6 £ 11.5 67.0+9.3 342
indice de masa corporal, kg/m?, 27.5+43 26650 28653 057
Calcio, mg/dL 9.8(9.3;10.1) 9.8(9.43;10.1) 9.8(9.5;10.1) 681
Fésforo sérico, mg/dL 3.6(3.2;3.9) 3.5(3.1;3.8) 3.6(3.2;3.8) 400
Fosfatasa alcalina, U/L 84.5(68.0 ; 108) 87 (67.5; 96) 86 (79 ; 99) 912
Fosfatasa &cida tartrato 24(21;20) 24(2.0;29) 25(21;3.1) 312
resistente, U/L
Proteinas totales, g/dL 7.1(6.8;7.4) 7.2(6.9;7.5) 7.2(6.9;7.6) 219
TSH, mUI/L 1.8(1.2;23) 1.9(1.28;2.7) 1.9(1.3;2.5) 645
25-HCC, ng/mL 20 (16 ; 26) 21.9(15.7;28.1)  23.1(15.9;31) 626
Osteocalcina, ng/mL 18.1(9.9;258) 19.3(13.0;28.8) 183(12.0;24.9) 536
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.4(0.23;0.6) 0.4 (0.24 ;0.6) 0.3(0.24 ;0.6) 694
Hormona paratiroidea, pg/mL 432(314;62.3) 495(36.5;72.7) 486(34.8;77.1) 190
PINP procolageno, ng/mL 43.3(245;59.1) 42.0(31.1;59.5) 33.2(224;49.3) .336
L2-L4, g/lcm? 0.813+0.142 0.831+0.183 0.853+0.172 436
Cuello femoral, g/cm? 0.665 + 0.143 0.639 + 0.143 0.639 + 0.109 560
Total de cadera, g/cm? 0.773+0.118 0.777 £ 0.166 0.771 £ 0.125 .963
Trocanter, g/cm? 0.568 + 0.131 0.580 + 0.131 0.585 + 0.113 667
Intertrocanter, g/cm? 0.914 £ 0.143 0.911+0.204 0.908 + 0.157 982
Bua, dB/MHz 59.2 +14.8 59.0 £ 19.3 56.5 + 14.1 782
SOS, m/s 1521+ 24.2 1520 + 29.6 1516 + 25.1 763
Qui-Stiffness 779+ 195 75.3+19.4 73.7+15.8 600
Caidas en el Ultimo afio 34 (34.0) 46 (38.0) 18 (48.6) 292
Fracturas 423

No fracturas 62 (62.0) 81 (65.3) 24 (64.9)

S6lo no vertebrales 25 (25.0) 24 (19.4) 11(29.7)

Vertebrales 13 (13.0) 19 (15.3) 2(54)

Longitud de las repeticiones (CAG)n: SS = Ambas copias < 23; SL = s6lo una copia < 23; LL = Ambas
copias = 23. Los datos son medias + SD, medianas (IQR), frecuencias (%).
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Tabla 8.2. Subgrupo de mujeres postmenopausicas: clasificacion segin las longitudes de las

repeticiones CAG
SS SL LL P
N =100 N=124 N =37
L2-L4, glcm? 0.809 0.839 0.835 338
(0.778 ; 0.840) (0.812; 0.867) (0.784 ; 0.886)
Cuello femoral, g/cm? 0.657 0.670 0.632 166
(0.635; 0.678) (0.651 ; 0.689) (0.597 ; 0.666)
Total de cadera, g/cm? 0.763 0.791 0.753 105
(0.739 ; 0.786) (0.770 ; 0.812) (0.715; 0.791)
Trocanter, g/cm? 0.561 0.590 0.573 088
(0.541 ; 0.580) (0.572 ; 0.608) (0.540 ; 0.605)
Intertrocanter, g/cm? 0.901 0.928 0.885 203
(0.873; 0.930) (0.902 ; 0.955) (0.837 ; 0.933)
Bua, dB/MHz 57.9 59.7 57.0 652
(54.1;61.7) (56.6 ; 62.9) (50.9 ; 63.1)
SOS, m/s 1519 1521 1517 778
(1513 ; 1525) (1516 ; 1526) (1507 ; 1527)
Qui-Stiffness 75.1 77.0 74.3 671
(71.2;79.1) (73.7 ;80.2) (68.0 ; 80.6)

Los datos son medias ajustadas por edad e IMC (IC - 95%)

En cadera y en intertrocanter, el valor éptimo de g es cero, lo que significa que

la mejor asociacion da todo el peso a la cadena larga de (CAG),. En trocanter,

practicamente, ocurre lo mismo (q = 0.09). En la zona lumbar sin embargo, el q

optimo es 0.32, lo que estaria indicando que el tamafio de la cadena corta de
(CAG), influye en la DMO lumbar. Ver tabla 9, Fig. 24.
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Tabla 9. Modelos aditivos para los marcadores DXA en mujeres postmenopausicas segln edad, indice de masa
corporal y media ponderada de las repeticiones (CAG)n. La tabla muestra el coeficiente de ponderacion (q) para el

que el p-valor es minimo (mayor asociacion), el p-valor y el efecto de los repeticiones (CAG)n sobre la DXA

Tipo de determinacion Marcador g-6ptimo P-valor Efecto*

DXA L2-L4 0.32 .080 Creciente
Cuello femoral 0 .265 NS
Total de cadera 0* 034 Creciente
Trocanter .09 .006 Creciente
Intertrocanter 0* .066 Creciente

QuUS BUA 0.58 0.263 NS
SOS 0.64 485 NS
Qui-Stiffness 1 441 NS

(*) Implica que el efecto es exclusivo del brazo largo de las repeticiones CA

También el resultado del analisis de la asociacion de cada uno de las
mediciones de DMO con edad, IMC y las repeticiones de (CAG), arroja
resultados similares al del conjunto de las mujeres, ya comentado. Se pueden

apreciar en las gréficas 25.1 a 25.5.
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Figura 24. Modelos aditivos para los marcadores DXA en mujeres postmenopausicas segun edad,
indice de masa corporal y media ponderada de las repeticiones (CAG),. Los gréaficos muestran los p-
valores correspondiente al efecto de las medias ponderadas de las repeticiones (CAG), segun coeficiente
de ponderacion q. Notese que las asociaciones méximas se obtienen para valores de g nulos o préximos
a cero. Ello significa que el efecto de las cadenas largas de repeticiones (CAG), es mayor que el de las
cortas, siendo el de las Ultimas no significativo en todos los casos.
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Figura 25.1. Modelo aditivo para la DXA en el L2-L4 (mujeres postmenopausicas). El efecto de la media
ponderada es cuasi-significativamente creciente (p = 0,080)
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Figura 25.2. Modelo aditivo para la DXA en el total de cadera (mujeres postmenopausicas). El efecto de la

media ponderada es significativamente creciente (p = 0,034)
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Figura 25.3. Modelo aditivo para la DXA en trocanter (mujeres postmenopausicas). El efecto de la media
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Figura 25.4. Modelo aditivo para la DXA en el intertrocanter (mujeres postmenopausicas). El efecto de la

media ponderada es cuasi-significativamente creciente (p = 0,066)
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V.5 ANALISIS DE LAS REPETICIONES (CAG)y DEL GEN DEL RECEPTOR
DE ANDROGENS SOBRE EL RIESGO DE DESARROLLAR

OSTEOPOROSIS EN LAS MUJERES MENOPAUSICAS

Con los resultados anteriores interesaba estudiar en las mujeres
postmenopausicas las posibles variables que tuvieran asociacion con la

aparicion de osteoporosis y en especial las repeticiones de (CAG),.

La tabla 10 muestra los valores obtenidos del andlisis de las variables
relacionadas con osteoporosis. De ellos se desprende que, en la comparacion
de ambos grupos, la edad no presenté diferencia significativa.

Vemos que solo el IMC (p=0,002) y las fracturas (p=0,014) muestran
asociacion significativa. Con respecto al primero se aprecia que las no
osteoporéticas tienen mayor IMC. Esto puede estar en relacion con mayor
conservacion de DMO y también de masa muscular. De cualquier forma, la IMC

muestra asociacion con alta significacion con la osteoporosis.

De las no osteoporoéticas cabe decir que resulta esperada la distribucion de las
variables dada la ya conocida fragilidad de las osteopraéticas frente a las que no

lo son.

Las repeticiones de (CAG),, (GGN), y del brazo largo de (CAG),, tampoco
mostraron asociacion al categorizar las longitudes por la media de las

repeticiones en la poblacion estudiada.
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Tabla 10. Analisis de la osteoporosis en mujeres postmenopausicas

Osteoporosis *
No Si P

N =134 N =126
Edad, afios 64.4 £10.2 66.0 + 11.4 225
IMC, Kg/m2 28.0+4.8 261147 .002
CAG (brazo largo) 24 (21 ; 25) 23 (21 25) 367
CAG* 992

SS 51(38.3) 47 (37.6)

SL 63 (47.4) 60 (48.0)

LL 19 (14.3) 18 (14.4)
GGN* 988

SS 63 (47.4) 60 (48.0)

SL 50 (37.6) 47 (37.6)

LL 20 (15.0) 18 (14.4)
Calcio, mg/dL 9.85+0.50 9.69 +0.88 .080
Fésforo sérico, mg/dL 3.47 £0.50 3.61+0.85 104
Fosfatasa alcalina, U/L 82 (65 ; 100) 86 (69 ; 101) B77
Fosfatasa &cida tartrato resistente, U/L 2.40(2.10; 2.65) 2.50(2.10; 3.10) 059
Proteinas totales, g/dL 7.2(6.9;7.5) 7.1(6.9;7.5) 141
TSH, mUI/L 1.96 (1.23 ; 2.68) 1.87 (1.27 ; 2.30) 144
25-HCC, ng/mL 21.0(16.0; 26.3) 21.0(16.0; 28.0) ,753
Osteocalcina, ng/mL 19.1(13.8; 26.1) 17.6 (8.9;30.7) 427
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.37(0.21;0.48) 0.40(0.26; 0.63) .070
Hormona paratiroidea, pg/mL 48.6 (37.4 ;65.9) 45.6 (31.7 ;68.7) 222
PINP procolageno, ng/mL 495 (25.1;54.4) 444 (24.1;67.0) 250
Caidas en el Ultimo afio 46 (34.6) 51((41.1) 338
Fracturas 015

No fracturas 97 (72.4) 70 (55.6)

S6lo no vertebrales 25(18.7) 34 (27.0)

Vertebrales 12(9.0) 22 (17.5)

Los datos son medias £ SD y medianas (IQR); (*) T-score en L2-L4 6 en cuello femoral < 2.5
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El andlisis por el modelo logistico aditivo para osteoporosis mostro (Fig. 26.1) que,
para el conjunto de medias, la maxima asociacion de CAGq se obtuvo con un
valor de g de 0,61, lo que descarta una asociacion con ninguna de las longitudes

de repeticion.
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Figura 26.1. Modelo logistico aditivo para la osteoporosis: p-valores correspondientes al CAG,, (test de razon
de verosimilitudes) segun el factor de ponderacion g. Notese que el CAG, con maxima asociacion con la
osteoporosis se obtiene para g = 0.61

A pesar de lo anterior, analizando los efectos de los tres factores mas implicados,
edad, IMC vy repeticiones de (CAG),, sobre la probabilidad de osteoporosis,

obtuvimos una asociacién muy fuerte de los tres.

Resulta llamativa la gran significacién del IMC (p< 0,001), mientras que la edad y

las repeticiones (CAG), presentaron la misma probabilidad (p=0,034).

Como resultado del analisis de las medias ponderadas las funciones de los dos
primeros mostraron un efecto lineal. Para las medias ponderadas de repeticiones

(CAG), mostré una funcion no lineal, representado en la figura 26.2. En esta se
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aprecia que el incremento en el niumero de repeticiones se asocia con

disminucién en la probabilidad de osteoporosis.

P-valor = 0.034

c,“ —|_1 IIIII | III IIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII III [

16 18 20 22 24 26

Efecto sobre la probabilidad de osteoporosis (IC-95%)
1
|

Media ponderada de repeticiones CAG

Figura 26.2. Efecto de las repeticiones (CAG), sobre la probabilidad de osteoporosis.

Este comportamiento de las repeticiones (CAG), confirma los hallazgos previos
en los cuales se apreciaba esta asociacion de las repeticiones (CAG), largas con

un efecto protector sobre la osteoporosis o con menor pérdida de DMO.

El modelo estimado de probabilidades de osteoporosis para este modelo logistico
aditivo, recogido en la tabla 11, muestra p significativas para las tres variables
resefladas y en el caso de las repeticiones de (CAG), confirma el efecto protector

suave sobre la osteoporosis
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Tabla 11. Modelo logistico aditivo para la probabilidad de osteoporosis.

Coeficiente (SE) P* OR (IC-95%)
Término independiente 1.014 (0.985) -
Edad, por afio 0.026 (0.013) 034 1.026 (1.002 ; 1.052)
IMC, por kg/m? -0.102 (0.029) <.001 0.903 (0.853 ; 0.955)
CAG Spline cubico 034

(*) Test de razén de verosimilitudes

IV.6 ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE LOS GENOTIPOS SS, SL Y LL CON

LA DXA Y QUS EN MUJERES PRE-MENOPAUSICAS

En esta seccion analizamos la asociacion de los genotipos SS, SLy LL con
los marcadores bioquimicos, las determinaciones DXA y los valores QUS en el
subconjunto de mujeres pre-menopausicas. EI nimero de éstas es de 57, lo que
significa que las estimaciones obtenidas son de menor precision que las
obtenidas para el grupo total de mujeres (n = 310) y para el subgrupo de
postmenopausicas (n = 263). La finalidad fundamental es explorar si estos

resultados concuerdan con los de Yamada et al.>*®

. Nuestros resultados, sin
embargo, no parecen concordar con los de ellos. Los datos crudos que se
muestran en la tabla 12 no muestran diferencias de los marcadores DXA y QUS
entre los tres genotipos. Dado que las mujeres del grupo LL son de mayor edad (p
= .078, pero el tamafio de este grupo es muy reducido) obtuvimos las medias de
los referidos marcadores ajustas por edad e IMC (tabla 13). Los resultados siguen
sin mostrar diferencias significativas, pero los datos apuntan a valores DXA mas

elevados en las mujeres que tienen el alelo L.

La distribucion de frecuencias de los genotipos es: n(SS) = 22 ; n(SL) = 28;
n(LL) = 7. Para esta distribucion, la poblacibn no muestra desacuerdo con el

principio de Hardy-Weinberg, a saber: y* = 0,045; p = 0,831.
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Tabla 12. Subgrupo de mujeres premenopausicas: clasificacion segun las longitudes de las repeticiones

CAG
SS SL LL P
N =22 N=28 N=7

Edad, afios 36.8+11.4 39.3+10.7 479+ 11.7 078
indice de masa corporal, kg/m?, 241£5.2 26.9+6.3 222+18 092
Calcio, mg/dL 9.9(9.7;10.2) 9.9(9.7;10.1) 9.8(94;9.9) 453
Fosforo sérico, mg/dL 35(3.0;3.8) 35(3.2;4.0 39(3.6;4.4) 057
Fosfatasa alcalina, U/L 77.2(50.0;87.0) 73.0(68.5;77.0) 87.5(73.7;101) 935
Fosfatasa acida tartrato 20(1.7;23) 24(21;28) 24(21;3.8) 025
resistente, U/L
Proteinas totales, g/dL 74(7.2;7.0) 73(7.1;7.5) 7.3(7.1,;7.5) .788
TSH, mUIIL 1.9(1.5;23) 1.2(09;2.7) 1.9(1.3;25) .009
25-HCC, ng/mL 22 (18 32) 24 (19;29) 22 (17 ; 24) 626
Osteocalcina, ng/mL 196 (12.2;26.0) 17.1(11.8;26.7) 13.7(7.2;25.9)  .847
Beta-CrossLaps, ng/mL 0.3(0.22;04) 0.4(0.24;0.6) 0.7(0.54;0.7) .069
PTH, pg/mL 33.1(28.2;494) 39.0(33.0;51.5) 39.9(34.2;442) 49
PINP procolageno, ng/mL 40.3(34.0;484) 39.4(31.3;49.5) 63.6(46.0;78.9)  .301
L2-L4, g/lcm? 0.985+ 0.193 0.993 + 0.149 0.895 + 0.149 377
Cuello femoral, g/cm? 0.756 + 0.169 0.791+0.125 0.806 + 0.097 604
Total de cadera, g/cm? 0.877 £ 0.263 0.899 + 0.124 0.867 + 0.066 882
Trocanter, g/cm? 0.675 + 0.201 0.671+0.103 0.645 + 0.075 .892
Intertrocanter, g/cm? 0.978 + 0.246 1.048 + 0.146 1.012 £ 0.075 425
Bua, dB/MHz 60.0 +21.9 75.0+17.4 746 £ 16.7 602
SOS, m/s 1554 + 42.2 1556 + 30.5 1549 + 24.7 919
Qui-Stiffness 96.1 +25.4 97.7+18.9 94.7 +16.2 949
Caidas en el Ultimo afio 1(4.5) 3(11.1) 1(16.7) 510
Fracturas 274

No fracturas 17 (77.3) 25 (89.3) 5(71.4)

S6lo no vertebrales 4(18.2) 3(10.7) 1(14.3)

Vertebrales 1(4.5) 0 1(14.3)

Longitud de las repeticiones CAG: SS = Ambas copias < 23; SL = sdlo una copia < 23; LL = Ambas copias =

23. Los datos son medias + SD, medianas (IQR), frecuencias (%).
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Tabla 13. Subgrupo de mujeres premenopausicas: clasificacion segun las longitudes de las repeticiones

CAG
SS SL LL* P
N =22 N=28 N=6
L2-L4, g/cm? 0.987 0.980 0.995 978
(0.019; 1.054) (0.920 ; 1.041) (0.861; 1.129)
Cuello femoral, g/cm? 0.761 0.773 0.885 .100
(0.708 ; 0.814) (0.726 ; 0.819) (0.783 ; 0.988)
Total de cadera, g/cm? 0.882 0.880 0.944 .738
(0.805; 0.958) (0.812; 0.949) (0.792; 1.095)
Trocanter, g/cm? 0.678 0.656 0.711 676
(0.619; 0.738) (0.603 ; 0.709) (0.593 ; 0.828)
Intertrocanter, g/cm? 0.988 1.026 1.087 463
(0.912; 1.064) (0.960 ; 1.092) (0.940; 1.234)
Bua, dB/MHz 69.4 74.3 76.1 685
(60.0;78.7) (65.6 ; 83.0) (57.1;95.1)
SOS, m/s 1553 1556 1558 946
(1536 ; 1569) (1540 ; 1571) (1524 ; 1592)
Qui-Stiffness 94.4 95.9 98.1 947
(83.7; 105) (86.0 ; 106) (76.4 ; 120)

Los datos son medias ajustadas por edad e IMC (IC — 95%)
(*) No se dispone de la determinacion del IMC de una mujer
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V. DISCUSION

V.1 CARACTERISTICAS DE LOS CASOS

El presente estudio ha sido desarrollado en una muestra de la poblacion de Gran
Canaria, tal como ya queddé comentado, con el propésito de evaluar variables
concretas de la misma relacionadas con la osteoporosis. La cohorte formada por
371 casos tuvo una distribucion asimétrica entre sexos. Si bien se pudiera
considerar pequefio el subgrupo de hombres, este fue suficiente para realizar los

analisis estadisticos de los resultados, al menos como subgrupo.

Se observo una diferencia estadisticamente significativa en la edad entre ambos
sexos, lo que ciertamente dificulta la comparacion, dada la conocida influencia

que tiene esta variable en la presentaciéon de la osteoporosis'??3*

, que afecta
mas a las mujeres. Por esta razon, y excepto el primer andlisis descriptivo inicial
comparativo, todos los demas se realizaron separadamente por sexos.
Indudablemente esta condicibn de mayor edad en las mujeres condiciona la
significacién entre los dos subgrupos respecto a valores méas bajos en la medicion

de la DMO, asi como mayor niumero de caidas.

La menor actividad fisica que encontramos entre ambos sexos tiene gran
significacién y hay marcadas diferencias entre los grupos. Concuerdan nuestros

365 en un estudio

resultados con lo recogido en la literatura y como se sefala
europeo sobre osteoporosis, suele ser debida a la prosperidad socioeconémica.
Este es el factor que mejor predice la diferencia de riesgo de osteoporosis entre
comunidades, y es un factor importante a considerar en nuestro estudio por las
diferencias halladas en otros previos sobre fractura de cadera en Canarias con
respecto al resto del pais®®®. Tiene una fuerte relacién con el riesgo de fractura®”’,
y constituye el estimulo mecanico para la Optima adaptacion de masa,
arquitectura y estructura esquelética. Ademas reduce el riesgo de caidas*®®>%°. De
hecho las mujeres sedentarias tienen un riesgo 43% mayor de fracturas de cadera
que las mas activas®®. El abandono del sedentarismo y el fortalecimiento

muscular disminuye también el riesgo de fracturas vertebrales®'*32,

El tabaquismo es un hallazgo en nuestro estudio con significacion estadistica

entre ambos sexos. Es considerado un factor de riesgo, fundamentalmente por
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tener los fumadores menor IMC y actividad fisica®®’, asi como por reduccién de la
eficacia de absorcién intestinal de calcio®”®. En varios metaanélisis el consumo de

tabaco se asoci6 al riesgo de fracturas por fragilidad®®*.

Las caidas, también muestran una diferencia destacable, entre ambos sexos, mas
del doble en las mujeres de nuestro estudio, y coincide con la literatura, en la que
se recoge que el riesgo de las mismas aumenta con la edad y es mayor en
mujeres que en hombres ancianos. Aproximadamente un tercio sufrirAn una

caida, un 5% de ellos tendran una fractura y un 1% sera de cadera®".

En el caso de las fracturas nuestros resultados contradicen los de la literatura
pero sobre todo en uno de sus aspectos y es el de las vertebrales, en las que los
hombres superan a las mujeres. En la literatura se recoge una incidencia superior

375376 v un aumento exponencial con la edad®3",

al doble en mujeres
Consideramos que este hallazgo se debe a que la cohorte de estudio no fue
reclutada para realizar un estudio epidemiolégico, por lo que no guarda un
equilibrio entre sexos para poder realizar comparaciones. Ademas estos datos

referidos son descriptivos sobre los hallazgos obtenidos.

Los valores de colesterol sérico total y de colesterol LDL*¥* muestran diferencias
significativas estando més elevados en las mujeres. Muchas observaciones han
mostrado interrelacion entre andrégenos, la distribucion de la grasa corporal y la

294,381
y

el metabolismo de los triglicéridos®***®, La importancia de la influencia de la T

sensibilidad a la insulina, estando involucrados en la regulacion del HDL-c

sobre el metabolismo lipidico es sefialada por el hecho de que el suplemento de
la misma en hombres con hipogonadismo disminuyen los niveles de HDL-c. En
hombres normales tratados con dosis suprafisiolégicas de T disminuyen los
niveles de HDL-c sobre un 20%. Al contrario la supresién de la T enddgena

aumenta el HDL-c 384385,

Sin embargo, la mayoria de estudios en hombres relacionan descensos de la
concentracion de T y la combinacién con AR de cadenas largas de (CAG),, con
factores de riesgo cardiovascular, como LDL-c elevado y bajo HDL-c. Esta
asociacion se ha encontrado que ejerce un efecto de deterioro del perfil

metabdlico.
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® sobre

En contraste, en un estudio realizado con poblacién de Canarias®
repeticiones (CAG), y (GGN), y su influencia en dislipemia y resistencia a
insulina, encontraron que los hombres mostraban niveles significativamente mas

bajos HDL-c, pero no asi de LDL-c, al contrario que en nuestro caso con el dltimo.

El hallazgo de mayor concentracion de FATR en mujeres fue congruente con la
mayor actividad de recambio 0seo correspondiente a la edad peri- y post-

menopausica, ya descrita en otro capitulo, de la mayoria de las mujeres.

La PTH aumentada en las mujeres, con diferencia significativa, es consistente con
el proceso de aumento de recambio éseo en la postmenopausia. La PTH tiene un
doble mecanismo que regula la diferenciacién osteoblastica mientras inhibe su
apoptosis®®"3®8_ Simultdneamente, regula la osteoclastogenesis a través de los
receptores de ella en los osteoblastos, que modulan un mecanismo paracrino en
el que intervienen las efrinas®°. En este sentido y sobre un papel en los OC
apunta el hecho de que la inhibicion de la reabsorcién atentia o suprime el efecto
anabolizante de la PTH, lo que se demuestra en ratones c-fos” , que son
osteoporéticos por incapacidad de formacién de estas células®®. Asi en las
mujeres postmenopausicas el aumento de PTH estaria en relacibn con el
aumento de remodelacion 6sea regulado por mecanismos autocrinos y paracrinos
locales, ademas de endocrinos generales. El hecho de que los hombres tengan
menor nivel de PTH es consistente con la hipo6tesis de que la actividad
androgenica frene la remodelacién 6sea que normalmente es atribuida a una
actuacion a nivel local, aunque también es consistente con la modulacion de la
secrecion de PTH, pues es conocido que la T inhibe y el E estimula la secrecién
de PTH.

Finalmente la diferencia en beneficio del grupo de hombres observada en la
medicion de la DMO tanto mediante DXA como QUS es congruente con la
diferencia en el proceso normal de pérdida de masa 6sea entre sexos. Partimos,
salvo excepciones, de una DMO mayor produciéndose una perdida normal por
envejecimiento en ambos. Ademas en mujeres hay una pérdida acelerada tras la
menopausia que se estabiliza e iguala sobre los 65 afios, con el varon. Sin
embargo, en los hombres persiste un continuo crecimiento peridstico por lo que el

tamafio 6seo es mayor***%, En nuestro caso lo hombres estan en una franja de
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edades mas bajas que las mujeres por lo que es esperable un resultado como el

obtenido.

En cuanto a la toma de medicaciobn sedativa, no encontramos datos para
contrastar los referidos por nosotros, no siendo tampoco objeto de este estudio,
Destaca, no obstante la diferencia de su toma, entre sexos, mayor en el mas
vulnerable, dado que pueden favorecer las caidas siendo un factor de riesgo

para fracturas reconocido.

V.2 DISTRIBUCION ALELICA PARA LOS MICROSATELITES (CAG)n Y

(GGN)n

Recordamos que la distribucion alélica estaba en el equilibrio de Hardy-Weinberg.
Esta distribucion alélica que obtuvimos en nuestro estudio fue coincidente tanto
para (CAG), como CGN, con otros autores, si bien la amplitud de las repeticiones
difiere ligeramente con la de otras poblaciones estudiadas, aun coincidiendo en
ser caucasicas. En ambos sexos las medianas de (CAG), y (GGN), fueron
similares a las recogidas en otras cohortes de las mismas caracteristicas
étnicas?®>3%%3% Ademas en un &mbito mas préximo, son idénticas a las medidas
para la poblacién de Gran Canaria®® y para el archipiélago [estudio ENCA]. No
obstante es un hecho demostrado que hay diferencias raciales en las longitudes
de repeticion de (CAG),, asi se ha descrito que los afro americanos son los que

260,280,396

tienen una prevalencia de estas repeticiones mas cortas . En nuestro

caso, se ajusta a longitudes medias con desviaciones en ambos sentidos, propios

de nuestra poblacion.

V.3 ANALISIS DE ASOCIACION DE ALELOS (CAG)y, (GGN)y Y

OSTEOPOROSIS

El analisis inicial reprodujo la estructura de estudios previos en los que se
categorizan los casos atendiendo a la mediana de la distribucién de las longitudes

de repeticién de los microsatélites en la poblacidén estudiada. Se forman asi dos
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categorias, aquellas con alelos cortos (s) o largos (I) de (CAG), Yy (GGN),, segun
sean inferiores o superiores las repeticiones al punto de corte. Esta metodologia
de clasificacién es la habitual que encontramos en los estudios revisados. Con
este modelo de categorizacion no obtuvimos ninguna asociacion entre los
subgrupos de invidividuos S 0 L, de los alelos de (CAG), o de (GGN), y las
variables relacionadas con osteoporosis. Estos resultados coinciden con los de
otros autores que revelan que no hay efecto de los polimorfismos sobre masa

344,398,399

Osea o el riego de fracturas , pero difieren de otros estudios que indican

que secuencias largas de repeticion (CAG), han mostrado asociacion con

reduccion de la masa dsea en ambos sexos>18:324:326:343.397  pgf 326

Langdahl et al.
realizaron un estudio con 284 pacientes osteoporoticos con fracturas vertebrales
con una distribucién entre sexos aproximado al nuestro, 226 mujeres y 58
hombres en el grupo de casos. Obtuvieron que un 54,8% de ellas tenian una
media de repeticiones de 21 y mayores, encontrando al analizar que tanto la
media como la longitud de los alelos largos eran predictores significativos de
fracturas osteoporoticas en mujeres. Encontraron que la longitud de los alelos se
correlacionaba negativamente con la DMO en columna lumbar y cuello femoral,
aunque no en hombres. En estos, al contrario, la correlacién era positiva con la
longitud de repeticiones de (CAG), en columna lumbar, cuello femoral y en total
de cadera, pero no era predictor de fracturas osteoporoéticas. Esto contrasta con
el estudio de zitzmann et al.>*®, en hombres de raza blanca, en el que hallaron
correlaciéon inversa de las repeticiones largas, mayores de 21 con la DMO,
asociandose con menor DMO falangica, mayor recambio 6seo y perdida Osea
aumentada. AUn mas curioso resulta la ausencia de asociacion entre los
polimorfismos de AR y la DMO encontrado en un estudio en hombres finlandeses
de Remes et al.**°, asi como en otro de Van Pottelbergh et al.*** sobre una
cohorte de hombres mayores de 70 afios. El ultimo no hall6 asociacion entre
polimorfismo y DMO, marcadores bioquimicos o de metabolismo 6seo, como en

nuestro caso.

En cuanto a las repeticiones del (GGN),, cabe sefalar que no ha sido asociado a

enfermedades dependientes de andrégenos*®?4%

, aunque es cierto que se ha
establecido una relacion negativa entre sus repeticiones y la produccién de

proteina AR*"*. Realmente su relacién con el metabolismo 6seo parece ser muy
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pobre. Queda esto patente en un estudio en hombres jovenes, sobre masas
0sea y polimorfismos de (CAG), y (GGN),, realizado con poblacion de Gran

Canaria (Espafia), por Guadalupe-Grau et al. (2010)*?

, en el que al considerar los
polimorfismos separadamente no encuentran asociacion entre la longitud de estos
y la DMO, aun ajustandolos por edad y altura. Esto coincide con lo observado en
nuestro estudio donde tampoco obtuvimos asociacibn ni en mujeres ni en

hombres.

Si bien consideramos nuestros hallazgos, somos también conscientes de que
estudios previos sobre esta cuestion han generado resultados

contradictorios342:398:402:403

Serian precisos futuros estudios, de disefio mas
homogéneo, comparables, para poder clarificar esta cuestion. Otro aspecto a
considerar seria la posible interaccién de los polimorfismos de las repeticiones de

(CAG), y (GGN), en dichos estudios.

En las mujeres, y cifiéndonos a las repeticiones (CAG),, resulta igualmente
controvertido, toda vez que los polimorfismos se ven duplicados dandose tres
posibles combinaciones, segun las dos longitudes de repeticiones de cada

microsatélite, obtenida segun la convencién antes mencionada.

En el estudio de Langdahl, como préximo al nuestro, encuentra que las que tienen
genotipo homocigoto SS muestran mayor DMO en todas las zonas medidas,
aunque las diferencias fueron significativas solo en columna. El andlisis por
regresion lineal indico que la longitud de los alelos largos esta negativamente
correlacionado con la DMO en columna lumbar y cuello femoral. Este mismo

hallazgo tuvieron Sowers et al.3®*

en un estudio en mujeres peri y
premenopausicas. Una diferencia del primero con el nuestro es el punto de corte
elegido para las cadenas, dado que ellos utilizan las 20 repeticiones para definir
las cadenas cortas, o que en nuestro caso fue de 23, como en el estudio de
Yamada et al®**®. Esto confirma nuestros datos al coincidir la longitud de las
cadenas largas, con las de ambos, y no mostrar el efecto de disminucion de DMO

en el grupo de mujeres totales.

Refiere, el ultimo, que la DMO en todas las zonas fue inferior, en aquellas con
repeticiones por encima de la media pero no significativamente. Ademas

describen que la DMO en columna lumbar tiene tendencia a disminuir en grupos
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combinados de mujeres con genotipos SL y LL o en las SL frente a las SS,
aunque de forma no significativa. Coincidimos en la falta de significacion pero
nuestros resultados no muestran tal tendencia, sino la contraria en esta

localizacion, tanto en el grupo total de mujeres como solo en postmenopausicas.

En un estudio, finlandés, sobre mujeres perimenopausicas sanas, no han podido
demostrar asociacion entre estos polimorfismos y la masa 0sea. Cabria pensar
que pueden existir diferencias entre grupos étnicos y geogréficas en las
repeticiones de (CAG), Y, por tanto, en la presentacion de los diferentes genotipos
que puedan justificar las discordancias. Otra cuestion a considerar es la
influencia de otros factores que juegan un papel importante en el metabolismo
0seo y a la vez variable en funcion de la etapa de la vida. Este hecho queda
ademas reafirmado por estudios epidemiolégicos que demuestran el efecto de los

andrégenos en mujeres adolescentes y premenopausicas**4%.

Un aspecto a considerar es el del IMC, como factor de riesgo sobre las fracturas
osteoporéticas que es, y su relacion con los diferentes genotipos para el AR. En
nuestro estudio no muestra diferencias significativas entre los diferentes genotipos
(CAG), 0 (GGN),, primero en el grupo total de mujeres, posteriormente en las
postmenopausicas y finalmente dentro de estas entre las que son osteoporoticas
y las que no. Sin embargo se aprecia una tendencia al crecimiento del IMC tanto

en hombres como mujeres hacia los genotipos LL, tanto de (CAG), como (GGN), .

Coinciden los datos de las mujeres con lo referido por otros autores, si bien en el
caso de Yamada lo refiere como peso y altura separados, no habiendo cambios

en el primero.

Entre la mujeres postmenopausicas osteoporéticas y no, de nuestro trabajo, hay
diferencia significativa, siendo el IMC de las segundas mayor, lo que pudiera
considerarse esperable considerando la pérdida de masa ésea, si ya no también

muscular, etc. No muestran diferencias en la edad.

Como referencia sobre datos de nuestra poblacién valgan los referidos por

Gonzalez et al.*%®

estudio “CDC de Canarias™®*%® realizado entre el afio 2000 y 2005. La

, sobre una cohorte de 1.580 individuos reclutados para el

componian 900 mujeres y 680 hombres, entre 18 y 75 afios, reclutados de la
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poblacion general de las lIslas Canarias (Espafia). Recoge este autor IMC
mayores para ambos sexos, dentro de las caracteristicas antropométricas
basales, pero con predominio de las mujeres, mostrando diferencia significativa.
En este trabajo la edad de las mujeres es muy inferior al del nuestro, mientras los
hombres son ligeramente mas jovenes. Quizas se deba a esto la diferencia en los
datos, entre ambos, ademas del aumento de peso y grasas corporal en las

mujeres postmenopausicas.

V.4 ANALISIS DE ASOCIACION DE ALELOS (CAG)y Y DMO EN MUJERES

POSTMENOPAUSICAS

V.4.1 ANALISIS MEDIANTE DICOTOMIZACION DE LAS FRECUENCIAS DE

(CAG)n

Ya se ha comentado que todas las células de las mujeres sufren la inactivacién de
uno de los cromosomas X y habitualmente se considera un proceso aleatorio,
aunque ocurren inactivaciones sesgadas o asimétricas, o que parece ser un
caracter heredado, ligado a un loci de este cromosoma®*®®**!. Estas inactivaciones
asimétricas se definen como la inactivacion del mismo alelo en méas del 80% de
las células inactivadas*®®*!. Sobre este proceso, Calvo et al. han realizado un
estudio en 54 mujeres con hirsutismo y 13 controles normales hallando que la
frecuencia de asimetria era similar en ambos grupos y ademas que tanto las
repeticiones cortas como las largas estaban sujetas a inactivacion asimétrica con
la misma frecuencia. Sin embargo, Vottero et al.***, estudiando un proceso similar
llegan a resultados diferentes, con un 69% de pacientes que mostraban asimetria,
con inactivacion de los cromosomas con cadenas largas, suponiendo un
predominio de accién de los AR con repeticiones cortas. La metodologia utilizada

en ambos estudios es esencialmente la misma.

Calvo et al. aportan un razonamiento, a tener en cuenta, para la valoracion de sus
resultados y es que la inactivacion del cromosoma X se realiza a partir de ADN

obtenido de células mononucleares sanguineas, por lo que consideran que existe
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la posibilidad de que el patron de inactivacion en los tejidos sea diferente, tal vez

especifico de cada tejido.

Estos dos estudios mencionados valoran individualmente el ndmero de
repeticiones en cada alelo, considerando aquellos pocos casos (10) en que

coinciden el mismo namero de repeticiones como 2 alelos.

En nuestra poblacion, el subgrupo de mujeres totales present6 heterocigocia (SL)
en un 47,8% (152 casos) y el de postmenopausicas exclusivamente un 47,5%
(134), como diferencia con los dos estudios anteriores, ademas del tipo de

poblacién, edad y patologias subyacente.

V.4.2 MEJORA DEL ANALISIS ESTADISTICO

En los problemas de regresion, el efecto de una variable X sobre otra Y son en
general no lineales. En la figura 22.1 podemos observar como evoluciona la
DMO en la zona lumbar (Y) a lo largo de las edades (X). El marcador Y presenta
una leve caida que se acelera en el climaterio para luego estabilizarse a partir de
los 60 afios. En la figura 25.1 pueden verse claramente otros efectos no lineales

sobre la DMO en zona lumbar.

Tal como sefialan Hastie et al (2009, pg 139) (sic), la representacién de los datos
por un modelo lineal es normalmente una conveniencia, y algunas veces una
necesaria aproximacion. Algunas veces necesaria, porque con pequefios
tamafios muestrales y nimero de parametros elevado, el modelo lineal puede ser
capaz de ajustar el modelo sin sobreajuste. Este no es desde luego nuestro caso,
donde, el numero de mujeres incluidas en el modelo fue de 310 siendo el de las
postmenopausicas de 263. Ademas el nimero de variables introducidas en el

modelo es sélo de tres (Edad, IMC, media ponderada de repeticiones (CAG),).

Yamada et al (2005) ajustan la DMO en zona lumbar frente al nimero medio de
repeticiones (CAG), en mujeres pre-menopausicas por un modelo lineal. Una
inspeccion visual de los datos sugiere que a partir de una media de repeticiones
CAG de 25, la DMO se estabiliza. Hubiese sido interesante explorar el modo en el

gue realmente influye este nUmero medio de repeticiones sobre la DMO lumbar.
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Los modelos aditivos son una herramienta indispensable para un tratamiento en
profundidad de las eventuales faltas de linealidad en los modelos de regresion (en
realidad, lo mas frecuente). Estos modelos exploran el modo en el que una
variable independiente X, se asocia con la dependiente Y, pudiendo ser la
solucion en algunos casos lineal. En las figuras 22 y 25 pueden observarse que
algunos efectos son lineales, pero ello no fue impuesto en el modelo, sino que se
reveld6 como la solucidon Optima. En otros casos, los efectos son claramente
lineales y en la mayoria, son efectos no lineales que discrepan levemente de la

normalidad.

Otra cuestion de debate interesante es la forma en la que deben resumirse los
nameros de repeticiones (CAG), obtenidos de las dos copias del gen RA. ¢ Por
qué se impone que sea la media aritmética? ¢No podria ocurrir acaso que la
proteina que intervenga en el proceso de formacion-destruccién del hueso sea
sélo la que tiene el mayor numero de repeticiones? ¢O qué sea una media en la

que una tenga un mayor peso que la otra?

En los problemas en los que se evalla la asociacion del sindrome metabdlico con
la presion arterial, ambas tensiones (sistélica y diastélica) se promedian
asignandole doble peso a la diastélica (media ponderada).

Nosotros hemos analizado el efecto de las repeticiones (CAG), en mujeres
mediante medias ponderadas, pero sin presuponer ningun valor a priori para el
coeficiente de ponderacion q. Hemos seleccionado aquel que lleva a la maxima
asociacion (minimo p-valor) con la DMO correspondiente (lumbar, cuello femoral,

cadera, trocanter e intertrocanter).

En realidad, este proceso tiene similitudes con los procedimientos clasicos de
seleccion de variables en los problemas de regresion. Entre un conjunto de
variables candidatas a ser introducidas en el modelo, seleccionamos aquella que

mantiene la maxima asociacion con la variable de respuesta (endpoint).

En la figura 24 puede verse una clara asociacion entre la DMO en cadera con las
repeticiones (CAG), (p = 0.037) ajustada por edad e IMC. Notese que el
coeficiente de ponderacion éptimo es g =0 (ello supone que la mejor media

ponderada es la que le asigna todo el peso a la proteina que tiene el mayor
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namero de repeticiones (CAG),). Si hubiésemos simplificado el problema
mediante la media aritmética ordinaria (g = 1/2), el p-valor hubiese sido p = 0.2;
esto es no se hubiese detectado el papel de estas proteinas en el sistema de
variables implicadas en el metabolismo 6seo. ¢Seré tal vez por esto por lo que
Yamada et al no han encontrado asociaciones entre la DMO vy las referidas

repeticiones (CAG), en las mujeres postmenopasicas.

Cabe anadir por otra parte que las categorizaciones de estas variables que
conducen a los genotipos SS, SL y LL podrian constituir una excesiva
simplificacion del problema. Habiendo sido esa aproximacion la aplicada en
anteriores estudios de nuestro grupo, es probable que nos hayan pasado
desapercibidas asociaciones sutiles, pero importantes, entre las variables objeto
de estudio, que probablemente emergeran tras el reanalisis de nuestros datos con

la nueva metodologia aqui introducida.

V.4.3 ANALISIS MEDIANTE MEDIAS PONDERADAS DE LOS ALELOS (CAG)y

DE CADA INDIVIDUO, Y APLICACION DE LOS MODELOS ADITIVOS.

Aceptando la validez de la dicotomizacion en cadenas largas y cortas, a partir de
la mediana de la distribucién de las longitudes de repeticion, y con los anteriores
datos, nos planteamos que para cada mujer hay dos posibles combinaciones de
longitud de repeticion de (CAG),, aun siendo homocigoéticas. Esto nos suscito la
duda de cudl de las repeticiones o en qué medida la longitud de las mismas tenia
mayor influencia (mejor asociacion) sobre ciertas variables de osteoporosis
estudiadas por nosotros. Igualmente nos sugirid la incognita de cual seria la

probabilidad de osteoporosis de las mismas en mujeres postmenopausicas.

Hallamos, para esta finalidad, la media ponderada de las longitudes, para cada
sujeto del estudio, segun un factor g que mostraba la mejor asociacion de estas
con el p valor. Asi, el factor de ponderacion g permite explorar tentativamente el
peso relativo de ambos alelos sobre una variable determinada. Por el método de
los modelos aditivos, descrito en el capitulo correspondiente, obtuvimos las

eventuales asociaciones entre las variables estudiadas con las dos longitudes del
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alelo (CAG), en cada mujer, representadas ademas en las graficas

correspondientes.

Aplicando este planteamiento y este método a la longitud de las cadenas (CAG),,
y analizando su asociacién con DXA y QUS en columna lumbar, total de cadera
trocanter e intertrocanter hemos obtenido resultados que no se mostraban con los
modelos previos de categorizacion de las variables y distribucion de los individuos

en subgrupos de longitudes SS, SL y LL de alelos de (CAG),.

En el grupo total de mujeres, el analisis mediante modelos aditivos muestra la
mejor asociacion significativa entre la longitud de las cadenas (CAG), y la DMO
en total de cadera, intertrocanter y a continuacion en trocanter. No obtuvimos
asociacion significativa para columna lumbar. Esto se puede apreciar en las
graficas donde el factor de ponderacién g llega a valores de p iguales o proximos
a cero (<0.05).

Ademas ajustado para la edad, IMC y longitud de las cadenas (CAG), se puede
comprobar que las representaciones de las funciones del efecto de las medias
ponderadas sobre estos siguen la misma tendencia lineal. La Unica excepcion se
da al estudiar el efecto de la edad en columna lumbar, donde se muestra un
decrecimiento hasta los 65 afios, aproximadamente, en que se estabiliza. En
todas las demés localizaciones se aprecia un descenso con gran inclinacion con
el incremento de afios. Ademas la DMO aumenta con una pendiente acusada

creciente a medida que el IMC se hace mayor.

Lo mas destacable es que todo esto sucede mientras se muestra el aumento
significativo de la DMO a medida que crece el numero de repeticiones, de forma

lineal también, aunque mas suavemente que en el caso del IMC.

Estos resultados son significativos en las tres localizaciones indicadas, trocanter
(p=0.025), intertrocanter (p=0.049) y en total de cadera p=0.051). En columna
lumbar muestra tendencia creciente pero no llega a la significacion de P<0,05.
Todo lo anterior nos orienta a que, contrariamente a lo encontrado en la literatura,
ya expuesto, las cadenas largas de (CAG), tienen un efecto positivo sobre la
DMO en dichas localizaciones.
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Estos analisis fueron repetidos en el grupo de mujeres postmenopausicas, tanto
con el planteamiento clasico de categorizacion de longitudes por la media, como
con el nuevo método disefiado por nosotros de medias ponderadas y modelos

aditivos.

Con el planteamiento clasico hallamos asociacion practicamente significativa
(p=0.57) para el IMC, apreciando que curiosamente son las homocigoticas LL las
que mayor lo presentan. Este hallazgo no concuerda con los referidos por
Yamada et al.**®* en mujeres japonesa en las que no encuentra diferencias o

| 406

incluso con las de Gonzalez et a gue tampoco las recoge para nuestra

poblacion.

Con el método de medias ponderada y modelos aditivos hallamos, de nuevo, que
los resultados en mujeres postmenopausicas son superponibles aunque con
asociacion mas fuerte, y mejor significacion para trocanter (p=0.006) y total de
cadera (p=0.034). Aumenta ligeramente en columna lumbar (p=0.08) y es casi

significativo en intertrocanter (p=0.066).

Las graficas indican que en modelos aditivos la edad se comporta de forma
similar en el subgrupo de mujeres postmenopausicas que en el conjunto total de
mujeres, excepto en columna lumbar, donde hay escasa variacion con la edad, y

el IMC en la misma localizacidon donde no es linealmente creciente.
Para las restantes localizaciones demuestran nuevamente la misma tendencia.

Una vez méas debemos reafirmar nuestra conviccién en la certeza y correccion
sobre lo antes referido basandonos en el hecho de que seleccionando ain mas el
grupo los resultados confirman la asociacion, que defendemos, entre la DMO y las
cadenas largas y ademas que cuanto mas largas mayor efecto, aunque, eso si,

suave.

En cambio, el estudio realizado con las mujeres premenopausicas no fue posible
encontrar mas que tendencias en las principales variables, sin resultados
realmente significativos. Probablemente es debido a que el nimero de mujeres
premenopausicas estudiado (N=57) fue insuficiente. Pero las tendencias

encontradas en ese grupo, y la importancia de los hallazgos para mujeres
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menopausicas avalan la realizacion de un estudio mas amplio en mujeres pre-

menopausicas.

Esta forma de estudiar la influencia de los alelos supone un enfoque diferente, ya
que valora el peso del nimero de repeticiones de los microsatélites (CAG),, en
ambas copias del gen que codifica el AR (uno en cada cromosoma X), y su
combinacion en cada individuo, asi como el comportamiento frente a unas

variables relacionadas con la osteoporosis, y medidas por nosotros.

Consideramos, pues, que este estudio hace gala de una metodologia novedosa,
no descrita previamente en otros estudios referidos a la influencia de los alelos
(CAG)n y (GGN), en el ser humano. Procediendo de ese modo ha sido posible
desvelar las sutilezas en la influencia de éstos alelos en las variables relacionadas
con la osteoporosis, que no se habian podido poner de manifiesto usando

aproximaciones menos refinadas.

V.5 ANALISIS DE LAS REPETICIONES (CAG)y SOBRE LA OSTEOPOROSIS

Convencidos de la certeza de nuestros resultados, realizamos un analisis en este
mismo grupo de mujeres postmenopdausicas, buscando posible asociacion de
diferentes variables con la probabilidad de osteoporosis. Las clasificamos en dos
subgrupos segun tuvieran o no osteoporosis, de acuerdo a los criterios de la

OMS para definir esta enfermedad.

Hallamos asociacién significativa con dos variables el IMC y las fracturas. Para las
longitudes de repeticidbn no hallamos asociacion muestra significacion, incluso
analizando por separado la repeticion larga de (CAG),, lo que contrasta con lo
referido y ya comentado de otros autores.

El IMC era mayor en el subgrupo de las no osteoporéticas, lo que por otra parte
era esperable, por razones que ya comentamos anteriormente, en mujeres con
mayor DMO, entre otras cuestiones. Por otra parte la mayor incidencia de
fracturas y menor de no fracturas, en las osteoporoticas, significativamente,

corresponde con las consecuencias caracteristicas de esta enfermedad.
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Con nuestro planteamiento innovador de las medias ponderadas obtuvimos un
coeficiente de ponderacion (q=0,61) que nos informaba sobre la influencia mixta
de ambas cadenas. Sin embargo el modelo logistico aditivo mostrd significacion
de las tres variables, edad, IMC y repeticiones (CAG),. De ellas fue la edad la que
mostré una asociacion mas fuerte, pero tanto la edad como el IMC tienen
asociacion significativa con la osteoporosis y muestran una correlacion con

funcién lineal.

Las repeticiones de (CAG), muestran una funcion no lineal en relacion con la
osteoporosis, pero descendente en relacidbn con el aumento del nimero de

repeticiones o dicho de otra forma, con la mayor longitud de las cadenas.

Interpretamos que nuestro modelo de analisis es coincidente y confirma su
validez cuanto mas seleccionamos la muestra. Asi mismo, podemos afirmar que
la longitud de repeticion de (CAG), tiene una correlacion inversa con la
probabilidad de osteoporosis y que la mayor longitud de repeticiones supone un

factor protector frente a la misma.

V.6 ¢ QUE VALIDEZ TIENEN LOS HALLAZGOS DE ESTA TESIS?

Estudios realizados con construcciones genéticas en los que artificialmente se
han fijado longitudes variables de repeticiones de (CAG), han sustentado la
hipétesis, generalmente aceptada, de que menores longitudes de (CAG),

conducen a expresiones mas potentes de los genes regulados por andrégenos.

Ello se debe a que los tractos repetitivos de poligultamina (codificados por las
repeticiones del triplete CAG) se encuentran en la region de la proteina AR que
interactda con los factores de transcripcion requeridos para la expresion de los
genes dependientes de AR. Cuanto mayor sea el tracto poliglutamina, mas
dificultosa es la interaccion del AR con los factores de transcripcion, y menor la

intensidad de la transcripcion de los genes regulados por AR.

En resultados previos de nuestro grupo de investigacion hemos encontrado que
esta hipotesis es esencialmente correcta. Ademas hemos descrito repetidamente

gue la hipotesis se cumple generalmente mejor en mujeres que en hombres. Este
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hallazgo lo hemos atribuido a que quizas el efecto de los tractos cortos de
poliglutamina (menor longitud de (CAG),) es mas potente cuanto menor la

concentracion de androgenos

Pero al estudiar la influencia de los alelos del gen del AR sobre las variables de la
osteoporosis nos encontramos con bastantes dificultades para interpretar los
hechos descritos a la luz de la hipotesis de la hiperandrogenicidad de los tractos
cortos de (CAG),.

En primer lugar, debemos tener en cuenta que los efectos que describimos son
directamente atribuibles a los andrégenos y a su receptor. Sin embargo, la mayor
parte de la evidencia disponible de efectos de androgenos sobre la ostoporosis se
refiere a androgenos y hueso, y pueden ser debidos, al menos en parte, a la
aromatizacion de andrégenos a estrogenos, y actuacion a través del ER, y no a la

accion directa de los androgenos a través del AR.

En segundo lugar, los modelos experimentales realizados con constructos
génicos de variable longitud de los tractos (CAG), se refieren a efectos agudos
sobre expresion de genes dependientes de androgenos en modelos celulares. No
existen modelos experimentales aplicables a efectos a muy largo plazo de las
diferentes longitudes de (CAG),, y presumiblemente no los habrd en mucho
tiempo.

Por tanto, debemos considerar que la evidencia experimental disponible sobre los
efectos de las longitudes de (CAG), sobre variables fisiopatolégicas no es
aplicable directamente a fendmenos como la osteoporosis, que ademas de ser
fendmenos que ocurren a larguisimo plazo, son definitivamente multifactoriales en

Su origen.

No podemos criticar ni descalificar los métodos y planteamientos utilizados por
otros autores, puesto que son correctos, y nuestro propio grupo de investigacion
los ha usado en muchos estudios. Pero interpretamos que el modelo clasico de
analisis de categorizaciéon de los alelos por la media pierde sensibilidad al
discriminar menos y no considerar la amplitud de la variabilidad del efecto de las

combinaciones de longitudes.
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Coincidimos con algunos autores en que dadas las diferencias étnicas de
longitudes de repeticion, asi como otras influencias genéticas o ambientales sobre
la DMO, es importante examinar la relacion de los polimorfismos de repeticion de
(CAG), del AR sobre ésta en cada grupo étnico. Para ello debemos afiadir que es
importante utilizar modelos y métodos estadisticos mas sensibles y con mayor

capacidad de discriminacion.

Un estudio previo de la etnicidad de la poblacibn canaria revel6 que es
esencialmente caucéasica, con un componente africano inferior al 5% y la ausencia
de componente asiatico. Por tanto entendemos que la validez de nuestras

conclusiones es aplicable a las poblaciones caucasicas.

Nosotros debemos afirmar que consideramos que hemos demostrado que las
longitudes largas y, dentro de ellas, las mas largas de repeticiones de
microsatelites (CAG), en el gen que codifica el receptor de andrégeno tienen
menor asociacion con la probabilidad de osteoporosis y que, por tanto, producen

un efecto protector sobre la misma en las poblaciones caucasicas.
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VI. Conclusiones

Los estudios llevados a cabo sobre los parametros antropomeétricos, de
diagndstico del metabolismo 6seo, de DMO y sobre los microsatélites situados en
el gen AR, analizados mediante un enfoque novedoso, y descritos en esta

memoria nos permiten concluir lo siguiente:

1. La poblacibn por nosotros estudiada presenta valores similares y
superponibles a la poblacion general de Canarias y otras caucasicas de

diversas localizaciones, en los parametros de estudio de osteoporosis.

2. La densidad mineral 6sea (DMO) fue mayor en hombres concordando con

la evolucion descrita para la osteoporosis, para ambos sexos.

3. Las distribuciones de frecuencias alélicas para los microsatélites (CAG)n y
(GGN)n del gen del receptor de andrégenos (AR) observadas entre los
participantes de este estudio fueron similares a las halladas en otras
poblaciones caucasicas y, en particular, con frecuencias descritas para

otras poblaciones estudiadas Canarias.

4. La variabilidad de los microsatélites (CAG)n fue superior a la de los

(GGN)n, tanto en hombres como en mujeres.

5. Los microsatélites (GGN)n no han mostrado asociacion con la densidad
mineral 6sea ni con la probabilidad de osteoporosis, por lo que coincidimos
con otros autores en gue tienen escasa relevancia en el metabolismo 6seo,

asi como sobre la aparicion y desarrollo de la osteoporosis.

6. Las mujeres con repeticiones mas largas del microsatélite (CAG)n del gen
RA presentaron una densidad mineral 6sea mas elevada en las mediciones
de total de cadera, trocanter e intertrocanter. Este efecto es menor en la
columna lumbar, y no parece afectar al cuello femoral. Esta observacion
sugiere que las cadenas mas largas de (CAG)n favorecen la conservacion

regional de masa 6sea en la cadera.

7. En las mujeres menopausicas, de la poblacion estudiada, pudimos

demostrar la existencia de una correlacion inversa entre el nimero de
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repeticiones del triplete (CAG)n y la  probabilidad de desarrollar
osteoporosis. Esto sugiere un efecto protector de las repeticiones largas
del microsatélite (CAG)n del gen AR sobre la osteoporosis en mujeres

caucasicas menopausicas.
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VIIl. ANEXOS




VIIl.1: DATOS DE FILIACION

Nombre:
Sexo: 1 Varon 2 Mujer HC:
Fecha nacimiento: / / Edad: Teléfonos:

Area: 1 Rural < 25000 hab. 2 Urbana > 25000 hab. (preguntar zona)*

FACTORES DE RIESGO PARA LA OSTEOPOROSIS.

Edad Menarquia: _ Edad menopausia:_____
Menopausia: 1 Natural 2 Quirargica 3 Perimenopausia 4 Quimica o Radioterapia
5 No menopausia
Paridad: (n°® nacidosvivos) _ Lact6: 1si 2no Meses lactancia acumulados:
Lateralidad: 1 Diestra 2 Zurda 3 Ambidiestra 4 Zurda forzada
Tabaco: 1si 2 no 3 exfumador Alcohol: 1si 2no 3 exbebedor
En caso de si beber: 1 Moderado 2 De riesgo
Café: 1 si 2 no Cantidad tazas/dia promedio
Actividad fisica habitual tiempo libre: 1 sedentaria 2 ligera 3 moderada (ver hoja en panel)
Ingesta habitual de Calcio: _ mg/dia** (calcular segun unidades, ver hoja en panel)

Antecedentes fracturas por fragilidad en familiares de primer grado: 1si 2 no

Madre fractura de cadera: 1si 2no Nivel socioecondémico: 1 Bajo 2 Medio 3 Alto
FARMACOS:
Tiazidas: 1 Ahora 2 Lo tomé alguna vez 3 Nunca e Frax

Estatinas: 1 Ahora 2 Lo tomé alguna vez 3 Nunca

Beta bloqueantes: 1 Ahora 2 Lo tomo alguna vez (>6 meses) 3 Nunca
Esteroides orales: 1 Ahora 2 Lo tomo alguna vez 3 Nunca -Major:
Esteroides inhalados: 1 Ahora 2 Lo tomé alguna vez 3 Nunca
Sintrom: 1 Ahora 2 Lo tomé alguna vez 3 Nunca
Hipnéticos/tranquilizantes: 1 Ahora 2 Lo tomd alguna vez 3 Nunca
Tratamiento hormonal sustitutivo: 1 Lo tomé alguna vez 2 Nunca
Tomo anticonceptivos: 1si 2no Sitomd: meses acumulados
Antiepilépticos: 1 Ahora 2 Lo tomé alguna vez 3 Nunca

-Hip:

ENFERMEDADES EXISTENTES EN 12 VISITA

Céncer: 1si 2no En caso de si, especificar origen: 1 Mama 2 Colon/Recto 3 Estdmago

4 Pulmoén 5 Mieloma 6 Prostata 7 Rifion 8 Higado 9 Vejiga 10 Otros
Presencia de metastasis: 1si 2no Harecibido PQT: 1si 2no
HTA 1si 2no Hipercolesterolemia: 1si 2 no Artritis reumatoide: 1 si 2 no
HPT lario 1 si 2 no 3 HHF 4 HPT Tumoral 5 HPT normocalcémico
Enfermedades de tiroides: 1 Hipertiroidismo 2 Hipotiroidismo 3 No enfermedad tiroidea

4 Céancer
Urolitiasis: 1si 2no Cardiopatiaisquémica 1si 2no En caso de si: Angina 1si 2 no
Infarto 1 si 2 no Arritmias 1 si 2 no Insuficiencia cardiaca 1 si 2 no

Diabetes: 1 Insulino-dependiente (Tipo l) 2 No insulino-dependendiente (Tipo 2) 3 No diabetes

232



CLINICA: (en la primera visita)

Dolor: 1si 2 asintomatica Si dolor: 1 difuso 2 toda la columna 3 C. dorsal 4 C. lumbar
Se ha caido en el Gltimo afio: 1si 2no ¢Ha notado aparicién de cifosis? 1si 2no

¢Puede levantarse sola sin ayuda desde unasilla? 1si 2 no

FRACTURAS

¢Existen fracturas por fragilidad en la 12 visita? (incluye las fracturas previas): 1si 2 no
Solo en el caso de si: Tipo de fractura: 1 vertebral 2 cadera 3 Colles 4 Otras 5 varias fracturas

En el caso de varias fracturas especificar una a una:

= Vertebral 1.Si 2.No ¢Cuéntas vértebras: Dorsales _ Lumbares __ (Genant)
= Cadera 1.Si 2.No Lado fracturado: 1. Derecho 2. lzquierdo 3. Ambos
= Colles 1.Si 2.No Lado fracturado: 1. Derecho 2. lzquierdo 3. Ambos
= Hamero 1.Si 2.No Lado fracturado: 1. Derecho 2. lzquierdo 3. Ambos
= Tibia 1.Si 2.No Lado fracturado: 1. Derecho 2. lzquierdo 3. Ambos
= Costillas 1.Si 2.No Lado fracturado: 1. Derecho 2. lzquierdo 3. Ambos

EXPLORACION FiSICA:
Talla: (cm) Peso: (Kg) Envergadura: (cm)

DENSITOMETRIA (G/CM2):

L2L4: Cuello: Total: Trocanter: Intertrocanter:
ULTRASONIDOS : BUA: dB/MgHz SOS: m/s QUI:

ANALITICA

Glucosa Urea Creatinina Ac. Urico Proteinas totales
Colesterol total HDL-Colest. No-HDL-Colest. LDL-Colest.
Triglicéridos: Célcio Fosforo FATR TSH

Fosf. alcalina Beta-crosslaps Osteocalcina PTH PINP
25-HCC Cuando se disponga: Cal/Cr NTX/Cr

Datos para el calculo de Ofracture:

Asma: 1Si 2No
Antidepresivos: 1 Si 2 No
Enf. Cronica hep: 1 Si 2 No
Malabsorcion: 1 Si 2 No

S. Menopausia: 1 Si 2 No
Estrégenos: 1 Si 2 No
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VIIl.2: LISTADO GENERAL DE PROGRAMAS R.

_ Datos.__

""" {r,echo=FALSE,eval=FALSE}

library(foreign)

setwd("~/Google Drive//0OSEO/Alberto")

dfo <- read.spss("oseo_F.sav",to.data.frame=TRUE)

miss=which(is.na(dfe$sggn+df@$scag))

df=dfe[-miss, ]

(n=nrow(df))

ds <- read.spss("oseo_S.sav",to.data.frame=TRUE)

do=subset(ds,visita==1)

d1=do[-miss, ]

(nl=nrow(dl))

sel=NULL

for(i in 1:n)
sel=c(sel,which(d1$HC==df$HC[i]))

dil=di[sel,]

plot(df$HC,d1$HC);abline(c(0,1))

dt=merge(df,d1,by.x="HC",by.y="HC")

dt$IMC=dt$peso/(dt$talla/100)"2

dt$female=ifelse(dt$sexo=="Mujer",1,0)

save(dt,file="oseo.RData")

__Lectura de datos.__

o {r}

library(mgcv);library(stepPlr)
setEPS(horizontal=F, paper="special",onefile=F)
setwd("~/Google Drive/OSEO/Alberto")
load(file="oseo.RData")

(n=nrow(dt))

attach(dt)

#write.x1lsx(dt,"dt.x1sx")

clase=female+1

#clase=g

(ng=as.numeric(table(clase)))
names(table(clase))

lg=c("Male","Female")

#lg=c("No FX","No vertebral","Vertebral")

X=data.frame(Edad, IMC, glucosa,colester,1dl,trig,hdl,urea,creatina,urico,
calcio, fosforo,fosfatas,fatr,proteina,tsh,vitad,osteocal,
betacros,pth,pinp,1214,cuello,total,trocante,intertro,bua,sos,qui)

(p=ncol(X))

labx=c("Edad","IMC","Glucemia","Colesterol total","LDL","Triglicéridos","HDL",
"Urea","Creatinina","A. urico","Calcio","Fésforo","Fosfatasa alcalina",
"F. alc. tartrato resistente","Proteinas totales","TSH","25-HCC",
"Osteocalcitonina"”, "Beta-crosslaps"”,"PTH","PINP procolageno","L2-L4",
"Cuello femoral","Total de cadera","Trocanter","Intertrocanter”,
"Bua","S0S","Qui-Stiffness")

length(labx)

table(sexo)

HDL_low=ifelse(female==1 & hd1l<50,1,0)+ifelse(female==0 & hd1l<490,1,0)

table(HDL_low)

im=c(1,2,4,5,22:29) ##Variables que se resumen en medias (SD)

##Clasificacidon segln repeticiones CAG
SS=ifelse(scag<=22 & lcag<=22,0,1)
LL=ifelse(scag>=23 & lcag>=23,1,0)
dt$gcag=SS+LL

##Clasificacion segln repeticiones GGN
SSg=ifelse(sggn<24 & 1lggn<24,0,1)
LLg=ifelse(sggn>=24 & lggn>=24,1,0)
dt$gggn=SSg+Llg # @ =SS ; 1 =SL ; 2 = LL

df=subset(dt,female==1)
dm=subset (dt,female==0)
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__Exploracién grafica de las repeticiones CAG y GGN.__

T {r}

postscript("histogramas.eps",height=10)

par(mfrow=c(3,2))

hist(scag[female==0],main="Varones",cex.lab=1.5,xlab="CAG",
ylab="N¢ de repeticiones",breaks=seq(10,31,by=1))

hist(sggn[female==0],main="Varones",xlab="GGN",
ylab="",breaks=seq(14,28,by=1),cex.lab=1.5)

hist(scag[female==1],main="Mujeres",cex.lab=1.5,xlab="S-CAG",
ylab="N¢ de repeticiones",breaks=seq(8,31,by=1.5))

hist(sggn[female==1],main="Mujeres",xlab="S-GGN"
,ylab="",breaks=seq(11,24,1),cex.lab=1.5)

hist(lcag[female==1],main="Mujeres",cex.lab=1.5,xlab="L-CAG",
ylab="N¢ de repeticiones",breaks=seq(14,35,by=1))

hist(lggn[female==1],main="Mujeres",xlab="L-GGN",
ylab="",breaks=seq(12,30,1),cex.lab=1.5)

dev.off()

__Exploracién de variables numéricas.__
T {r}
postscript("box_22_29.eps",height=10.5)
par(mfrow=c(4,2))
for(j in 22:p)
boxplot(X[,j] ~ sexo,boxwex=.3,xlab="Sexo",ylab=1labx[j])
dev.off()

Medias (SD)

** " {r,echo=TRUE,eval=TRUE}
detach(dt);attach(df)
X2=X[,im]

1v2=1abx[im]

(p2=ncol(X2))

x2=1ist()

for(j in 1:p2)

x2[[j]]=1ist()
x2[[3110[1]11=1v2[]]
z=cbind(mean(X2[,j],na.rm=TRUE),sd(X2[,j],na.rm=TRUE))
colnames(z)=c("Media","SD")
x2[[311[["Total"]]=z
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X2[clase==r,3j]))))
N=ng-mv
Media=by(X2[,j],clase,mean,na.rm=TRUE)
SD=by(X2[,j],clase,sd,na.rm=TRUE)
z=cbind(N,Media, SD)
rownames(z)=1g
x2[[J11[["Grupos"]]=z
aov <- anova(lm(X2[,j] ~ 1),1m(X2[,j] ~ factor(clase)))
x2[[F]1]1[["p-valor"]]=aov$"Pr(>F)"[2]

Medianas (IQR)
**"{r,echo=TRUE,eval=TRUE}
X3=X[, -im]

1lv3=labx[-im]
(p3=ncol(X3))

x3=1ist()

for(j in 1:p3)

{

x3[[3]]=1list()
x3[[J11[[111=1v3[]]
x3[[j1]1[["Total"]]=quantile(X3[,j],probs=c(.5,.25,.75),na.rm=TRUE)
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X3[clase==r,j]))))

235



N=ng-mv

g=by(X3[,j],clase,quantile,probs=c(.5,.25,.75),na.rm=TRUE)

z=NULL

for(l in 1:length(ng))
z=rbind(z,c(N[1],round(q[[1]][1],1),round(q[[1]][2],2),round(q[[1]1][3],1)))
colnames(z)=c("N","Mediana", "PCT25th","PCT75th")

rownames(z)=1g

x3[[J]1]1[["Grupos"]]=z
x3[[j1][["p-valor"]]=round(kruskal.test(X3[,j],clase)$p.value,3)

X3

Frecuencias (%)

***{r,echo=TRUE,eval=TRUE}

BEBEahora=ifelse(alcohol=="Si",1,0)

X4=data.frame(activida,niveleco,area,cafe,alcohol,BEBEahora,tabaco,
hta,DM,cardio,artritis,urolitia, caidas,FX_CLASIF,
tiazidas,estatina,betablo,est.oral,est.inha,sintrom,
hipnotico,HDL_low)

lv4=names (X4)

(p4=length(X4))

x4=1ist()

for(j in 1:ncol(X4))

x4[[j]1]=1list()

x4[[3110[1]1=1v4[]]

t=table(X4[,3j])

x4[[J11[[2]]=t
x4[[j11[[3]]=round(1@0*prop.table(t),2)
ta=table(X4[,j],clase)

colnames(ta)=1g

x4[[311[[4]]=ta
x4[[j1]1[[5]]=round(100*prop.table(ta,2),1)
x4[[j]1]1[[6]]=chisq.test(ta,correct=FALSE)
x4[[j11[[7]]=Ffisher.test(ta)

x4

__Yamada et al para repeticiones CAG (mujeres)._

T {r}

detach(dt);attach(df)

table(gcag)

(ng=as.numeric(table(gcag)))

names (table(gcag))

1g=c("ss","SL","LL")

X=data.frame(Edad, IMC, glucosa,colester,1dl,trig,hdl,urea,creatina,urico,
calcio, fosforo,fosfatas,fatr,proteina,tsh,vitad,osteocal,
betacros,pth,pinp,1214,cuello,total,trocante,intertro,bua,sos,qui)

X2=X[,im]

1lv2=labx[im]

(p2=ncol(X2))

x2=1ist()

for(j in 1:p2)

{

x2[[j]]=1ist()
x2[[3110[1]1]=1v2[3]
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X2[gcag==r,3]))))
N=ng-mv
Media=by(X2[,j],gcag,mean,na.rm=TRUE)
SD=by(X2[,j],gcag,sd,na.rm=TRUE)
z=cbind(N,Media, SD)
rownames(z)=1g
x2[[311[["Grupos”]]=2z
ml <- summary(lm(X2[,j] ~ factor(gcag)))
d=ml$fstatistic
x2[[J11[["p-valor"]]=round(1-pf(d[1],d[2],d[3]),3)
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X2

X3=X[, -im]

1v3=labx[-im]

(p3=ncol(X3))

x3=1ist()

for(j in 1:p3)
{

x3[[J]]=1ist()
x3[[3110[1]1]1=1v3[3]
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X3[gcag==r,3]))))
N=ng-mv
gq=by(X3[,j],gcag,quantile,probs=c(.5,.25,.75),na.rm=TRUE)
z=NULL
for(l in 1:1length(ng))
z=rbind(z,c(N[1],round(q[[1]][1],1),round(q[[1]][2],2),round(q[[1]1][3],1)))
colnames(z)=c("N","Mediana","PCT25th","PCT75th")
rownames(z)=1g
x3[[3]1][["Grupos”]]=z
x3[[j]1]1[["p-valor"]]=round(kruskal.test(X3[,j],gcag)$p.value,3)

}
X3

y=cbind(menopausia, caidas, FX_CLASIF)
(tc <- table(y[,3],gcag))
round(100*prop.table(tc,2),1)
chisq.test(tc)

fisher.test(tc)
plot(Edad,osteocal,cex=.4)
abline(lm(osteocal ~ Edad))

(tm <- table(df$menopausia))
round(100*prop.table(tm),2)
detach(df)
attach(dt)

__Repeticiones GGN: mujeres._

T {r}

detach(dt)

attach(df)

table(gggn)

(ng=as.numeric(table(gggn)))

names (table(gggn))

1g=c("ss","SL","LL")

X=data.frame(Edad, IMC, glucosa,colester,1dl,trig,hdl,urea,creatina,urico,
calcio, fosforo,fosfatas,fatr,proteina,tsh,vitad,osteocal,
betacros,pth,pinp,1214,cuello,total,trocante,intertro,bua,sos,qui)

X2=X[,im]

1lv2=labx[im]

(p2=ncol(X2))

x2=1ist()

for(j in 1:p2)
{

x2[[j]]=1ist()
x2[[3110[1]1]=1v2[]]
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X2[gggn==r,3]1))))
N=ng-mv
Media=by(X2[,j],gggn,mean,na.rm=TRUE)
SD=by(X2[,j],gggn,sd,na.rm=TRUE)
z=cbind(N,Media, SD)
rownames(z)=1g
x2[[3]11[["Grupos”]]=2z
ml <- summary(lm(X2[,j] ~ factor(gggn)))
d=ml$fstatistic
x2[[J11[["p-valor"]]=round(1-pf(d[1],d[2],d[3]),3)

X2
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X3=X[,-im]

1v3=labx[-im]

(p3=ncol(X3))

x3=1ist()

for(j in 1:p3)
{

x3[[j]]=1ist()
x3[[3110[1]1]=1v3[]]
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X3[gggn==r,3]1))))
N=ng-mv
gq=by(X3[,j],gggn,quantile,probs=c(.5,.25,.75),na.rm=TRUE)
z=NULL
for(l in 1:length(ng))
z=rbind(z,c(N[1],round(q[[1]][1],1),round(q[[1]][2],2),round(q[[1]1][3],1)))
colnames(z)=c("N","Mediana", "PCT25th","PCT75th")
rownames(z)=1g
x3[[3]1][["Grupos”]]=z
x3[[J]1]1[["p-valor"]]=round(kruskal.test(X3[,j],gg8n)$p.value,3)

}
X3

y=cbind(menopausia, caidas,FX_CLASIF)
(tc <- table(y[,3],888n))
round(100*prop.table(tc,2),1)
chisq.test(tc)

fisher.test(tc)
plot(Edad,osteocal,cex=.4)
abline(lm(osteocal ~ Edad))

(tm <- table(df$menopausia))
round(100*prop.table(tm),2)
detach(df)

__Varones.__

o {r}

detach(dt)
dm$gcag=ifelse(dm$scag<=23,"Corto", "Largo")
table(dm$gcag)

dm$gcag=ifelse(dm$sggn<=23,"Corto", "Largo")
table(dm$gggn)

(r=which(is.na(dm$gcag)))

attach(dm)

(ng=as.numeric(table(gcag)))

(lg=names(table(gcag)))

X=data.frame(Edad, IMC, glucosa,colester,1dl,trig,hdl,urea,creatina,urico,
calcio, fosforo,fosfatas,fatr,proteina,tsh,vitad,osteocal,
betacros,pth,pinp,1214,cuello,total,trocante,intertro,bua,sos,qui)

X2=X[,im]

1lv2=labx[im]

(p2=ncol(X2))

x2=1ist()

for(j in 1:p2)

{

x2[[j]]=1ist()
x2[[3110[1]1]=1v2[3]
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X2[gcag==r,3]))))
N=ng-mv
Media=by(X2[,j],gcag,mean,na.rm=TRUE)
SD=by(X2[,j],gcag,sd,na.rm=TRUE)
z=cbind(N,Media, SD)
rownames(z)=1g
x2[[311[["Grupos”]]=z
aov <- anova(lm(X2[,j] ~ 1,data=df),1m(X2[,j] ~ factor(gcag),data=df))
x2[[F11[["p-valor"]]l=aov$"Pr(>F)"[2]

X2
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X3=X[,-im]

1v3=labx[-im]

(p3=ncol(X3))

x3=1ist()

for(j in 1:p3)
{

x3[[j]]=1ist()
x3[[3110[1]1]=1v3[]]
mv=NULL
for(r in 1:length(ng))

mv=c(mv, length(which(is.na(X3[gcag==r,3]))))
N=ng-mv
gq=by(X3[,j],gcag,quantile,probs=c(.5,.25,.75),na.rm=TRUE)
z=NULL
for(l in 1:length(ng))
z=rbind(z,c(N[1],round(q[[1]][1],1),round(q[[1]][2],2),round(q[[1]1][3],1)))
colnames(z)=c("N","Mediana","PCT25th","PCT75th")
rownames(z)=1g
x3[[3]1][["Grupos”]]=z
x3[[j]1]1[["p-valor"]]=round(wilcox.test(X3[,j] ~ gcag)$p.value,3)

}
X3

y=cbind(caidas,FX_CLASIF)

(tc <- table(y[,1],gcag))
round(100*prop.table(tc,2),1)
chisq.test(tc)
fisher.test(tc)

detach(df)

__Correlaciones CAG;GGN - X._
** " {r,echo=TRUE,eval=TRUE}
library(x1lsx)
scor=NULL
for(j in 2:p)

{

rl=cor.test(sggn[female==1],X[female==1,7j],method="spearman")
r2=cor.test(lggn[female==1],X[female==1,7j],method="spearman")
scor=rbind(scor,c(rilg$estimate,ri$p.value,r2$estimate,r2$p.value))
}
scor=round(scor,4)
colnames(scor)=c("Cor","p-value","Cor","
rownames (scor)=labx[-1]
write.x1lsx(scor,"corGGN.x1sx")

p-value")

ggn=(1lggn+sggn)/2;cag=(1lcag+scag)/2
scor=NULL
for(j in 2:p)

{

rl=cor.test(cag[female==1],X[female==1,j],method="spearman")
r2=cor.test(ggn[female==1],X[female==1,j],method="spearman")
scor=rbind(scor,c(ri$estimate,ri$p.value,r2$estimate,r2$p.value))
}

scor=round(scor,4)

colnames(scor)=c("Cor","p-value","Cor","p-value")

rownames (scor)=labx[-1]

write.xlsx(scor,"corCAG_GGN.x1sx")

### Hombres

scor=NULL

for(j in 2:p)
{

rl=cor.test(scag[female==0],X[female==0,7j],method="spearman")
r2=cor.test(sggn[female==0],X[female==0,j],method="spearman")
scor=rbind(scor,c(ri$estimate,ri$p.value,r2$estimate,r2$p.value))
}
scor=round(scor,4)
colnames(scor)=c("Cor","p-value","Cor","
rownames (scor)=labx[-1]
write.xlsx(scor,"corHombres.xlsx")

p-value")
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__Exploracién de la combinacién lineal convexa 6ptima

***{r,echo=TRUE,eval=TRUE}

attach(dt)

mdxa=cbind(dt$1214,dt$cuello,dt$total,dt$trocante,dt$intertro,

dt$bua,dt$sos,dt$qui,dt$osteocal)

lb=c("L2-L4","Cuello femoral","Total de cadera","Trocanter","Intertrocanter",
"BUA","SOS","Qui-Stiffness")

j=1  #i#t# Selecciona marcador

dt$dxa=mdxa[,j]

g=seq(0,1,by=.01)

cag=rep(NA,n)

cag[female==0]=scag[female==0]

df=subset(dt,female==1 & menopausia==1)

nrow(df)

pv=NULL
for(l in 1:1length(q))
{
cag[female==1]=q[1l]*scag[female==1]+(1-q[1])*1cag[female==1]
df$cag=cag[female==1]
ma <- gam(dxa ~ s(Edad) + s(IMC) + cag,method="REML",data=df)
sma=summary (ma)
pv=c(pv,sma$p.pv[2])
#pv=c(pv,sma$s.pv[3])
}

(10=which(pv==min(pv)))

q[le];pv[le]
cag[female==1]=q[10]*scag[female==1]+(1-q[10])*1cag[female==1]
df$cag=cag[female==1]

ma <- gam(dxa ~ s(Edad) + s(IMC) + s(cag),method="REML",data=df)
summary(ma)

ma <- gam(dxa ~ s(Edad) + s(IMC) + scag ,method="REML",data=df)
summary (ma)

postscript(paste(lb[j],".eps"),width=5,height=8.3)
par(mfrow=c(3,1))

plot(ma,cex.lab=1.5,main=1b[j])

dev.off()

pl=mag$fitted.values
obsl=ma$model$dxa
rl=obsl-pl

pc=ma$fitted.values
obsc=ma$model$dxa
rc=obsc-pc

pt=mag$fitted.values
obst=ma$model$dxa
rt=obst-pt

pi=ma$fitted.values
obsi=ma$model$dxa
ri=obsi-pi

postscript("Residuales.eps",height=9)

par(mfrow=c(2,2))

plot(pl,rl,cex=.4,main="L2-L4",xlab="Prediccién",ylab="Residual",pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

plot(pc,rc,cex=.4,main="Total de cadera",xlab="Prediccién",ylab="Residual",
ylim=c(-.4,.4),pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

plot(pt,rt,cex=.4,main="Trocanter",xlab="Prediccién",ylab="Residual",pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

plot(pi,ri,cex=.4,main="Intertrocanter",xlab="Prediccidén",ylab="Residual",pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

dev.off()
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___POSTMENOPAUSICAS.

o A{r}

attach(dt)

table(sexo,menopausia)

dfp=subset(df,menopausia==1)

nrow(dfp)

pm=which(female==1 & menopausia==1)

dfp$mdxa=X[pm,22:29]

detach(dt);attach(dfp)

lb=c("L2-L4","Cuello femoral","Total de cadera","Trocanter","Intertrocanter",
"BUA","SOS","Qui-Stiffness")

j=3  #it# Selecciona marcador

g=seq(0,1,by=.01)
pv=NULL
for(l in 1:length(q))
{
cag=q[l]*scag+(1-q[1])*1cag
dfp$cag=cag
ma <- gam(mdxa[,j] ~ s(Edad) + s(IMC) + cag,method="REML",data=dfp)
sma=summary (ma)
pv=c(pv,sma$p.pv[2])
#pv=c(pv,sma$s.pv[3])
}
min(pv)
pvinte=pv
#dpv=data.frame(q,pvl214,pvtotal,pvtroc,pvinte)
#save(dpv,file="pvOPTpm.RData")

(10=which(pv==min(pv)))

q[1e];pv[le]

cag[pm]=q[1@]*scag[pm]+(1-q[1@])*1cag[pm]

dfp$cag=cag[pm]

ma <- gam(mdxa[,j] ~ s(Edad) + s(IMC) + cag,method="REML",data=dfp)
summary(ma)

postscript(paste(lb[j],".eps"),width=5,height=8.3)
par(mfrow=c(3,1))

plot(ma,cex.lab=1.5,main=1b[j])

dev.off()

pl=mag$fitted.values
obsl=ma$model$dxa
rl=obsl-pl

pc=ma$fitted.values
obsc=ma$model$dxa
rc=obsc-pc

pt=mag$fitted.values
obst=ma$model$dxa
rt=obst-pt

pi=ma$fitted.values
obsi=ma$model$dxa
ri=obsi-pi

postscript("ResidualesPM.eps",height=9)

par(mfrow=c(2,2))

plot(pl,rl,cex=.4,main="L2-L4",xlab="Prediccién",ylab="Residual",pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

plot(pc,rc,cex=.4,main="Total de cadera",xlab="Prediccién",ylab="Residual",
ylim=c(-.4,.4),pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

plot(pt,rt,cex=.4,main="Trocanter",xlab="Prediccién",ylab="Residual",pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

plot(pi,ri,cex=.4,main="Intertrocanter",xlab="Prediccién",ylab="Residual",pch=19)

abline(c(0,0),1lwd=2,col="blue")

dev.off()
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__Figura.__

* " {r,echo=TRUE, eval=TRUE}

load(file="pvOPTpm.RData")

attach(dpv)

postscript("pvoptPM.eps",height=7)

par(mfrow=c(2,2))

plot(q,pvl214,type="1",xlab="Coeficiente ponderacién (q)",
ylab="p-valor",main="CAG - L2-L4",lwd=3,col="blue")

11=which(pv1214==min(pv1214))

legend(0,0.24,paste("q-6ptimo = ",q[11]),bty="n")

legend(0,0.22,paste("p-valor = ",round(pv1214[11],4)),bty="n")

plot(qg,pvtotal,type="1",xlab="Coeficiente ponderacién (q)",
ylab="p-valor",main="CAG - Total de cadera",lwd=3,col="blue")

12=which(pvtotal==min(pvtotal))

legend(0,0.8,paste("q-6ptimo = ",q[12]),bty="n")

legend(0,0.7,paste("p-valor = ",round(pvtotal[1l2],4)),bty="n")

plot(qg,pvtroc,type="1",xlab="Coeficiente ponderacién (q)",
ylab="p-valor",main="CAG - Trocanter",lwd=3,col="blue")

13=which(pvtroc==min(pvtroc))

legend(0,0.20,paste("q-6ptimo = ",q[13]),bty="n")

legend(0,0.16,paste("p-valor = ",round(pvtroc[13],4)),bty="n")

plot(qg,pvinte,type="1",xlab="Coeficiente ponderacién (q)",
ylab="p-valor",main="CAG - Intertrocanter",lwd=3,col="blue")

l4=which(pvinte==min(pvinte))

legend(0,0.9,paste("qg-6ptimo = ",q[14]),bty="n")

legend(0,0.8,paste("p-valor = ",round(pvinte[14],4)),bty="n")

dev.off()

detach(dpv)

__Osteoporosis postmenopausicas.

T {r}

detach(dt);attach(dfp) #Se seleccionan mujeres postmenopausicas
nrow(dfp)

miss=which(is.na(OSTEO )) #Tres pacientes sin determinacién osteoporosis

grupo=0STEO[ -miss]

boxplot(lcag ~ OSTEO)
by(lcag,0STEO,quantile,probs=c(.5,.25,.75),na.rm=TRUE)
wilcox.test(lcag ~ OSTEO)
by(scag,0STEO,quantile,probs=c(.5,.25,.75),na.rm=TRUE)
wilcox.test(scag ~ OSTEO)

(ta <- table(gcag,0STEO))
round(100*prop.table(ta,2),1)
chisq.test(ta)

(ta <- table(gggn,0STEOD))
round(100*prop.table(ta,2),1)
chisq.test(ta)

X=data.frame(Edad, IMC,calcio, fosforo,fosfatas,fatr,proteina,
tsh,vitad,osteocal,betacros,pth,pinp)[-miss, ]
(ng=as.numeric(table(grupo)))
(1lg=names(grupo))
(lv=colnames(X))
(p=ncol(X))
x=1ist()
for(j in 1:p)
{

x[[J]]=1ist()

x[[J110[1]]=1v[]]

Media=by(X[,j],grupo,mean,na.rm=TRUE)

SD=by(X[,j],grupo,sd,na.rm=TRUE)

z=cbind(ng,Media,SD)

rownames(z)=1g

x[[J]]1[["Grupos"]]=z

x[[j11[["p-valor"]]= t.test(X[,j] ~ grupo)$p.value
}

X

y=cbind(caidas,FX_CLASIF)
(tc <- table(y[,2],grupo))
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round(100*prop.table(tc,2),1)
chisq.test(tc)

__Regresion logistica._
i A{r}
detach(dt);attach(df)
(mis=which(is.na(lcag+scag)))
dfe=dfp[-mis, ]
nrow(dfe)
g=seq(0,1,by=.01)
pv=NULL
for(l in 1:length(q))
{
dfe$cag=q[l]*dfe$scag+(1-q[1l])*dfeslcag
mle <- gam(OSTEO ~ Edad + IMC ,family=binomial,data=dfe)
ml <- gam(OSTEO ~ Edad + IMC + s(cag) ,family=binomial,data=dfo)
ao <- anova(mle,ml,test="Chisq")
pv=c(pv,pv=ao[, 'Pr(>Chi)"']1[2])
}

(10=which(pv==min(pv)))
q[1e];pv[1e]
postscript("pvoptOsteopor.eps”,height=4)
plot(qg,pv,type="1",xlab="Coeficiente ponderacién (q)",1lwd=3,col="blue",
ylab="p-valor (test de razén de verosimilitudes)",main="CAG - Pr(Osteoporosis)")
dev.off()

dfe$cag=q[lo]*dfo$scag+(1-q[le])*dfe$lcag
mle <- gam(OSTEO ~ IMC + s(cag) ,family=binomial,data=dfo)
mle <- gam(OSTEO ~ Edad + IMC ,family=binomial,data=dfe)
ml <- gam(OSTEO ~ Edad + IMC + s(cag) ,family=binomial,data=dfo)
ao <- anova(mlo,ml,test="Chisq")
ao[, 'Pr(>Chi)"][2]
summary (ml)
b=ml$coef[2:3]
sb=sqrt(diag(ml$ve[2:3,2:3]))
(za=gnorm(.975))
or=exp(b)
or.l=or*exp(-za*sb)
or.u=or*exp(za*sb)
data.frame(or,or.1l,or.u)
postscript("CagOsteopor.eps”,height=6)
plot(ml,col=c("black","blue","black"),lwd=c(1,3,1),
xlab="Media ponderada de repeticiones CAG",
ylab="Efecto sobre la probabilidad de osteoporosis (IC-95%)",cex.lab=1.2)
legend(20,3,"P-valor = 0.034",bty="n",cex=1.5)
dev.off()

dfeg$cag=q[le]*dfe$scag+(1-q[10])*dfe$lcag
ml <- gam(OSTEO ~ s(Edad) + s(IMC) + s(cag) ,family=binomial,data=dfe)
summary(ml)

xx=cbind(age=df@$Edad, bmi=df0$IMC, cag=df0$cag,osteo=df@$0STEO)
(mi=which(is.na(apply(xx,1,sum))))

x=xx[-mi, ]

Y=x[,ncol(x)]

z=x[,1:(ncol(x)-1)]

ms <- step.plr(z,Y,cp = "aic"

summary (ms)
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